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RESUMO

Pseudomonas aeruginosa é uma importante causa de infecgfes apresentando, no Brasil, altas
taxas de morbidade e mortalidade. Os principais mecanismos de resisténcia utilizados por P.
aeruginosa séo a producdo de p-lactamases e a expressdo de bombas de efluxo. O uso de 1gG
e antibidticos para tratamento destas infec¢bes tem apresentado resultados bem sucedidos, o
que motiva a realizacdo de estudos quanto a atividade in vitro da IgG humana com
antibioticos frente a isolados de P. aeruginosa. O objetivo deste estudo foi detectar a presenca
dos genes de resisténcia, a relacdo clonal, o tempo de morte em isolados de P. aeruginosa
provenientes de InfeccBes relacionadas a saude (IrAS) de hospitais publicos do Recife-PE, em
2014, e verificar in vitro a taxa de fagocitose e a producdo de oxido nitrico (NO) por
monocitos humanos quando infectados por P. aeruginosa tratada com 1gG humana em
associacdo a Meropenem e Polimixina E. Foram avaliados 32 isolados para a deteccdo de
genes de resisténcia por PCR, e para a avaliacdo de similaridade genética por ERIC-PCR.
Destes, foram selecionados os 5 isolados apresentando maior nimero de genes de resisténcia
e menor similaridade genética. Esses cinco isolados foram submetidos as associa¢fes dos sub-
CIMs destes antibioticos com a IgG humana, para a determinacao do tempo de morte, da taxa
de fagocitose de células bacterianas e para a dosagem de NO por mondcitos humanos. Foi
detectado a presenca do gene blaxpc em dois isolados de P. aeruginosa. Todos os isolados
possuem o0s genes mexR, mexB, mexE e rpsL, apenas um isolado foi negativo para 0s genes
mexA e mexF. Foram detectados 30 perfis genéticos distintos entre os isolados bacterianos. O
tempo de morte dos isolados revelou que os tratamentos combinados com antibioticos,
principalmente Polimixina E, sdo mais letais para as células bacterianas. A taxa de fagocitose
por mondcitos humanos revelou que guando infectados com bactéria tratada com 1gG mais
antibidtico, os mondcitos ficam mais ativos a fagocitose e reduz drasticamente a quantidade
de células bacterianas. Houve diferenca significativa na producdo de NO naqueles tratados
com Meropenem e IgG. Com o presente estudo concluiu-se que a combinacéo de IgG mais
antibiotico pode ser uma alternativa para o tratamento dessas infec¢@es, pois a bactéria estara

em numero reduzido facilitando a fagocitose.

Palavras chaves: Pseudomonas aeruginosa. 1gG. Antibioticos. Infeccdes



ABSTRACT

Pseudomonas aeruginosa is a major cause of introducing infections. In Brazil, it has a high
rate of morbidity and mortality. The main mechanisms of resistance used for Pseudomonas
aeruginosa are B-lactamase and efflux pumps expression. The use of IgG and antibiotics to
treat these infections has shown successful results, which provides motivation for studies and
in vitro activity of human IgG with antibiotics against P. aeruginosa isolates. The aim of this
study was to detect the presence of resistance genes, the genetic relationship, the time of death
in isolates of P. aeruginosa from health-related infections (HAI) of public hospitals in Recife
in 2014, and to evaluate in vitro phagocytosis rate and nitric oxide (NO) production by human
monocytes infected by P. aeruginosa treated with human IgG in association with Meropenem
and Polymyxin E. 32 isolates were evaluated for the presence of resistance genes by PCR, and
for the assessment of genetic similarity by ERIC-PCR. Five isolates with more resistance
genes and low genetic similarity were selected. These strains were subjected to sub-MICs
associations of these antibiotics with human IgG, for determining the time of death,
phagocytosis rate of the bacterial cells and for the measurement of NO production by human
monocytes. blakpc gene was detected in two isolates. All isolates were positives to mexR,
mexB, mexE and rpsL. One isolate was negative for the genes mexA and mexF. 30 distinct
genetic profiles were detected. The time of death test showed that the combined treatments
with antibiotics, especially Polymyxin E, are more lethal. The rate of phagocytosis by human
monocytes showed that when infected with bacteria treated with another antibiotic IgG,
monocytes were more active in phagocytosis and drastically reduces the amount of bacterial
cells. There were significant differences in NO production in those treated with Meropenem
and 1gG. In conclusion, our results reveal that antibiotic and 1gG combination can be an
alternative for treating such infections because the bacteria will be reduced in number

facilitating phagocytosis.

Key boards: Pseudomonas aeruginosa. 1gG. Antibiotcs. Infection
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1 INTRODUCAO

Os mecanismos de resisténcia utilizados por Pseudomonas aeruginosa a torna capaz de
inibir ou driblar a acdo de diferentes tipos de antimicrobianos utilizados na pratica clinica
(GAYATHRI; ERAMMA; DEVARAJA, 2012). Em P. aeruginosa 0s principais mecanismos
de resisténcia incluem a produgdo B-lactamases, a perda de porinas e a super expressao de
bombas de efluxo (DUMAS et al. 2005, NEVES et al. 2011; GAYATHRI; ERAMMA;
DEVARAJA, 2012; JACOME et al. 2012;).

Estudos realizados no Brasil e em outros paises demonstraram a presenca de P.
aeruginosa isolados de Infecgdes Relacionadas a Assisténcia a Saude (IrAs), produtores de
diversas classes de B-Lactamases. Relatando a coexisténcia de isolados Produzindo Metalo-f-
lactamases, Metalo-B-lactamase juntamente com uma carbapenemase e também a producéo
de Metalo-B-lactamase ou carbapenenmase com uma ESBL. O aumento dos relatos da
disseminacdo de infeccbes por P. aeruginosa produtoras de B-Lactamases evidencia a
necessidade de mais estudos que possibilitem detectar e analisar genes de resisténcia para a
producdo de B-Lactamases em isolados bacterianos dessa espécie.

A expressdao de bombas de efluxo também tem demonstrado grande destaque como
causa de resisténcia a potentes antimicrobianos em P. aeruginosa, (DUMAS et al. 2005).
Sacha et al. (2014) observaram em isolados de P. aeruginosa, obtidos de Unidades de Terapia
Intensiva (UTIs) de hospitais na polonia, uma alta prevaléncia de genes que codificam o
sistema de bomba de efluxo MexAB-OprM, chegando a quase cem por cento dos isolados.

Tradicionalmente a Imunoglobulina G Intravenosa Humana (IVIG) tem sido utilizada
como terapia de reposicdo para pacientes com imunodeficiéncia de imunoglobulinas.
Entretanto em alguns paises, o tratamento com imunoglobulina G (IgG) e antibioticos para
graves infeccdes por diferentes espécies bacterianas tem revelado resultados bem sucedidos, o
gue motiva e evidencia a importancia da realizacdo de mais estudos quanto a atividade in
vitro da 1gG humana frente isolados de IrAS de diferentes espécies bacterianas, incluindo P.
aeruginosa. Tanaka et al. (2010) realizaram estudo in vitro utilizando uma cepa de P.
aeruginosa resistente a carbapenémicos. Este estudo comprovou que a IVIG causa efeitos
prejudiciais as células bacterianas, como altera¢es morfoldgicas, levando a morte celular, em
comparagdo com a submissdao da mesma cepa ao carbapenémico meropenem.

Farag et al. (2013) demonstraram que a IVIG aumentou significativamente a morte de
Staphylococcus aureus meticilina resistente  (MRSA) por neutréfilos em todas as

concentragOes testadas (0,1-5 mg/mL) com aumento dos niveis de producdo de NO e ROS
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dependente da dose testada de IVIG e reduz¢do da atividade hemolitica e coagulacdo de
MRSA.

O estudo realizado por Laupland (2002) analisou a ldgica e evidéncias para o uso de
IVIG para a profilaxia e tratamento de infec¢bes, em estudos dos tipos: prospectivo,
randomizado e ensaios clinicos controlado com placebo. Demonstrando taxas de incidéncia
mais baixa de infeccdo devido ao tratamento com a IVIG, especialmente em casos de
pneumonia pos-cirdrgica. Porém esses estudos ndo tém mostrado diminuicéo significativa da
mortalidade e apresentaram reducGes varidveis no uso de antimicrobianos e no tempo de
internacdo em UTIs. Concluindo que o tratamento com IVIG como adjuvante é promissor,
mas é ainda conflitante.

O relato crescente de resisténcia a antibioticos utilizados na pratica clinica em isolados
de P. aeruginosa tem se tornado um problema comum que pode complicar o tratamento de
pacientes infectados com esta espécie bacteriana (HENGZHUANG et al., 2013;
JABALAMELI et al.,, 2012). A dificuldade de tratamento de IrAS causadas por P.
aeruginosa motiva a investigacdo do perfil genético de resisténcia em diferentes locais do
mundo e a possivel contribuicdo do uso da IVIG humana associada a antimicrobianos no
tratamento destas infeccdes. Este estudo teve o objetivo de determinar a relagdo clonal de
isolados de P. aeruginosa obtidos de IrAS em Recife-PE, detectar a presenca dos genes de
resisténcia e analisar a contribuicdo da IgG humana na modificacdo da taxa de fagocitose e
producdo de 6xido nitrico in vitro por mondcitos humanos desafiados com isolados de P.

aeruginosa submetidos ao meropenem, polimixina E e IgG humana.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa é uma bactéria gram-negativa, aerobica e baciliforme
pertencente a familia Pseudomonaceae (KONEMAN et al., 2008; FATIMA et al., 2012), a
maioria das cepas dessa familia apresentam motilidade por meio de um ou mais flagelos
polares, utilizam oxidativamente glicose e outros carboidratos e em geral sdo citocromos
oxidases-positivas. Como caracteristica chave P. aeruginosa apresenta produgdo de pigmento
hidrossoluvel, a pioverdina, que aparece como uma florescencia branca a azul-esverdiada sob
a luz ultravioleta e piocianina que produz um caracteristico azul hidrossoluvel (KONEMAN
et al., 2008). P. aeruginosa é uma bactéria relativamente facil de ser reconhecida em cultura,
levando-se em consideracéo as caracteristicas de suas col6nias, a formacéo de pigmento e seu
odor tipico. Suas colbnias tém variacdo morfoldgica, podendo ser puntiforme, gelatinosa,
rugosa ou mucosa. A forma mucoide ocorre devido a producéo de grandes quantidades de um
polissacarideo extracelular, o alginato (FERREIRA H; LALA E. R. P., 2010), P. aeruginosa
habita comumente solos, dgua e vegetais, em geral ambientes imidos, além de fazer parte da
microbiota normal de seres humanos, podendo ser encontrado na pele, garganta e nas fezes de
individuos sadios (KONEMAN et al., 2001; MATA; ABEGG, 2007; LOVEDAY et al.,
2013;).

P. aeruginosa é a espécie bacteriana mais freqlientemente associada a doengas em
seres humanos, em que atua como um agente patogénico oportunista, com o potencial de
causar infecgbes em quase qualquer érgdo ou tecido do corpo e que causa infecgdes graves
como septicemias, infeccBes pulmonares e urinarias, queratite, endoftalmite, infeccdo de
ulcera cornea que acometem principalmente pacientes queimados, com fibrose cistica,
leucemia aguda, transplantados de o6rgaos, e em uso de drogas endovenosas e também
pacientes imunossuprimidos ( MATA; ABEGG, 2007; KONEMAN et al., 2008; FERREIRA;
LALA, 2010; JABALAMELLI et al., 2012; LOVEDAY et al., 2013; DJORDJEVIC et al.,
2013). Com frequéncia regular, aparecem na bibliografia casos isolados de endocardite,
meningite, abscessos cerebrais e infecgdes 6sseas por disseminacdo hematica (KONEMAN et
al., 2008).

As infecgdes sdo em geral observadas em sitios onde existe a tendéncia de acumulo de

umidade: traqueostomias, cateteres permanentes, queimaduras, ouvido externo e em feridas
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cutneas exsudativas. P. aeruginosa produz varias substancias consideradas como
responsaveis pelo aumento de colonizacdo e infeccdo dos tecidos do hospedeiro. Essas
substancias, junto com uma variedade de fatores de viruléncia, incluindo lipopolissacarideo
(LPS), exotoxina A, leucocidina, viscosidade extracelular, proteases, fosfolipases e varias
outras enzimas, tornam P. aeruginosa a bactéria de maior importancia clinica entre os bacilos
gram-negativos ndo fermentadores (KONEMAN et al., 2008). Tornando-se cada vez mais
dificil tratar infeccGes por P. aeruginosa multidroga-resistente (PMDR) devido a limitacdo de
opcdes terapéuticas para combater essa bactéria (SATOH et al., 2008).

No Reino Unido, Pseudomonas spp. é a sétima causa mais frequente de bacteremia,
representando aproximadamente 4% dessas infecgbes e com uma incidéncia de 7,3 por
100.000 habitantes da populacdo. Ha provas da alta incidéncia de severas doencas causadas
por Pseudomonas spp. com recente e significativo aumento nos relatos de bacteremia na
Inglaterra e Pais de Gales. Ha também uma série de surtos por P. aeruginosa que afetam UTIs
e que tém destacado o potencial de Pseudomonas spp. em estabelecer reservatorios
microbianos no ambiente de salde. Em contraste com outros agentes patogénicos, P.
aeruginosa prospera no ambiente ao longo de uma ampla gama de temperaturas e sao muito
habeis em explorar circunstancias relativamente pobres em nutrientes. A sua capsula
polissacaridica lhe permite aderir superficies e sob condi¢des favordveis as células
multiplicam-se rapidamente sobre as superficies em contato com sistemas de fornecimento de
agua para formar um biofilme. Embora a maioria das bactérias permaneca retida no interior
do biofilme, algumas irdo se tornar livres a flutuacdo na agua (plancténicas) especialmente
quando a agua fica estatica por periodos prolongados (LOVEDAY et al., 2013).

No Brasil, P. aeruginosa é uma importante causa de infec¢des, sendo considerada a
primeira causa de pneumonia em ambiente hospitalar e a terceira causa de infeccdes primarias
na corrente sanguinea em UTIs (JACOME et al., 2012), apresentando altas taxas de
morbidade e mortalidade ( PICOLI, 2008; DJORDJEVIC et al., 2013; HATTEMER et al.,
2013), no qual alguns estudos (JACOME et al., 2012) tém associado sua presenca a uma

disseminacéo clonal da espécie (NEVES et al., 2011).

2.2 Antibioticoterapia para infecgdes por P. aeruginosa
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Antimicrobianos sdo compostos naturais ou sintéticos capazes de inibir o crescimento
ou causar a morte de fungos ou bactérias. Podem ser classificados como bactericidas, quando
causam a morte da bactéria, ou bacteriostaticos, quando promovem a inibi¢cdo do crescimento
microbiano (GUIMARAES, DENISE OLIVEIRA MOMESSO, LUCIANO DA SILVA
PUPO, 2010).

O grupo de antibioticos B-lactdmicos é formado pelas penicilinas, cefalosporinas,
cefamicinas, carbapenémicos, nocardinas e monobactamicos. S&do geralmente obtidos a partir
de culturas de microorganismos como fungos e bactérias, sendo produtos naturais que
sofreram manipulages quimicas, dando origem a um grande nimero de derivados semi-
sintéticos. Ha mais de 50 anos, os -lactamicos tem demonstrado sua eficiéncia terapéutica e
sua baixa toxicidade. Inicialmente eram mais ativos contra as bactérias gram-positivas, esses
antibidticos tiveram seus espectros antibacterianos ampliados, originando novos antibidticos,
permitindo o combate também de bactérias gram-negativas. Alguns destes antibidticos se
mostram resistentes as B-lactamases. Os carbapenémicos ainda apresentam uma ampla e
potente atividade antibacteriana (PENILDON, 2010).

Os B-lactamicos formam o grupo de antibiéticos que agem sobre as proteinas ligadoras
de penicilinas (PBPs), que s&o uma classe de enzimas que catalisam as ultimas fases da
biossintese do peptideoglicano dentro do espago periplasméatico e sdo essenciais para 0
crescimento e divisdo das células bacterianas ( LEGAREE; ADAMS; CLARKE, 2007
GUIMARAES, DENISE OLIVEIRA MOMESSO, LUCIANO DA SILVA PUPO, 2010).
Assim, atuam diretamente na membrana celular de bactérias gram-positivas e membranas
plasmaéticas das bactérias gram-negativas. O antibidtico B-lactdmico penicilina, tem um efeito
letal em bactérias ( ZEBA, 2005; KONEMAN et al., 2008) devido a ligacdo as PBPs,
fazendo-se passar pelo proximo elemento a ser adicionado a cadeia de glicopepitideo em
formacdo. Uma vez inserida, a molécula de penicilina impede o alongamento posterior da
cadeia glicopeptidica. Os diferentes membros desse grupo apresentam afinidades distintas
para as diversas PBPs, podendo ligar-se a mais de uma dessas proteinas (KONEMAN et al.,
2008). Os danos causados por B-lactamicos as bactérias particularmente no estado de
crescimento vém da sua capacidade para se ligar e inativar transpeptidases. Este processo de
inativacdo de enzimas do cross-linking interrompe a constituicdo fisiologica normal do
peptidoglicano da parede celular e induz a lise e a morte celular (ZEBA, 2005).

Os carbapenémicos sdo comumente considerados como antibioticos de altimo recurso
e assumem um grande papel no tratamento de graves infeccbes causadas por bactérias
multidroga-resistentes (BREILH et al.,, 2013; VOULGARI et al., 2013) incluindo P.
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aeruginosa (LINDEN P., 2007). Ao longo da ultima década, o aparecimento de isolados
resistentes aos carbapenémicos é um fator de grande importancia por reduzir as opcdes
terapéuticas atuais, portanto, deixando poucos ou, em alguns casos, nenhuma opgéo
terapéutica ideal para combater esses microorganismos (VOULGARI et al., 2013).

Os carbapenémicos sd3o uma classe de antibioticos B-lactdmicos que substituem um
atomo de carbono por um de enxofre e acrescentam uma ligacdo dupla ao nucleo de
penicilina. Inibem a sintese da parede celular e possuem um espectro de atividade
especialmente amplo (TORTORA, 2005). Os carbapenémicos, antibioticos B-lactamicos de
amplo espectro, foram introduzidos em 1985 e durante anos tem sido o agente mais
importante para o tratamento de infec¢cBes causadas por bactérias multidroga-resistentes
(ZARRILLI et al., 2009).

Carbapenémicos antipseudomonas tém desempenhado um Util papel na terapia de
infecgBes por essa espécie bacteriana nos ultimos 20 anos. No entanto, a dose ideal de
carbapenémicos pode ser perdida devido a concepcdes erréneas do risco/beneficio, por uma
janela terapéutica estreita a patdgenos resistentes que requerem doses mais elevadas, e
também as questdes de custos. Para melhorar a sua utilizacdo, varias iniciativas devem ser
consideradas: aumentar a conscientizagdo sobre o tratamento adequado em todos os
departamentos do hospital, determinar os regimes ideais de dosagem, o uso de, ou em
combinagdo com um agente antimicrobiano alternativo de farmacocinética e farmacodinamica
mais favoravel e administrar carbapenémicos mais recentes com menor propensao para o
desenvolvimento de resisténcia (BREILH et al., 2013).

Imipenem, meropenem e ertapenem sdo os carbapenémicos disponiveis atualmente na
prética clinica nos EUA, Europa e Brasil. Apresentam amplo espectro de agdo para uso em
infeccdes sistémicas e sdo estaveis a maioria das B—lactamases. (ANVISA, 2015).

Meropenem é um antibacteriano carbapenémico parenteral com excelente atividade
antimicrobiana contra uma ampla gama de bactérias Gram-negativas, bactérias gram-positivos
e anaerdbicos (LINDEN P., 2007). Apesar de que em relagdo a atividade antimicrobiana deste
carbapenémico, o meropenem € mais ativo contra bactérias gram-negativas, ao passo que o
imipenem apresenta atividade um pouco superior contra gram-positivos. O ertapenem néo tem
atividade contra P. aeruginosa e Acinetobacter baumannii (ANVISA, 2015). Os resultados do
Mystic (Meropenem anual Suscetibilidade Teste Coleta de Informagdes) programa, um estudo
de resisténcia global em curso envolvendo 120 centros de denlncia em 32 paises, indicam que

meropenem continua a exibir sustentavel poténcia e um amplo espectro de atividade contra
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cepas bacterianas resistentes a antibacterianos, incluindo Enterobacteriaceae, P. aeruginosa e
Acinetobacter spp (LINDEN P., 2007).

As polimixinas sdo antimicrobianos polipeptideos com mecanismo de
acao distinto dos demais antimicrobianos utilizados atualmente. Dessa forma, a possibilidade
de resisténcia cruzada com outros antimicrobianos é muito remota, permitindo que as
polimixinas sejam ativas contra muitas espécies de bactérias MDR. Ha duas polimixinas
disponiveis comercialmente, colistina (polimixina E) e polimixina B (ANVISA, 2015).

Dadas as limitacbes de opcOes terapéuticas, os médicos voltaram ao uso das
polimixinas para a maioria das infeccdes por bactérias resistentes apesar de sua toxicidade. A
colistina age destruindo a membrana celular bacteriana, aumentando assim a permeabilidade,
levando a morte celular. A colistina € um antibiotico bactericida contra espécies gram
negativas com efeito dependente da concentracdo. Existem relatos sobre resisténcia as
polimixinas, possivelmente como um resultado das alteragdes da membrana externa ou
mecanismos de bombas de efluxo. Estudos relatam a cura ou melhora pela colistina numa
taxa de 57-77% de pacientes em estado grave com infec¢des por bactérias MDR, incluindo
pneumonia, bacteremia, septicemia, infeccdo intra-abdominal, e infeccdo do sistema nervoso
central (MARAGAKIS; PERL, 2008).

A colistina e outras polimixinas sdo peptideos cationicas ciclicos produzidos pela
bactéria Bacillus polymyxa. Trés mecanismos que conferem resisténcia a colistina sdo
conhecidos: (1) modificacdo especifica do lipideo A, um componente da membrana externa,
resultando na reducdo da carga negativa da membrana externa; (2) clivagem proteolitica das
drogas; e (3) ativacdo de uma bomba de efluxo de amplo espectro. (ADAMS et al., 2009).

As polimixinas sdo ativas contra uma grande variedade de bacilos gram-negativos
fermentadores e ndo-fermentadores incluindo P. aeruginosa e Acinetobacter spp. e também
muitas espécies de enterobactérias, como Escherichia coli e Klebsiella spp. Desta forma, as
polimixinas tém sido utilizadas na préatica clinica no tratamento de infec¢bes graves por
bacilos gram-negativos MDRcomo P.aeruginosae A.baumannii, principalmente, no
tratamento de pneumonias associadas a assisténcia a saude, infeccdes da corrente sanguinea
relacionadas a cateteres, nas infeccGes do sitio cirdrgico e infecgBes do trato urinario.
Entretanto, o pouco conhecimento sobre suas propriedades farmacoldgicas e eficécia clinica
limitam sua utilizacdo (ANVISA, 2015).

2.3 Resisténcia de P. aeruginosa a antimicrobianos
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A resisténcia apresentada por diferentes espécies bacterianas aos antimicrobianos
tornou-se um problema de salde publica e de grande preocupacdo em todos os campos da
saude (NERI, 2010). A importancia clinica da infeccdo por P. aeruginosa caracteriza-se pela
expressao de mdaltipla resisténcia aos antibacterianos associada a uma dificil erradicacdo da
doenca, consequentemente com elevados indices de morbidade e mortalidade. Esse
microrganismo pode apresentar resisténcia natural ou adquirida a grande numero de
antibidticos utilizados na pratica clinica (NEVES et al., 2011).

P. aeruginosa abriga varios mecanismos de resisténcia, 0 que proporciona isolados
MDR (resistente a trés ou mais classes de agentes anti-Pseudomonas), ou isolados pan-
resistentes (resisténcia a todos os antibiéticos utilizados clinicamente) (JACOME et al.,
2012). A perda de sensibilidade aos antimicrobianos pode ser decorrente da: a) perda de
porinas; b) presenca de proteinas de ligacdo as penicilinas (PBP) com baixa afinidade por
carbapenémicos; c) super expressdo de bombas de efluxo; d) hidrolise enziméatica. Entre 0s
mecanismos responsaveis pela resisténcia aos carbapenémicos, a impermeabilidade da
membrana, devido a perda de porinas ou a super expressdo das bombas de efluxo, conferem
uma resisténcia adicional a varias classes de antibioticos, como resultado de um efeito cascata
gerado por multiplos mecanismos de resisténcia inter-relacionados (NEVES et al., 2011).

Infelizmente para quimioterapia e para o tratamento clinico, 3-lactamases podem ser
consideradas como absolutas armas moleculares bacterianas. Estas enzimas provavelmente ja
existiam antes da descoberta dos antibidticos B—lactdmicos, e podem desempenhar outros
papéis em bactérias. Sobre a origem destas enzimas, hoje é aceita de que as -lactamases séo
o0 resultado da conversdo de PBPs por transformacdo genética. Isto significa que ambos os
tipos de proteinas tém uma ancestral comum. B-lactamases foram descritas pela primeira vez,
como uma enzima capaz de destruir a penicilina por Abraham et al. em 1940 (ZEBA, 2005).

As B-lactamases estdo entre os mais heterogéneos grupos de enzimas de resisténcia.
Mais de 700 distintas P-lactamases j& foram descritas. Estas proteinas sdo globulares
compostas por alfa e beta hélices pregueada em forma de folhas. Apesar de uma quantidade
significativa de variabilidade de sequéncias de amino&cidos, as B-lactamases possuem partes
comum de uma topologia global (PEREZ et al., 2007).

Um esquema de classificagdo para B-lactamases com base funcional das caracteristicas
foi apresentado por BUSH; JACOBY; MEDEIROS, em 1995. Trés grandes grupos de
enzimas sdo definidos pelo seu substrato e perfis inibitérios: grupo 1 cefalosporinases que nao

sao bem inibidas pelo 4cido clavulanico; grupo 2 penicilinases, cefalosporinases e -
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lactamases de amplo espectro, que sdo geralmente inibidos por B-lactamases dirigida ao sitio
ativo; e o grupo 3 incluindo as metallo-p-lactamases que hidrolisam as penicilinas,
cefalosporinas e carbapenémicos e que sao inibidas pelo acido clavulanico (BUSH; JACOBY;
MEDEIROS, 1995).

J& em outro estudo de Bush et al. realizado em 2010, essa classificagdo das [-
lactamases tem sido tradicionalmente baseada nas caracteristicas funcionais das enzimas ou
na sua estrutura primaria. A classificacdo mais simples é feita pela sequéncia de proteina, em
que as B-lactamases séo classificados em quatro classes moleculares: A, B, C, e D, com base
na conservacdo e distincdo de aminoécidos. Classes A, C, e D incluem enzimas que
hidrolisam os seus substratos por formacao de uma enzima acil através de uma serina no sitio
ativo, enquanto classe B das B-lactamases sdo metalo-enzimas que utilizam pelo menos um
ion zinco no sitio ativo para facilitar a hidrolise do B-lactdmico. Embora uma abordagem
estrutural seja a maneira mais facil e menos polémica de se classificar um conjunto téo
diverso de enzimas, a classificacdo funcional proporciona a oportunidade de relacionar estas
enzimas variadas para seu papel clinico, isto €, fornecendo resisténcia seletiva para as
diferentes classes de B-lactamicos (BUSH; JACOBY, 2010).

Juntamente com outros bacilos gram-negativos, P. aeruginosa tem apresentado
aumento no perfil de resisténcia as cefalosporinas de espectro ampliado de uso hospitalar,
ocasionando uso de antimicrobianos [-lactimicos de maior potencia, como 0s
carbapenémicos (PICOLI, 2008). Sendo o desenvolvimento de resisténcia aos antibidticos f3-
lactdmicos em isolados clinicos de P. aeruginosa um problema comum no tratamento de
infeccbes pulmonares cronicas em pacientes com fibrose cistica (HENGZHUANG et al.,
2013).

A capacidade de P. aeruginosa em causar doenca é reforcada por uma resisténcia tanto
inata quanto adquirida a muitos antimicrobianos e desinfetantes, a um alto grau de fatores de
viruléncia e a uma capacidade de se adaptar a uma ampla gama de ambientes (HATTEMER
et al., 2013) associada a uma dificil erradicacdo da doenca, e consequentemente com elevados
indices de morbidade e mortalidade (NEVES et al., 2011). Estes mecanismos de resisténcia a
torna capaz de destruir ou driblar diferentes tipos de antibidticos, inclusive os antibidticos
utilizados na pratica clinica, como os PB-lactdmicos que sdo a classe de antibidticos
comumente prescritos para o tratamento de infecgdes bacterianas (GAYATHRI; ERAMMA,;
DEVARAJA, 2012), para isso esta espécie bacteriana utiliza mecanismos de resisténcia como
a producédo B-lactamases (enzimas que degradam os antimicrobianos), a perda de porinas

(perda de proteinas que formam uma canal na mebrana externa da bactéria, que permite a
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entrada de antimicrobianos na célula bacteriana) e a super expressdo de bombas de efluxo
(bombeamento ativo de antimicrobianos do meio intracelular para o extracelular) (NEVES et
al., 2011; GAYATHRI; ERAMMA; DEVARAJA, 2012; JACOME et al., 2012; ANVISA,
2015).

Resisténcia a carbapenémicos nas familias Enterobacteriacecae e néo
Enterobacteriaceae, principalmete em P. aeruginosa (ANVISA, 2015), tem sido atribuida a
aquisicdo de genes especificos responsaveis pela producdo de enzimas que hidrolisam
carbapenémicos; diminuicdo da absorcdo de antibidticos, devido a defeitos na permeabilidade
da membrana externa em fungdo da coexisténcia da hiper producdo de AmpC B-lactamase, ou
expressdo de ESBL e bombas de efluxo. Enzimas que hidrolisam carbapenémicos foram
agrupados de acordo com a classificacdo de Ambler, que se baseia na sequéncia e homologia
estrutural. Atualmente, as espécies de Enterobacteriaceae e ndo Enterobacteriaceae foram
ligadas a enzimas da classe A dos tipos KPC, SME, IMI, NMC e GES, e Carbapenemases
classe B da IMP, VIM, NDM, GIM, SPM e categorias SIM e oxacillinases, como 0 OXA-48
e suas variantes (PICAO et al., 2008; VOULGARI et al., 2013).

As MBLs demonstraram disseminacdo mundial. Enzimas dos tipos VIM e IMP tém
sido relatadas como endémica no sul da Europa e na regido asiatica do Pacifico (VOULGARI
et al.,, 2013). A Carbapenemase do tipo KPC foi identificada inicialmente nos EUA em
isolados de Klebsiella pneumoniae, tendo apresentado uma gradual expansdo global
provavelmente devido a sua localizagdo em elementos genéticos moveis como, plasmideos,
transposons e/ou integrons (VOULGARI et al., 2013). Enzimas KPC estdo entre os f-
lactamases mais comuns mediando resisténcia aos carbapenémicos entre os isolados de
Enterobacteriaceae. Enzimas KPC sdo B-lactamases de classe A que além de carbapenémicos,
também conferem resisténcia a cefalosporinas de espectro estendido (TENOVER et al, 2006).

A membrana externa das bactérias Gram-negativas, assim como outras membranas
bioldgicas, é fundamentalmente formada por uma bicamada lipidica, que apresenta pouca
permeabilidade a solutos hidroliticos, como os nutrientes. A penetracdo e a expulsdo de
compostos ocorrem por meio de canais proteicos de difusdo inespecificos, denominados
porinas de membrana externa (OMP), que sao proteinas capazes de formar canais constituidos
de agua em seu interior, 0 que permite a difusao passiva de solutos hidrofilicos atraves da
membrana externa. Esses canais de difusdo foram detectados em todas as espécies de
bactérias Gram-negativas. As OMP das bacterias Gram-negativas tém sido classificadas e
caracterizadas segundo sua atividade, estrutura funcional, regulagéo e expressdo (NEVES,
2011).
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Em P. aeruginosa, diferentes porinas podem ser encontradas em sua membrana externa,
cada qual com sua fungdo, como OprC, OprD, OprE e OprF. Entre elas, a OprF e a mais
abundante e, provavelmente, a mais utilizada para difusao da maioria dos betalactamicos no
interior da bacteria. OprC e OprE sao canais inespecificos, utilizados por alguns
antimicrobianos. A presenca de OprD, também denominada porina D2, tem sido amplamente
investigada, uma vez que a ausencia ou mesmo a expressao reduzida do gene oprD,
codificador dessa porina, tem contribuido para a resisténcia aos carbapenemicos,
especialmente ao imipenem (NEVES, 2011)..

Além das porinas, sdo partes constituintes das membranas bacterianas, outros canais de
difuséo constituidos por proteinas triméricas, chamadas bombas de efluxo. A bomba de efluxo
€ 0 mecanismo desenvolvido pela bactéria para expelir compostos toxicos de seu interior,
incluindo-se os agentes antibacterianos. Alteracdes nestes canais poderdo dificultar a entrada
de antibioticos. Ambos os sistemas podem atuar em conjunto, fato muito comum em amostras
de P. aeruginosa, potencializando suas agfes, tornando a bactéria com resisténcia plena a
alguns antibioticos (FERREIRA; LALA, 2010; NEVES, 2011).

A principal funcdo das bombas de efluxo presentes em P. aeruginosa é exportar
substancias toxicas ou metabolitos secundarios, assim como a excre¢do de moléculas
sinalizadoras que governam a comunicagdo celular. Os antibidticos estdo entre esses
compostos toxicos e a extrusdo dos mesmos compromete a eficacia terapéutica. Muitos genes
codificadores de bombas de efluxo para maultiplos antimicrobianos sdo expressos
constitutivamente, conferindo resisténcia intrinseca aos mesmos (FERREIRA; LALA, 2010;
NEVES et al., 2011).

Os sistemas de efluxo de P. aeruginosa pertencem a familia resistance-nodulation-
cell division (RND). Esses sistemas tém como base a abertura de um canal que atravessa as
membranas interna e externa da bactéria, permitindo a remocao de moléculas para o exterior
celular. O genoma de P. aeruginosa contém genes que codificam sistemas de efluxo da
familia RND denominados multidrug efflux pump (mex), dos quais dez ja foram
caracterizados: MexAB-OprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN, MexXYOprM, MexGHlI,
OpmD, MexVW-OprM, MexPQOpmE, MexMN-OprM e TriABC-OpmH. Esses sistemas sdo
denominados multidrug-resistance (MDR), pois sdo capazes de conferir resisténcia a um
amplo espectro de quimioterdpicos. Entre as bombas de efluxo caracterizadas em P.
aeruginosa, a expressdo de quatro sistemas (MexABOprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN e
MexXY-OprM) foi relatada entre isolados clinicos e relacionados com a resisténcia a
multiplos antibidticos (NEVES et al., 2011).
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As bombas de efluxo de bacterias Gram-negativas constituem um sistema tripartite de
proteinas de transporte que se localizam ao longo da membrana interna (proteina constituida
por uma bomba de transporte ativo, dependente de energia — mexB, mexD, mexF ou mexY),
periplasma (proteina transmembrana que une 0s outros dois componentes — mexA, mexC,
mexE ou mexX) e membrana externa (proteina formadora de canal extrusor, também

denominada porina — oprJ, oprM ou oprN) (figura 1) (NEVES et al., 2011).

Figura 1: Modelos estruturais e funcionais das bombas de efluxo de P. aeruginosa.
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Nota: Modelos estruturais e funcionais das bombas de efluxo de P. aeruginosa, indicando a localizacao das
proteinas constituintes da bomba e acdo preferencial a determinados tipos de substratos. FQ: fluoroquinolona;
BL.: betalactamico; TC: tetraciclina; CF: cefalosporina; CP: carbapenemico; AG: aminoglicosideo.

Entre os substratos preferenciais das bombas de efluxo presentes em isolados clinicos
de P. aeruginosa, os carbapenémicos estdo presentes nos sistemas MexAB-OprM e MexEF-
OprN. MexAB-OprM foi a primeira bomba de efluxo da familia RND caracterizada em P.
aeruginosa. Esse sistema compromete a acao de varios antibacterianos, inclusive meropenem,
mas ndo inclui o imipenem devido as diferencas em sua estrutura molecular. A expressao
desse sistema é regulada pela insercdo da proteina mexR na regido entre 0s genes mexR e
mexA (regido promotora), atuando, assim, como repressora (figura 2). MexEF-OprN esta
relacionado com resisténcia ao imipenem, pois sua expressdo € dependente da presenca da
proteina mexT (codificada pelo gene mexT), que atua como ativadora pdés-transcricional
(NEVES et al., 2011).



27

Figura 2: Contexto genético de genes codificadores de proteinas constituintes dos sistemas de efluxo MexAB-
OprM e MexEF-OprN em P. aeruginosa.
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Fonte: NEVES et al., 2011

Nota: Cada operon contem os genes que codificam os componentes dos sistemas de efluxo: regulador
transcricional (preto) e proteinas de membrana interna (cinza claro), periplasmatica (cinza escuro) e de
membrana externa (branco). Ambos os sistemas sao responsaveis por fenotipos carbapenem-resistentes na
especie estudada.

As bombas de efluxo sdo codificadas por elementos genéticos localizados em
cromossomos como a MexAB-OprM e em algumas espécies elas tém sido detectadas em
elementos genéticos moveis como a MexEF-OprN, o que pode facilitar a propagacdo dos
genes de efluxo, contribuindo para a resisténcia intrinseca e adquirida, permitindo a bactéria
sobreviver em ambientes hostis, como, por exemplo, na presenca de antibidticos e
desinfetantes. A organizacdo genética das bombas de efluxo da familia RND em P.
aeruginosa é governada por operons. Cada operon contem 0s genes que codificam os
componentes dos sistemas de efluxo (proteinas de membrana interna, periplasmatica e de
membrana externa). O aumento da expressdo das bombas de efluxo, ou superexpressdo, pode
ser mediado por mutagdes (em um gene regulador proximal [mexR, mexT] ou na regido
promotora do gene transportador [mexB, mexF]) ou por elementos de insercao localizados na
regido anterior ao gene transportador (NEVES. et al., 2011, PONSUCK et al, 2014).

2.4 Tipagem molecular

Um método de tipagem ¢ definido como qualquer método utilizado para diferenciacdo
de isolados bacterianos pertencente a mesma espécie. A esséncia da utilizacdo de métodos de
tipagem € ser capaz de comparar os isolados quanto sua semelhanca genética afim de alocar as
cepas em grupos que apresentem alta similaridade. Métodos de tipagem devem cumprir trés
critérios principais, devendo apresentar elevado poder discriminatorio entre os isolados nédo
relacionados, alta reprodutibilidade e tipabilidade (OLSEN et al. 2011).

Investigagbes de IrAS geralmente exigem a tipagem dos isolados bacterianos
envolvidos para identificacdo das cepas relacionadas com o surto e distin¢do de epidemias de

isolados endémicos ou esporadicos. Dados de tipagem de cepas, particularmente aqueles que
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sdo gerados pela utilizacdo de métodos moleculares mais recentes, tém sido Uteis para a
investigacdo de surtos causados por diversos patdgenos bacterianos, incluindo Staphylococcus
aereus meticilina resistente (MRSA), enterococcus vancomicina resistente (VRE), P.
aeruginosa e Klebsiella pneumoniae. As abordagens moleculares, que incluem a eletroforese
em gel de campo pulsatil (PFGE), reagdo em cadeia da polimerase com primers arbitrarios
(PCR-AP), Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus (ERIC-PCR) e plasmid fingerprint
(PF), ttm vérias vantagens sobre os métodos de tipagem tradicional, incluindo o maior poder
discriminatorio, maior aplicabilidade para uma variedade de espécies bacterianas, e em alguns
casos velocidade de execucdo da técnica. Embora muitos desses métodos mais recentes sejam
utilizados em laboratorios clinicos e de referéncia em todo o mundo, muitas vezes ha
discordancia sobre como interpretar os resultados. Na maioria dos casos, o foco da discussao
refere-se ao grau de variabilidade nos resultados dos testes. (TENOVER; ARBEIT; GOERING,
1997; SILBERT et al. 2014).

2.5 Imunoglobulina G (IgG) como adjuvante no tratamento de infeccdes bacterianas

Os anticorpos ou imunoglobulinas sdo proteinas circulantes produzidas pelos
vertebrados em resposta a exposicdo a estruturas ndo préprias conhecidas como antigenos.
Sao incrivelmente diversos e especificos em sua capacidade de reconhecimento de estruturas
moleculares ndo proprias, sendo mediadores primarios da imunidade humoral contra todas as
classes de micro-organismos (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2012).

A IgG, um is6tipo de imunoglobulina apresenta as seguintes fungdes: opsonizacao,
ativacdo do sistema complemento, citotoxidade mediada por células dependente de anticorpo,
imunidade neonatal e auto-inibicdo do linfocito B (ABBAS ; LICHTMAN; PILLAI, 2012).

Tradicionalmente, Imunoglobulina Intravenosa humana (IVIG) tem sido utilizada
como terapia de reposicdo para pacientes com deficiéncias de imunoglobulinas primérias ou
secundarias. Cada vez mais, IVIG estar sendo utilizada (em doses mais elevadas do que para a
terapia de reposicdo) em certas doencas infecciosas bacterianas ou virais (FERRARA;
ZUMLA; MAEURER, 2012). Uma variedade de modos de ac&o tem sido atribuida aos efeitos
benéficos da IVIG, incluindo sua interagcdo com a funcéo das células T, células apresentadoras
de antigenos, além de maturacédo das células de apresentacdo com efeito geral sobre as reacGes
inflamatdrias. Mais freglientemente, IVIG esta sendo avaliado em ensaios clinicos para o
tratamento de infeccGes cronicas refratérias e dificeis de tratar. A evidéncia, dos mecanismos

moleculares, e as razdes para o0 uso da terapia adjunta com IVIG em doencas infecciosas séo
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revisadas, e seu uso potencial no tratamento adjunto da tuberculose resistente a
medicamentos, dificil de tratar é discutido (FERRARA; ZUMLA; MAEURER, 2012).

No Japdo e em outros paises, o0 tratamento com IgG do soro humano e antibioticos
para graves infeccdes por diferentes espécies bacterianas tem revelado resultados bem
sucedidos, 0 que motiva a realizagdo de estudos quanto a atividade in vitro da IgG humana
frente a isolados de diferentes espécies bacterianas, incluindo P. aeruginosa. TANAKA et al.,
em 2010 realizaram estudo utilizando uma cepa de P. aeruginosa resistente a
carbapenémicos, isolada a partir de paciente internado no Hospital Universitario em Tdquio,
Japdo. Apos 2 h de incubagdo com o carbapenémico meropenem, a contagem de bactérias em
crescimento diminuiu na mesma proporc¢do que a submisséo do isolado ao soro humano ap6s
30 min. Também foram observadas nas células bacterianas, alteracbes morfolégicas como a
formacdo de células bacterianas redondas, esferoplastos e protuberancias tipicamente
observadas durante bacteridlise quando submetido ao carbapenémico meropenem. As células
que ndo estavam em fase de crescimento logaritmico ndo apresentaram essas alteracbes
morfologicas. Em contraste, no tratamento com soro, ocorreu a coagulacdo das células
bacterianas ap6s 1 minuto em ambas as fases, as células sofreram lise entre 10 e 30 minutos
induzida pelo anticorpo do soro. Adicionalmente, quando P. aeruginosa foi incubado em soro
depletado de IgG, a lise bacteriana e a deposicao deste anticorpo ndo foram observadas.

FARAG et al. em 2013 investigaram o efeito in vitro da IVIG na capacidade dos
neutréfilos humanos em fagocitar e matar isolados de Staphylococcus aureus meticilina
resistente (MRSA), utilizando o ensaio de MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5 diphenyl
tetrazolium bromide) e determinando a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e
oxido nitrico (NO). Também avaliaram a eficiéncia da IVIG na neutralizacdo da o -
hemolisina e coagulase dos MRSA e a capacidade de IVIG no tratamento e prevencdo de
infeccbes por isolados MRSA utilizando modelo murino de peritonite. Os resultados
demonstraram que a IVIG aumentou significativamente a morte de MRSA por neutrofilos em
todas as concentracdes testadas (0,1-5 mg/mL) por 30-80% dos valores do controle. Foi
aumentado significativamente o nivel de producdo de NO de maneira dependente da dose
testada de IVIG. O nivel de ROS também aumentou significativamente na presenca de 1VIG.
Além disso, IVIG reduziu significativamente em 10 vezes a atividade hemolitica de MRSA e
a sua capacidade de coagulacdo por 50%. Quando testado in vivo, 0s grupos que receberam
IVIG por infusdo na veia da cauda ndo mostrou melhoria significativa na sua sobrevivéncia,
enquanto que os que receberam o IVIG no mesmo local da infecgdo apresentaram uma

melhoria da sobrevivéncia.
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O estudo realizado por LAUPLAND, em 2002 analisou a ldgica e evidéncias para o
uso de IVIG para a profilaxia e tratamento de infeccdo em pacientes adultos em estado critico,
em cinco estudos dos tipos: prospectivo, randomizado e ensaios clinicos controlado com
placebo. Estes estudos demonstraram taxas de incidéncia mais baixa de infeccdo com o
tratamento profilatico com a IVIG, especialmente os casos de pneumonia pés-cirurgica entre
pacientes criticamente doentes. Porém, esses estudos ndo tém mostrado diminuicdo
significativa da mortalidade devido a terapia IVIG e tiveram reduc®es variaveis no uso de
antimicrobianos e no tempo de internacdo em UTI. Este estudo conclui que o tratamento com
IVIG como adjuvante é promissor, mas é ainda conflitante. Ainda assim estes estudos ndo
analisam, no entanto, as alteragdes induzidas pela submisséo de isolados de P. aeruginosa a
outros B-lactamicos em associacdo a IgG humana.

SALCEDO et al. em 1997 examinaram se o tratamento com IVIG pode ser eficaz em
pacientes com colite pseudomembranosa grave que ndo respondem a terapia antimicrobiana
padrdo. Neste estudo, os dois pacientes responderam rapidamente demonstrando resolucdo da
diarréia, do desconforto abdominal e da distensdo. Todas as preparacGes de imunoglobulinas
testadas continham 1gG contra toxinas A e B do Clostridium difficile, verificada por meio de
ELISA que neutralizou a atividade citotoxica de toxinas do C. difficile in vitro em
concentracdes de 1gG de 0,4-1,6 mg/ml. Pode-se concluir que a imunoterapia passiva com
IVIG pode ser uma util adicdo para a terapia antibiética para colite pseudomembranosa grave
e que a antitoxina IgG esta presente em preparados de imunoglobulina padrdo, com atividade
neutralizante evidente em concentragdes de IgG facilmente conseguidas no soro por
administracdo de IVIG.

SAITO et al., em 2011 também examinaram a eficicia da IVIG em C.difficile toxin
(CDT) - medida pela letalidade e leséo celular em camundongos. Todos os ratos do grupo
controle morreram dois dias apos a injecdo do preparado de CDT. Os efeitos maximos de
IVIG (100 % de sobrevivéncia) foram observados quando os ratos foram tratados com IVIG
ao mesmo tempo em que a inje¢do de CDT. Os efeitos IVIG estavam intimamente associados
com a melhora da permeabilidade vascular intestinal e danos na mucosa do intestino. Além
disso, a reducdo de um marcador de apoptose (fragmentos de DNA associada a histona) foi
demonstrada em ratos tratados com IVIG. Demonstrando que IVIG pode ser protetora contra
letalidade do CDT, quando administrada no momento adequado. Os presentes dados sugerem

também um aumento da permeabilidade intestinal.



31

3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Analise da acdo do meropenem e Polimixina E com a IgG humana frente isolados de

Pseudomonas aeruginosa provenientes de infecgdes relacionadas a Assisténcia a Salde.

3.2 Especificos

Em isolados de P. aeruginosa provenientes de IrAS de hospitais publicos do Recife:

e Determinar a relacgdo clonal;

e Detectar a presenca e dos genes de resisténcia blakpc blactx, blaspm blayiv, € blajme;

e Detectar a presenca dos genes que compdem e regulam os sistemas de bombas de
efluxo MexAB-OprM (mexA, mexB e mexR) e MexEF-OprN (mexE, mexF);

e Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) dos isolados bacterianos
selecionados aos antibidticos meropenem e polimina E;

e Determinar o tempo de morte dos isolados bacterianos selecionados aos antibidticos
meropenem e polimina E;

e Determinar a taxa de fagocitose e a producdo de oxido nitrico por monécitos humanos
desafiados com isolados de P. aeruginosa submetidos aos antibidticos meropenem ou

polimixina E e/ou imunoglobulina G.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Desenho do estudo

Este estudo apresenta um desenho do tipo experimental. Este € o tipo de estudo mais
adequado para detectar a presencga dos genes de resisténcia e genes que compdem bombas de
efluxo MexAB-OprM e MexEF-OprM em isolados de P. aeruginosa, assim como para avaliar
a taxa de fagocitose das células bacterianas e a producdo de oxido nitrico por mondcitos
humanos quando desafiados in vitro com isolados bacterianos previamente submetidos a IgG

humana, em associacdo ou ndo aos antibioticos polimixina E e meropenem.

4.2 Local do estudo

Este estudo foi desenvolvido no Laboratério de Biologia Celular e Molecular do
Departamento de Parasitologia assim como no Nucleo de plataformas Tecnoldgicas | (NPT 1)
do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhaes - CPgAM/FIOCRUZ e também no laboratério de
Microscopia Eletronica do Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA/UFPE), os
quais apresentam estrutura e equipamentos necessarios para o cumprimento dos objetivos

referentes ao projeto.

4.3 Populagéo alvo

Isolados bacterianos da espécie P. aeruginosa proveniente de IrAS de dois hospitais

publicos de Recife-PE, fornecidos pelos laboratérios dos respectivos hospitais.

4.4 Considerac0es éticas

Os procedimentos descritos para a utilizacdo experimental dos referidos isolados
bacterianos de P. aeruginosa n&o necessitam serem encaminhados & Comisséo de Etica em
Pesquisa envolvendo seres humanos do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal
de Pernambuco (CEP/CCS/UFPE), ja que os isolados bacterianos se tratam de amostras
secundarias cedidas por laboratorios e ndo dispomos de nenhum contato ou dados de

pacientes. Os monocitos humanos utilizados neste estudo foram gentilmente cedidos pela Dra.



33

Célia Maria Machado Barbosa de Castro do Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami —
UFPE.

4.5 Isolados bacterianos

Para a realizacdo deste estudo foram utilizados 32 isolados bacterianos da espécie P.
aeruginosa provenientes de pacientes com IrAS, obtidos de dois hospitais publicos da regido
metropolitana do Recife - PE, nos anos de 2012 e 2014. Todos os isolados bacterianos foram
identificados quanto a espeécie e perfil de susceptibilidade fenotipica no hospital de origem,

utilizando o sistema automatizado VITEK 2 (BioMérieux).

4.6 Extracdo de DNA

A extracdo de DNA total dos isolados bacterianos de P. aeruginosa foi realizada
utilizando o kit Wizard® Genomic DNA purification Kit (Promega), segundo instru¢bes do
fabricante. As amostras bacterianas foram crescidas em caldo BHI (Brain Heart Infusion) por
24 horas a 37°C e 1 ml da cultura foi utilizado para realizagdo da extracdo. O DNA total
extraido foi reidratado com 50 ul de solucéo de reidratacdo de DNA para armazenamento a -
20°C.

4.7 Quantificacdo de DNA

O DNA dos isolados de P. aeruginosa foi quantificado utilizando o equipamento
Nanodrop Thermo Scientific no Nucleo de Plataformas Tecnologicas - NPT do
CPgAM/FIOCRUZ.

4.8 Determinacdo da presencga dos genes de resisténcia blakpc . blactx, blayiv, € blayvp € dos

genes que compdem as bombas de efluxo MexAB-OprM e MexEF-OprN

A anélise da presenca dos genes para producgéo de B-lactamases blaxpc  blacTx blayvm,
e blayp € dos genes que compdem as bombas de efluxo MexAB-OprM (mexA, mexB e
mexR) e MexEF-OprM (mexE, mexF) nos 32 isolados de P. aeruginosa, foi realizada pela
técnica de PCR convencional, utilizando primers descritos anteriormente (tabelas 1 e 2). Foi

utilizado como controle das reagfes de PCR a deteccdo do gene ribossonal rpsL. As reagoes
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de amplificacdo foram realizadas utilizando um volume total de 25 pl por tubo,
compreendendo: 1pl de DNA gendmico a 20ng/ul, 1U da enzima Tag DNA polimerase
(Promega), 200 uM do desoxirribonucleotideo trifosfato (GeHealthcare), 1,5 mM de MgCls,
15 pmol dos primers, além de 2,5 ul de tampéo (10x).

As amplificacbes foram realizadas em termociclador (Biometra) utilizando a seguinte
ciclagem: 5 minutos a 96°C para desnaturacdo, seguido de 35 ciclos consistindo cada ciclo de
1 minuto a 96°C para desnaturacdo, 1 minuto a temperatura otimizada para anelamento e 1
minuto a 72°C para extensdo. Apds os 35 ciclos, serd realizada uma etapa de alongamento
final de 10 minutos a 72°C (BRADFORD et al., 2004). Em todas as rea¢6es de amplificacdo

foram utilizados controles positivos e negativos.

Para a visualizacdo dos resultados, os amplicons foram submetidos a eletroforese em
gel de agarose a 1,5%, corados com 1 pl de Blue green (LGC Biotecnology) e migrados com
tampdo TBE 0,5x em cuba de eletroforese horizontal por 50 minutos, sob as seguintes
condic¢des: 100V, 150mA, 400W. Os produtos da amplificacdo foram visualizados sob luz
ultravioleta em transiluminador (Transiluminator LOCCUS biotecnologia — L. PIX) e em

seguida fotodocumentados.

Tabela 1: Primers para detecgdo dos genes de resistécia blaxpc  blactx blayiv, € blajwe .

Temperatura
Produto de
Primers sequéncia de PCR Gene Referéncia
anelamento
(pb) 0)
KPC 1F 5’-GCTACACCTAGCTCCACCTTC-3’ 371 66 bla 2(('\)/|02L¢|’\CI;I|DT
KPCR 5-TATTTTTCCGAGATGGGTGAC-3’ KPe '
etal., 2001)
MA1 5’-SCSATGTGCAGYACCAGTAA-3’ 543 63 bla (SALADIN
MA2 5’-CCGCRATATGRTTGGTGGTG-3’ CTX etal., 2002)
VIM-DIA-F  5-CAGATTGCCGATGGTGTTTGG-3' 593 62 bla (DONG et
VIM-DIA-R 5-AGGTGGGCCATTCAGCCAGA-3' VM al., 2008)
IMP-DIA-F  5-GGAATAGAGTGGCTTAATTCTC-3' (DONG et
364 60 blaje

IMP-DIA-R  5-GTGATGCGTCYCCAAYTTCACT-3' al., 2008)
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Tabela 2: Primers para a detec¢do dos genes que comp8em as bombas de efluxo MexAB-OprM e MexEF-OprM e o gene
ribossonal rpsL.

Produto Tempggatura
Primers Sequéncia de PCR Gene Referéncia
anelamento
(pb) o
mgigé 5’-CGCGAGCTGGAGGGAAGAAACC-3’ 150 57 mexRr (glu “;&SS)“
5’-CGGGGCAAACAACTCGTCATGC-3’ g
mgiﬁé 5-CGACCAGGCCGTGAGCAAGCAGC-3’ 316 60 mexA (E;IU '\;&)35)“
5’-GGAGACCTTCGCCGCGTTGTCGC-3 g
mr:féfﬂ'\ﬁggfm 5-ACTTCTTCAGCTTCAAGGAC-3’ 155 54 mexs (;2?2'5’5')(
5’-GAGCATGAGGAACTTGTTG-3’ !
mgigg 5’-CCAGGACCAGCACGAACTTCTTGC-3’ 114 60 MeXE (glu “;&SS)“
5’-CGACAACGCCAAGGGCGAGTTCACC-3’ g
mg‘fégiggfm 5’-CATCGAGATCTCCAACCT-3’ 350 54 mexF (;2?';'51%
5’-GTTCTCCACCACCACGAT-3’ !
:p;':g 5-GCAAGCGCATGGTCGACAAGA-3’ 201 60 rpsL ([;U '\;&%et
P 5-CGCTGTGCTCTTGCAGGTTGTGA-3’ .
4.9 ERIC-PCR

A determinacdo da relacdo clonal dos 32 isolados bacterianos de P. aeruginosa foi
determinada pela técnica de ERIC-PCR (JACOME et al., 2012). As reacdes de amplificacéo
foram preparadas num volume total de 25 ul por tubo, que compreende: 100ng de DNA
gendmico, 200 um de cada desoxirribonucleétido trifosfato (Invitrogen), tampédo 10x, 1,5mM
de MgCl,, 1.0 U de DNA Taq polimerase (Invitrogen) e 20 pmol dos primers ERIC-1 (5'-
ATGTAAGCT CCTGGGGATTCAC-3) e ERIC-2 (5
AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3'). Seguindo os seguintes parametros de amplificacéo:
95 ° C durante 3 minutos, seguido por 40 ciclos de desnaturagdo a 92 ° C durante 1 minuto,
hibridacdo a 36 ° C durante 1 minuto e extensdo a 72 ° C durante 8 minutos, seguido por uma
extensdo final de 16 minutos a 72 ° C. A tipagem foi realizada apos eletroforese dos
amplicons em gel de agarose a 1,5% corados com Blue green (LGC Biotec) sob constante
tensdo de 100V. A andlise dos dados e dendrograma foram realizadas utilizando o software
Past 2.17.

4.10 Selecéo dos isolados
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Para a determinacdo da Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) e tempo de morte dos
isolados frente ao meropenem (Sigma) e polimixina E (Sigma) e da taxa de fagocitose e
dosagem da producdo de Oxido Nitrico (NO) por mondcitos humanos, foram selecionados
cinco isolados bacterianos de P. aeruginosa, usando como critérios para a selecdo dos
isolados a baixa relagdo clonal, presenca de maior quantidade de genes de resisténcia e de
genes que compdem os sistemas de bombas de efluxo investigados (Tabela 4).

4.11 Concentracdo Inibitoria Minima (CIM)

As CIMs de meropenem e polimixina E foram determinadas para os cinco isolados de
P. aeruginosa selecionados. O teste de macrodiluicdo em caldo foi realizado segundo as
normas do Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI-2013) utilizando as cepas de
referéncia de P. aeruginosa ATCC 27853 e a E. coli ATCC 25922 como controle de
qualidade.

Os isolados bacterianos foram inoculados em 1 ml de caldo BHI e mantidos por 18
horas em estufa a 37° C. O indculo foi comparado e ajustado com a escala 0,5 de MacFarland,
correspondente a 10’ CFU/mI. Em seguida foi realizada uma diluic&o seriada 1:1 com caldo
Mueller hinton, adicionando-se a quantidade do antibiético a ser testado no caldo, atingindo a
concentracdo desejada. Por fim foi adicionado em cada pogo 2ul de cultura bacteriana
ajustada. Os indculos finais foram mantidos a 37° C em estufa de crescimento por 18 horas
para determinacdo da CIM dos isolados frente os antibidticos testados.

Os CIMs para os isolados bacterianos foram determinados usando concentragdes
derivadas de diluicdes duplas seriadas em base 2 (0,5, 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128 e 256 pg/ml).

O critério de sensibilidade e resisténcia utilizado foi o proposto pelo CLSI (2013).

4.12 Formagéo inicial dos grupos experimentais

Apds analise dos resultados das CIMs dos isolados bacterianos frente ao meropenem e
polimixina E (tabela 4), foram selecionadas sub-concentra¢des Inibitorias Minimas (sub-
CIMs) na qual os isolados apresentaram visualmente crescimento bacteriano (turbidez em
relacdo ao controle negativo), para posterior realizagdo dos experimentos de tempo de morte,
taxa de fagocitose e dosagem de NO (Tabela 5). Os isolados bacterianos foram submetidos
aos sub-CIMs de meropenem (sigma) e polimixina E (sigma) isoladamente ou em associagdo

com 4mg/ul de imunoglobulina G humana (Endobulin Kiovig - BAXTER).
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4.13 Tempo de morte dos isolados bacterianos

Para a determinacdo do tempo de morte os isolados bacterianos selecionados foram
submetidos a sub-CIMs dos antibidticos meropenem e polimixina E isoladamente,
combinados e em associacdo a IgG humana (tabela 5).

Este experimento foi realizado em placas de cultura, com volume final de um ml,
contendo caldo Mueller Hinton, antibidticos meropenem, polimixina E e/ou 1gG humana
atingindo as concentracdes desejadas, adicionado de 2 ul de cultura bacteriana ajustada a
escala de 0,5 macfarland. Os inoculos finais foram colocados a 37° C em estufa de
crescimento e foram realizados semeios em placas contendo meio de cultura solido BHI +
Agar bacterioldgico, apés 2, 5 e 8 horas de incubacdo, para contagem das unidades

formadoras de colénia (UFC).

4.14 Determinagéo da taxa de fagocitose

Com a analise dos resultados do tempo de morte (Tabela 5), os isolados com as
combinac0es testadas que apresentaram crescimento em meio de cultura sélido, com 8 horas
de incubacdo, foram selecionados para a avaliacdo da taxa de fagocitose e dosagem de 6xido
nitrico por mondcitos humanos desafiados com os isolados de P. aeruginosa dos respectivos
grupos experimentais.

A taxa de fagocitose e dosagem de Oxido nitrico foi realizada segundo protocolo
descrito anteriormente por Morais et al. (2013). Brevemente, 100 ul de inoculo bacteriano
ajustado a escala 0,5 de MacFarland, obtido apds crescimento por 8 horas nas diferentes
condicdes testes, foram submetidos aos mondcitos em 1 ml de meio de cultura RPMI.
Posteriormente, o volume final obtido foi colocado em lamina de microscopia Optica para
incubacdo a 37°C em atmosfera Umida a 5% de CO, por 1 hora. Apds a incubagdo o
sobrenadante foi retirado para a dosagem de 6xido nitrico e as laminas foram coradas e
montadas para a microscopia oOptica. A analise da taxa de fagocitose foi realizada em
percentual de mondcitos realizando fagocitose de células bacterianas. Em todos o0s
experimentos foi incluso um grupo de mondocitos desafiados com células bacterianas sem
submissdo a antibioticos ou 1gG humana e um grupo nas mesmas condigdes testes sem a

presenca de células bacterianas.
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4.15 Dosagem de Oxido Nitrico (NO)

A producdo de NO foi determinada por meio da concentragdo de nitrito do
sobrenadante da cultura celular, conforme protocolo descrito por Morais et al. (2013),
utilizando os mesmos grupos experimentais e concentragdes descritas na tabela 5 para a taxa
de fagocitose. Brevemente, 50 ul dos sobrenadantes coletados dos diferentes grupos
experimentais foi adicionado 50 ul de reagente de Griess (1,5% de sulfanilamida em 5% de
H3PO4, 0,1% em H20 de dicloridrato de etilenodiamina naftil). A dosagem de NO foi
realizada em triplicata. Depois de 15 minutos em repouso e a temperatura ambiente, a leitura
foi realizada por ELISA (BioRad, Modelo 680) utilizando filtro de 550 nm. A concentragéo
do nitrito foi calculada através da média de absorbancia das triplicatas técnicas por
comparagdo com a média da curva padrdo. Em todos os experimentos foi incluso um controle
constituido de mondcitos desafiados com os isolados bacterianos sem submissdo a

antibioticos ou IgG humana.

4.16 Andlises estatisticas

Utilizando o software GraphPad Prism 5.0, a andlise de variancia (ANOVA) foi
aplicada para a comparacao das médias entre os diferentes grupos experimentais. Quando 0s
resultados da ANOVA revelaram diferenca estatisticamente significativa, foram realizados 0s
testes de significancia de Dunnett’s para comparar os niveis de NO produzido por mondcitos
desafiados com bactérias tratadas em relacdo ao controle (sem tratamento), e teste de
Turkey’s para comparar aos pares 0s niveis de NO produzido por mondcitos desafiados com
bactérias tratadas. Os resultados foram expressos em média. A significancia foi definida por p
<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Determinacédo do perfil fenotipico e genético de resistenciade P. aeruginosa

Todos os isolados de P. aeruginosa apresentam resisténcia a pelo menos uma classe de
antimicrobianos utilizados na pratica clinica (Tabela 3). Os genes de resisténcia blacrx blayim,
e blawp codificantes da ESBL CTX-M e das metallo-p-lactamases VIM e IMP
respectivamente, ndo foram detectados em nenhum dos 32 isolados de P. aeruginosa inclusos
neste estudo. No entanto, em dois isolados bacterianos (22 e 140) foi detectado a presenca do
gene blakpc, 0 qual codifica a producédo da carbapenemase KPC (Figura 1).

Todos os isolados de P. aeruginosa possuem o gene mexB e mexR respectivamente,
codificantes da proteina de transporte ativo mexB e do regulador transcricional mexR, da
bomba de efluxo constitutiva MexAB-OprM. Dos 32 isolados de P. aeruginosa, apenas 0
isolado 140 ndo apresentou o gene mexA, codificante da proteina periplasmatica constituinte
do sistema de efluxo citado (Tabela 3).

Adicionalmente, todos os isolados de P. aeruginosa possuem o gene mexE, codificante
da proteina de membrana periplasmatica mexE. No entanto, apenas o isolado 140 ndo
apresentou o gene mexF codificante da proteina de transporte ativo da bomba de efluxo
MexEF-OprN. Todos os isolados de P. aeruginosa apresentaram positividade para o gene

ribossomal rpsL, utilizado como controle das reac6es de PCR (Tabela 3).



Tabela 3. Perfil clonal, fenotipico e genético de resistencia dos isolados de P. aeruginosa obtidos em Recife-PE.
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Isolados ~ Origem Perfil de resisténcia fenotipica® mexA mexR mexF MexE mexB rpsL blayy blaywe blagee blacrx  ERIC-PCR
/Ano
1026.3  A/2012 CEFO + + + + + + - - - - P24
1039.3 A/2012 CEFO + + + + + + - - - - P28
685.3 A /2012 CEFO + + + + + + - - - - P22
570.3 A /2012 CEFO, CAZ, PIPER + + + + + + - - - - P29
575.3 A/2012 ANIC, AZT, CEFO, CAZ, CIPRO, GENTA, + + + + + + - - - - P30
MERO, IMIP, PIPER
175 B /2014 CEFURO, CEFURA, CAZ, CFT, CFP, + + + + + + - - - - P13
MERO, IMIP, AMICA, CIPRO
194 B /2014 CEFURO, CEFURA, CAZ, CFT, CFP, + + + + + + - - - - P21
AMICA, GENTA, CIPRO
342 B /2014 CEFURO, CEFURA, CAZ, CFT, CFP, + + + + + + - - - - P6
AMICA, GENTA, CIPRO
23.313 B /2014 AMOXIL, CEFURO, CEFURA, CFT, + + + + + + - - - - P23
ANALID, NORF, NITROF
32.313 B /2014 AMOXIL, CEFURO, CEFURA, CFT, + + + + + + - - - - P23
ANALID, NITRO, TRIMET
537a B/2014 AMOXIL, CEFURO, CEFURA, CFT, CFP, + + + + + + - - - - P12

GENTA, ANALID, CIPRO, NORF,
NITRO, TRIMET



537b

682

611

493

59

23

22

14

91

141

134

140

209

203

B /2014

B /2014

B /2014

B /2014

B /2014

B /2014

B /2014

B /2014

B /2014

B /2014

B /2014

B /2014

B /2014

B /2014

AMOXIL, CEFURO, CEFURA, CFT, CFP,
GENTA, ANALID, CIPRO, NORF,
NITRO, TRIMET

CAZ, CFT, CFP, IMIP, MERO, GENTA,
CIPRO

CAZ, CFT, CFP, AMICA, GENTA, CIPRO
PIPER, CFT, IMIP, MERO, CIPRO
CAZ, CFT, CFP, MERO, IMIP, CIPRO
CFT, CAZ, CFP, AMICA, GENTA, CIPRO
CFT, IMIP, MERO

CAZ, CFT, IMIP, MERO, AMICA,
GENTA, CIPRO

CFT, CFP, IMIP, MERO, GENTA, CIPRO
CAZ, CFT, CFP, IMIP, MERO, AMICA
CFT, IMIP, MERO
CFT, IMIP, MERO

CAZ, CFT, CFP, IMIP, MERO, AMICA,
GENTA, CIPRO

CAZ, CFT, CFP, IMIP, MERO, AMICA,
GENTA
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257 B /2014 CAZ, CFT, CFP, IMIP, MERO, AMICA, + + + + + + - - - - P25
GENTA, CIPRO, COLIS

287 B /2014 CAZ, CFT, CFP, AMICA, GENTA, CIPRO + + + + + + - - - - P25

312 B /2014 CAZ, CFT, CFP, IMIP, MERO, AMICA, + + + + + + - - - - P5
GENTA, CIPRO, COLIS

376  B/2014  CAZ CFT,CFP, IMIP, MERO, AMICA, + + + + + + ; ; ; ] P9
GENTA, CIPRO
386  B/2014 CFT, IMIP, MERO + + + + + + ; - ; i P8
428 B/2014 CFT, IMIP, MERO + + + + + + ; - ; i P11
422 B/2014  CAZ, CFT,CFP, IMIP, MERO, AMICA, * + + + + + ; - ; i P26
GENTA

Nota: * Perfil fenotipico de resisténcia dos isolados de P. aeruginosa determinados pelo sistema automoatizado VITEK 2. CEFO: cefotaxima, CFT: ceftriaxona, CEFURO:
cefuroxina, CEFURA: cefuroxinaaxetil, AZT: aztreonam, CAZ: ceftazidima, CFP: cefepima, IMIP: imipenem, MERO: meropenem, GENTA: gentamocina, CIPRO:
ciprofloxacina, COLIS: colistina, PIPER: piperciclina/tazobactam, AMICA: amicacina, ANALID: &cido nalidixico, TRIMET: trimmetropim/tsulfametoxazol, NORF:
norfloxacina, NITRO: nitrofurantoina, CFT: ceftriaxona. A e B: Hospitais publicos do Recife, locais de origem dos isolados bacterianos.

+: presente, - : ausente.
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Figura 3: Imagem ilustrativa de gel de
agarose 1,5% mostrando a detec¢do da
presenca do gene blaypc em isolados de P.
aeruginosa.

371Pb

Fonte: O autor; Nota: LD — Marcador de
peso molecular (100Pb), CP — controle
positivo, C-: controle negativo, 22 e 140:
Isolados bacterianos de P. aeruginosa.

5.2 ERIC-PCR

A andlise da genotipagem dos isolados de P. aeruginosa pela técnica de ERIC-PCR
demonstrou a presenca de 30 perfis genéticos distintos dentre os 32 isolados de P. aeruginosa,
conforme apresentado nas figuras 4 e 5 e tabela 3. Pudemos evidenciar dois conjuntos de
isolados bacterianos apresentando semelhanca genética de 100%, os isolados 257 e 287 (clone
P25, semelhanga de 100%); 23213 e 32313 (clone P23, semelhanca de 100%); sendo assim
considerados conjuntos clones. Estes resultados demonstram uma grande dispersao clonal de
isolados de P. aeruginosa, apresentando similaridade genética inferior a 65%, entre dois
hospitais publicos do Recife-PE.



Figura 4. Dendograma da genotipagem por ERIC-PCR de 32 isolados de P. aeruginosa
provenientes de IrAS de dois hospitais publicos do Recife- PE.

Similarity

| |_'|:|
L0
=20
&0

£ 2
tn e
| I

— 0
—£'0
— &0

J 134
| 140
209
203

[ 312
' 342

611
306

[ 76
' 5376
428
537 &
175
493

— »
o1
1 141
7
i 59
- 194
— BRS
| 23313

I 32313
1026

| 257
' 287

| 422
iz
1039
570
575
ATCC 27RE3




45

Figura 5. Imagem ilustrativa de gel de agarose a 1,5% mostrando o padrdo de bandas dos isolados de P. aeruginosa obtidos pela técnica de
ERIC-PCR.

LD ATCC1 14 22 23 59 91 134 140 141 175 194 203 209 257 287312 342376 386 422 428 493 537a537b 570 575 611 682 685 1026 10392331332313C-LD

. »

» ¥

.“ " v -
“‘0“ e ‘ 0&‘06 T .

Nota: LD: Marcador de peso molecular (100 pb); ATCC1: ATCC 27853 de P. aeruginosa; ATCC2, C-: 4 a 36° po¢o: Isolados bacterianos de P.
aeruginosa.
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5.3 CIM frente ao meropenem e polimixina E e selegéo dos isolados representativos.

ApoGs analise do perfil clonal e detecgdo dos genes de resisténcia, cinco isolados
representativos de P. aeruginosa foram selecionados quanto as diferentes caracteristicas
genéticas e fenotipicas (Tabela 4). Dos cinco isolados analisados quatro confirmaram

resisténcia fenotipica ao meropenem e sensibilidade a polimixina E.

Tabela 4. Isolados representativos de P. aeruginosa selecionados quanto ao perfil clonal
genético e fenotipico de resisténcia.

. A . a 1
solados de P. Gene de resisténcia CIM (ug/ml) ;i:;
aeruginosa B-lactamase Bomba de efluxo Meropenem  Polimixina E
mexA, mexB, mexE,
22 blakpc mexE e mexR 8 (R) 0,5 (S) P16
mexA, mexB, mexE
. ] [} ] R P2
59 mexF e mexR 8(R) 05() °
140 blakpc mexB, mexE e mexR 32 (R) 1(S) P2
mexA, mexB, mexE,
257 i mexF e mexR 8(R) 1) Pes
A B E
635 ) mexA, mexB, mexE, 2(9) 1(S) P2

mexF e mexR

Nota: ® CIM — Concentracéo Inibitdria Minima; R- Resistente; S - Sensivel.

5.4 Tempo de morte

Os cinco isolados de P. aeruginosa foram submetidos & sub-MICs de polimixina E
meropenem associados ou ndo a 1gG humana. Os resultados demonstraram que todos 0s
isolados apresentaram inibicao de crescimento nos tempos analisados, em relacdo ao controle,
guando submetidos ao meropenem, a polimixina E e a IgG humana, sozinhos e em
combinacéo, excetuando-se os isolados 685 submetido a IgG/polimixinak e 22 submetido a
IgG humana, os quais tiveram crescimento bacteriano semelhante, nestas condicgdes, ao
controle (Tabela 5). A maior inibicdo do crescimento bacteriano ocorreu quando houve
submissdo simultanea dos isolados aos antibioticos em associa¢do e quando combinados a

IgG humana.
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Tabela 5: Tempo de morte e taxa de fagocitose de 5 isolados de P. aeruginosa submetidos por 8 horas ao

meropenem, polimixina E e 1gG humana, sozinhos e em combinacéo.

Isolados de P. Tratamento b
aeruginosa (concentragéo) Taxa de Fagocitose Contagem de UFCs
%
2h 5h 8h
Sem tratamento 57 > 750 1000 >1000
19G (4) 62 660 648 684
Meropenem (4) 10 120 49 83
Polimixina E (0,25) 18 26 13 111
257 IgG (4); Meropenem (4) 23 52 26 12
1gG (4); Polimixina E
(0.25) 10 SC 2 13
Meropenem (4);
Polimixina E (0,25) 2 S€ SC
1gG (4); Meropenem
(0,4); Polimixina E (0,25) 2 SC SC
Sem tratamento 53 608 >1000 >1000
19G (4) 77 356 >1000 396
Meropenem (1) 39 118 104 328
Polimixina E (0,25) 25 65 8 3
685 1gG (4); Meropenem (1) 17 48 98 100
1gG (4); Polimixina E
> >
0.25) 17 136 1000 1000
Meropenem (4);
Polimixina E (0,25) 6 S¢ S€
1gG (4); Meropenem (1);
Polimixina E (0,25) 13 ! 2 84
Sem tratamento 82 242 >300 >1000
19G (4) 51 96 >200 >350
Meropenem (4) 9 90 >100 >300
Polimixina E (0,25) - SC SC SC
59 1gG (4); Meropenem (4) 41 158 178 84
1gG (4); Polimixina E
(0.25) SC 10 SC
Meropenem (4);
Polimixina E (0,25) SC SC 3
- SC SC SC

1gG (4); Meropenem (4);




Polimixina E (0,25)

Sem tratamento 40 >200 >250 >1000
19G (4) 57 220 700 400
Meropenem (8) 40 >200 >400 440
Polimixina E (0,5) - 3 SC SC
140 1gG (4); Meropenem(8) 43 218 300 400

19G (4); polimixina E
(05) 9 SC SC
Meropenem(8);
Polimixina E (0,5) 1 s€ SC
1gG (4); Meropenem(8);

Polimixina E (0,5) s€ s€ S€

Sem tratamento 67 306 810 >1000

19G (4) 48 322 540 >1000
Meropenem (4) 2 90 56 48
Polimixina E (0,25) - SC SC SC
22 19G (4); Meropenem (4) 8 28 25 12

1gG (4); Polimixina E
(0.25) - SC SC SC
Meropenem (4);

Polimixina E (0,25) SC SC SC
19G (4); Meropenem (4); sc sc sc

Polimixina E (0,25)

48

Fonte: Autor; ®IgG - Imunoglobulina G: concentragdo -mg/ml;Meropenem; Polimixina E: concentragdo - ug/ml;
PUFCs- Unidades Formadoras de Colénia; SC — Sem crescimento bacteriano.
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5.5 Taxa de fagocitose (TF)

Os resultados da TF dos isolados de P. aeruginosa submetidos as combinagGes de
antibidticos e 1IgG humana constam na tabela 5 e estdo ilustrados nas figuras 4 e 5.

As TF dos isolados de P. aeruginosa apresentaram caracteristicas diferentes de acordo
com o teste realizado. Através da comparacdo da TF dos isolados submetidos a IgG com os
controles sem submissdo, trés isolados (257, 685 e 140) apresentaram maior taxa de
fagocitose devido submissao a IgG, elevando o nivel de ativacdo dos mondcitos e induzindo a
fagocitose, que esteve aumentada independente da inibicdo do crescimento bacteriano, com
menor quantidade de células bacterianas viaveis. No entanto, dois isolados (59 e 22)
demonstraram menor TF quando submetidos a IgG humana em relacdo os controles, o que
pode ter ocorrido devido a quantidade de células bacterianas presentes, visto a grande
guantidade de mondcitos ativados e poucas células a serem fagocitadas. A utilizacdo
simultanea do meropenem associada a IgG, demonstrou aumento da TF dos isolados relativa a
quantidade de células bacterianas, considerando a a¢do inibitdria intensa do meropenem sobre
o0 crescimento dos isolados. A agéo da polimixina E em associagédo com a IgG nédo apresentou
aumento da taxa de fagocitose dos isolados considerando a inibicdo do crescimento

bacteriano, demonstrando variacdo da acdo da polimixina E no crescimento bacteriano e TF.



Figura 6 (A-E). Micrografias de mondcitos desafiados com isolados de P. aeruginosa submetidos a
19G humana.

5 % 10pm
Nota: Mondcitos desafiados com os isolados bacterianos 685 (A e B), 140 (C) e 257 (D e E). Observe a
presenca de mondcitos ativados, realizando fagocitose e formando aglomerados.




Figura 7 (A-D): Micrografias de mondcitos desafiados com isolados de P. aeruginosa submetidos a 1gG
humana, meropenem e polimixina E.

A

Nota:(A) Grupo controle: mondcitos sem submissdo a células bacterianas — observar mondcitos isolados e
sem ativagdo; (B) Mondcitos desafiados com o isolado 685 apds submissdo com Polimixina E — notar a
presenca de poucas células bacterianas sendo fagocitadas por mondcitos; (C) Mondcitos desafiados como
isolado 257 submetido apolimixina E elgG — observar mondcitos ativados sem células bacterianas; (D)
Monocitos desafiados com o isolado 685 submetido a 1gG, meropenem e polimixina E — observar mondcitos
ativados realizando fagocitose.
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5.6 Dosagem de Oxido Nitrico (NO)

A concentracdo de NO obtida por mondcitos desafiados pelos cinco isolados de P.
aeruginosanas diferentes condigfes-testes foi variavel. Os isolados 685 e 22 aumentaram a
producdo de NO em relagdo ao controle, com relevancia estatistica (p<0,05), apenas quando
submetidos ao meropenem (Figuras 6 e 9). Adicionalmente, apenas a submissao do isolado
257 a IgG humana aumentou a dosagem de NO com p<0,001, ndo havendo diferenca
estatisticamente significante induzida pelos outros grupos em relagéo ao controle (Figura 7).

A submisséo do isolado 59 a todos os grupos testados (IgG, meropenem, polimixina E,
IgG/meropenem, 1gG/polimixina E e IgG/meropenem/polimixina E) aumentou a producéo de
NO em relacdo ao controle, com p<0,001 (Figura 8). No entanto, a producdo de NO por
mondcitos desafiados com o isolado 140 ndo mostrou diferenca significativa em nenhum dos
grupos testados (figura 10).

Figura 8. Producéo de 6xido nitrico por mondcitos Figura 9. Producéo de 6xido nitrico por mondcitos
humanos desafiados pelo isolado 685 de P. humanos desafiados pelo isolado 257 de P.
aeruginosa em diferentes condigdes-teste. aeruginosa em diferentes condigdes-teste.
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Figura 10. Produgéo de oxido nitrico por monécitos ~ Figura 11. Producao de oxido nitrico por mondcitos
humanos desafiados pelo isolado 59 de P.  humanos desafiados pelo isolado 22 de P.

aeruginosa em diferentes condigdes-teste. aeruainosa em diferentes condices-teste.
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Figura 12. Produgdo de oxido nitrico por mondcitos
humanos desafiados pelo isolado 140 de P.
aeruginosa em diferentes condi¢des-teste.
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6 DISCUSSAO

A andlise do perfil genético de resisténcia realizada neste estudo, utilizando 32
isolados bacterianos de P. aeruginosa ndo detectou a presenca dos genes blave, blayiv €
blacTx-m, apesar da resisténcia fenotipica apresentada as cefalosporinas em todos os isolados e
a pelo menos um carbapenémico em 24 linhagens, que provavelmente é resultado de algum
outro mecanismo de resisténcia presente na espécie P. aeruginosa. Em estudo realizado em
2010 por Camargo et al. utilizando 47 isolados de P. aeruginosa, obtidos em Hospital
Universitario de S8o Paulo nos anos de 2006 e 2007, o gene blawe foi detectado em 4
isolados analisados. Outros estudos realizados no Brasil, utilizando isolados de P. aeruginosa
obtidos de IrAS, também detectaram a presenca dos genes blap, blayiv € blacTx-m-2
(FRANCO et al., 2010; POLLOTO et al., 2012).

Apesar de existir uma forte relacdo entre a presenca de genes codificantes de Metallo-
B-lactamases (MBL) em isolados fenotipicamente resistentes de P. aeruginosa, alguns
estudos vem relatando uma modificacdo deste perfil genético em alguns locais do Brasil. Em
2011, Rodrigues et al. demonstraram que nenhum dos isolados de P. aeruginosa obtidos de
dois hospitais publicos do estado de Mato Grosso do Sul, em 2007 e 2008, continha os genes
blajve € blayv. Jacome et al. (2012), também demonstraram esta modificacdo do perfil de
isolados de P. aeruginosa resistentes a carbapenémicos, evidenciando a auséncia de
envolvimento dos genes codificantes de MBL com a resisténcia dos isolados de P. aeruginosa
obtidos em cinco hospitais de Recife-PE.

O gene blakpc, frequentemente encontrado em isolados MDR de Klebsiella
pneumoniae, foi relatado em P. aeruginosa, pela primeira vez no Brasil, em estudo realizado
com isolados obtidos em Recife-PE (JACOME et al., 2012). No presente estudo, dois isolados
de P. aeruginosa, com perfis clonais diferentes, apresentaram o gene blakpc. A presenga
deste gene em isolados de P. aeruginosa com baixa relacdo clonal, obtidos em anos e
hospitais diferentes, pode inferir a possivel ocorréncia de disseminacdo deste gene de
resisténcia em isolados bacterianos provenientes de hospitais distintos no municipio de
Recife-PE.

A aplicacdo da técnica de tipagem molecular por ERIC-PCR em isolados de P.
aeruginosa tem se tornado uma 6tima alternativa para obtencdo de tipagem genética com alto
poder discriminatorio nesta espécie bacteriana, apresentando eficiéncia comparada com outras
técnicas de tipagem molecular padrdo, incluindo-se 0 PFGE (WOLSKA; SZWEDA, 2008;
SILBERT et al., 2014). Portanto, a deteccdo de 30 perfis clonais entre os 32 isolados de P.
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aeruginosa utilizados neste estudo, pode inferir uma alta heterogeneidade genética entre as
linhagens analisadas, 0 que pode ser atribuido, dentre outros fatores, a aquisicdo de elementos
genéticos moveis entre espécies bacterianas (JACOME et al., 2012).

A presenca dos genes que compde as bombas de efluxo MexAB-OprM e MexEF-
OprN em mais de 95% dos isolados analisados neste estudo, provavelmente esta relacionada a
resisténcia fenotipica apresentada pelos isolados estudados a pelo menos um carbapenémico
utilizado na pratica clinica, para tratamento de infec¢Ges por P. aeruginosa (PAI et al., 2001;
LLANES et al., 2004; DUMAS et al.,2006; MEIYING; PENGYUAN; YUCUN, 2014; ;
PONSUCK et al, 2014; SACHA et al., 2014).

A submiss&o dos isolados representativos de P. aeruginosa a IgG humana, meropenem
e polimixina E sozinhos e em combinacdo, demonstrou atividade sinérgica na maioria das
condicdes testadas, com diminuicdo do crescimento bacteriano em relagdo ao controle ndo
tratado. Resultados semelhantes foram evidenciados no estudo de Safarika et al. (2014), onde
a atividade sinérgica da polimixina E e do carbapenémico imipenem em associa¢cdo a
levofloxacina foi determinada utilizando 47 isolados de P. aeruginosa, obtidos de pacientes
do hospital universitario em Atenas — Grécia, concluindo que as combinacdes de antibioticos
utilizando carbapenémico imipenem pode ser uma boa op¢do, mas ndo € 100% eficaz no
combate de P. aeruginosa resistente.

No presente trabalho, pode-se demonstrar 0 aumento da taxa de fagocitose da maioria
dos isolados submetidos a 1gG, meropenem e polimixina E, sozinhos ou em combinacao.
FARAG et al. (2013), investigando o efeito in vitro da imunoglobulina intravenosa (IVIG) na
capacidade de neutrofilos humanos em fagocitar e matar isolados de Staphylococcus aureus
meticilina resistente (MRSA), demonstraram que a IVIG aumentou significativamente a
morte de MRSA por neutrofilos em todas as concentracdes de IgG testadas (0,1-5 mg/mL)
por 30-80% dos valores do controle.

TANAKA et al., em 2010 comprovou que o antibidtico meropenem em concentragdes
sub-inibitorias causa alteracbes morfoldgicas prejudiciais as células de P. aeruginosa e que a
contagem bacteriana diminui com 2 horas de submissdo da cepa com o antibidtico.
Demonstrou também que as células bacterianas submetidas a soro humano contendo IgG,
apresentavam diminuicdo intensa de crescimento em apenas 30 minutos. Este trabalho néo
determinou, no entanto, se existe alteracdo do crescimento bacteriano devido a associa¢do do
meropenem a IgG presente no soro humano. No presente estudo, pode-se demonstrar pela

primeira vez a atividade sinérgica da IgG humana em combinagdo com o meropenem em
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isolados de P. aeruginosa com diferentes perfis clonais e portadores de diferentes genes de
resisténcia.

A maior ativacdo dos mondocitos humanos, na presenca da IgG, certamente elevou a
fagocitose das células bacterianas in vitro, o que pode ser ainda mais evidenciado quando
combinado ao meropenem, provavelmente devido a diminuicdo da quantidade de células
bacterianas e inducéo de sofrimento celular, facilitando ainda mais a fagocitose. Este estudo
incentiva a realizacdo de novos trabalhos que investiguem a acdo da 1IgG humana combinada
com o meropenem in vivo, objetivando determinar a melhora na eficacia do tratamento de

infeccBes causadas por bactérias resistentes aos antibioticos utilizados na pratica clinica.
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7 CONCLUSAO

e Trinta perfis clonais puderam ser identificados a partir dos 32 isolados de P.
aeruginosa analisados neste estudo, demonstrando uma alta diversidade genética;

e Nenhum gene de resisténcia codificante de MBL e ESBL pesquisado foi encontrado
nos isolados analisados. Apenas o0 gene blakpc foi identificado em dois dos isolados de
P. aeruginosa, indicando dispersdo deste gene de resisténcia entre espécies
bacterianas;

¢ Nos dois isolados que ndo apresentaram todos o0s genes que compdem 0s operons das
bombas de efluxo MexAB-OprM e MexEF-OprN, a sua resisténcia fenotipica é
devido a outro mecanismo de resisténcia;

e A alta resisténcia fenotipica dos isolados de P. aeruginosa analisados pode estar
relacionada a presenca e a super-expressao dos genes que codificam as bombas de
efluxo MexAB-OprM e MexEF-OprN. Essas bombas podem conferir resisténcia a
varios agentes antimicrobianos em P. aeruginosa;

e O tempo de morte demonstrou que o0s 5 isolados apresentaram inibi¢do de crescimento
nos tempos analisados quando submetidos ao meropenem e a polimixina E em
combinacdo e quando submetidos ao meropenem e a polimixina E em combinacéo a
IgG humana.

¢ Nao houve modificacdo padrdo da producdo de NO nos diferentes grupos analisados, o
que provavelmente reflete o tempo de andlise utilizado;

e Houve aumento na taxa de fagocitose dos 5 isolados de P. aeruginosa, com diferentes
perfis clonais e portadores de diferentes genes de resisténcia, devido a atividade

sinérgica da 1gG humana em combinacdo com o meropenem.
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Pseudomonas aeruginosa is a major cause of infections, showing high morbidity and mortality. Enzyme
production and expression of efflux pumps are the major mechanisms of resistance. The use of IgG and
antibiotics to treat these infections has been successful. The objective of this study was to determine the action of
human 1gG with meropenem and Polymyxin front P. aeruginosa and the profile clonal and resistance. 32 isolates
were analyzed by PCR for the resistance genes and ERIC-PCR for genetic similarity. 5 strains were selected
carrying greater amount of resistance genes and low similarity, these were subjected to sub-inhibitory
concentrations of antibiotics minimum and 1gG to determine the time of death, phagocytosis and rate of nitric
oxide (NO) monocytes. Was detected in the two isolates blaxpc gene. All have mexR, mexB. 32 have the stir and
mexF genes. 30 genetic profiles were detected. Activation of monocytes is largest, reduction of the amount of
bacterial cells infected with bacteria when treated with the antibiotic most 19gG. There were significant
differences in NO production in those treated with meropenem and IgG. It was concluded that the combination
of 1gG and antibiotics may be a good alternative for treating infections because the bacteria is reduced in number

facilitating phagocytosis.

Keywords: P. aeruginosa, 1gG, Polimixina E, Meropenem
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INTRODUCTION

In Brazil, Pseudomonas aeruginosa is an important cause of infections, being the leading cause of
pneumonia and the third cause of primary bloodstream infections in intensive care units (ICUs) 2, have high

rates of morbidity and mortalidade #

, in which several studies have associated their presence to a clonal
spread of espécie™.

The resistance mechanisms used by P. aeruginosa makes it able to inhibit or circumvent the action of

different types of antibiotics used in practice clinica’. In P. aeruginosa, the main mechanisms of resistance
include metallo-B-lactamase, KPC carbapenemase and overexpression pump efluxo %% 12,
The carbapenems are commonly considered as a last resort antibiotics and play a big role in the treatment of
serious infections caused by multidrug-resistant bacteria (MDR) including P. aeruginosa ** % *. Imipenem,
meropenem and ertapenem are currently available carbapenems in clinical practice in the US, Europe and Brazil,
have a broad spectrum of action for use in systemic infections. Have polymyxins have distinct mechanism of
action of other antimicrobial agents currently used, allowing them to be active against many species of MDR
bacteria. Due to limitations in therapeutic options, the doctors returned to the use of polymyxins for most
infections by resistant bacteria, despite their toxicidade **°.

Human Intravenous Immunoglobulin G (IVIG) has been used as replacement therapy for patients with
immunodeficiency immunoglobulins. However in many countries, with treatment the immunoglobulin G (IgG)
and antibiotics has shown successful results, which motivates further research as the in vitro activity of human
IgG front isolated related to health care of different bacterial species, including P. aeruginosa .

The difficulty of treating health care associated infections (HAISs) caused by P. aeruginosa isolates under
investigation of the genetic profile of resistance isolates of this bacterial species and the possible contribution of
the use of human IgG in treating these infections. Porting, the aim of this study was to assess the clonal and
resistance as well as the action of human 1gG with meropenem and polymyxin E against isolates of P. aeruginosa

obtained from HAIs in Recife, Pernanmbuco.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial isolates

For this study were used 32 bacterial isolates of the species P. aeruginosa from HAIs, 2 public hospitals
in the metropolitan region of Recife-PE, in the years 2012 and 2014. All isolates were identified and typed
phenotypically, still in the hospital of origin using the automated system VITEK 2 BioMérieux.

DNA extraction

The extraction of total DNA of the bacterial isolates of P. aeruginosa was performed using the kit
Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega) according to manufacturer's instructions. Bacterial samples
were grown in BHI (Brain Heart Infusion) for 24 hours at 37 ° C and 1 ml of the culture was used to accomplish
the extraction. The total extracted DNA was rehydrated with 50 ul of DNA hydration solution for storage at -20.
Subsequently this DNA was quantified using the NanoDrop Thermo Scientific equipment in the Center for
Technology Platforms - NPT CPgAM / FIOCRUZ.
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Determining the presence of resistance genes blakpc, blactx.m, blayiv and blalMP and genes that make up
the efflux pumps MexAB-OprM and MexEF-OprN

Analysis of the presence of the genes for production of p-lactamases and efflux pumps and ribossonal
rpsL gene in P. aeruginosa isolates was performed by PCR using primers described anteriormente & "" 22" The
amplification reactions were performed using a total volume of 25ul per tube, comprising: 1ul of genomic DNA
20ng / uL, 1U Taq DNA polymerase (Promega), 200 M of deoxyribonucleotide triphosphate (GeHealthcare), 1.5
mM MgCl 2, 15pmol of the primers, and 2,5ul buffer (10x). For displaying the results the amplicons were
subjected to electrophoresis on agarose gel 1.5%, stained with Blue green (LGC Biotechnology) in a horizontal
electrophoresis unit. The amplification products were visualized under ultraviolet transilluminator

(Transiluminator LOCCUS Biotechnology - L. PIX) and then photodocumented.

ERIC-PCR

The determination of the clonal relationship of the isolates of P. aeruginosa was determined by the
technique ERIC-PCR 2. Amplification reactions were prepared in a total volume of 25 ul per well, containing:
100 ng of genomic DNA, a 200 each deoxyribonucleotide triphosphate (Invitrogen), 10x buffer, 1.5 mM MgCI2,
1.0 U Tag DNA polymerase (Invitrogen) and 20 pmol of ERIC-1 primers (5-ATGTAAGCT
CCTGGGGATTCAC-3 ') and ERIC-2 (5-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3"), previously described 2.
The genetic profile was analyzed from a dendrogram generated by the Palaeontological Statistics software
(PAST) version 2.17.

Selection of isolates

To determine the Minimum Inhibitory Concentration (MIC), the death time of isolates against
meropenem and polymyxin E, phagocytosis rate of production and dosing of Nitric Oxide (NO) production by
human monocytes, we selected five strains of P. aeruginosa, using as criteria for selecting the low clonally, the

presence of a larger amount of resistance genes and genes for efflux pumps (Table 1).

Minimum Inhibitory Concentration (MIC)

MICs of meropenem and polymyxin E were determined for five selected P. aeruginosa isolates. The
macrodilution broth test was performed according to the standards of the Clinical Laboratory Standards Institute
(CLSI-2013) *, using the P. aeruginosa ATCC 27853 reference strains and Escherichia coli ATCC 25922 as
quality control. Bacterial isolates were inoculated in 1 ml BHI and maintained for 18 hours in an oven at 37° C.
The inoculum was adjusted to 0.5 MacFarland scale corresponding to 10” CFU / ml. Then a dilution series was
made 1: 1 with Mueller Hinton broth.

Initial training of the experimental groups
After analyzing the results of the MIC of the bacterial isolates against meropenem and polymyxin E,
sub-minimum inhibitory concentrations (sub-MICs) were determined for achieving the time kill experiments,

phagocytosis rate of NO and dosing (Table 2). Bacterial isolates were subjected to sub-MICs of meropenem and
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polymyxin E alone or in combination with 4 mg/microl human immunoglobulin G (Endobulin Kiovig -
BAXTER).

Time-kill of the bacterial isolates

To determine the kill time of the selected bacterial isolates were subjected to sub-MICs of meropenem
and polymyxin antibiotics and isolation, combination and in combination with human 1gG (Table 2). This
experiment was performed in culture plates with a final volume of one ml containing Mueller Hinton broth and
meropenem antibiotic, polymyxin E and/or human 1gG in the desired concentrations. After 2, 5 and 8 hours of

incubation at 37 ° C was performed to counting the colony forming units (CFUSs).

Determination of phagocytosis rate

The analysis time of death results (Table 2) showed that the test groups growth, with 8 hours of
incubation, were selected for the evaluation and the phagocytosis rate of nitric oxide production by human
monocytes challenged with isolates of P . aeruginosa respective experimental groups. The phagocytosis rate and
of nitric oxide were performed according to protocol described by Morais et al.’®. 100ul of bacterial inoculum
adjusted to 0.5 MacFarland scale obtained after growth for 8 hours at different testing conditions were subjected
to monocytes in 1 ml of RPMI. Subsequently, the final volume obtained was placed on slides for light
microscopy incubation at 37 ° C for 1 hour. After incubation the supernatant was removed to a dosage of nitric
oxide and the slides were mounted and stained for light microscopy. Analysis of phagocytosis rate was measured
as a percentage of monocytes carrying bacterial cell phagocytosis. In all experiments included a group was
challenged monocytes to bacterial cells without subjection to antibiotics or human IgG and a group under the

same test conditions without the presence of bacterial cells.

Nitric Oxide dosage (NO)

The production of NO was determined by the cell culture supernatant nitrite concentration using the
same experimental groups described in Table 2, according to the protocol described by Moraisl et al. *®. 50 ul of
the supernatants collected from the different experimental groups was added 50 | of Griess reagent (1.5%
sulfanilamide in 5% H3PO4 0.1% in H20 naphthyl ethylenediamine dihydrochloride). The dosage level was
evaluated in triplicate technique. After 15 minutes at rest and at ambient temperature, the measurement was
performed by ELISA (Bio-Rad, Model 680) using 550 nm filter. The concentration of nitrite was calculated

using the mean absorbance of triplicate techniques compared to the average of the standard curve.
Statistical analysis

Using GraphPad Prism 5.0 software, analysis of variance (ANOVA) was used to compare the means
between the different experimental groups. When the ANOVA results showed a statistically significant
difference, the Dunnett's significance tests and Turkey's test were performed. The results were expressed in

mean. Significance was set at p <0.05.

RESULTS
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Determining the phenotypic and genetic profile of P. aeruginosa resistance

All P. aeruginosa isolates with resistance to at least one class of antimicrobials used in clinical practice
(Table 3). The blacrx resistance genes, blayv and blayye coding of ESBL CTX-M and metallo-B-lactamase VIM
and IMP were not detected in any of the 32 isolates of P. aeruginosa included in this study. However, two
bacterial isolates (22 and 140) detected the presence of blakpc gene, which codes for the production of
carbapenemase KPC.

All P. aeruginosa isolates have the mexB and mexR gene, encoding the active mexB transport protein
and transcriptional regulator mexR, the constitutive efflux pump MexAB-OprM. Of the 32 P. aeruginosa isolates,
only isolate 140 showed no mexA gene encoding the protein constituent of said periplasmic efflux system (Table
3).

Additionally, all P. aeruginosa isolates have mexE gene encoding the periplasmic membrane protein
mexE. However, only 140 isolate had not the gene mexF coding active transport protein efflux pump MexEF-
OprN. All P. aeruginosa isolates were positive for ribosomal gene rpsL as control of the PCR reactions (Table
3).

ERIC-PCR
Genotyping analysis of P. aeruginosa isolated by ERIC-PCR demonstrated the presence of distinct

genetic profiles 30 out of 32 isolates of P. aeruginosa, as shown in Figures 4 and 5 and Table 3. We were able to
show two sets of isolates presenting bacterial genetic similarity of 100%, the isolates 257 and 287 (clone P25,
similarity 100%); 23213 and 32313 (clone P23, similarity 100%); therefore considered to be clones sets. These
results demonstrate a wide dispersion of clonal isolates of P. aeruginosa, showing genetic similarity less than

65%, between two public hospitals in Recife-PE.

MIC against meropenem and polymyxin E and selection of representative isolates.

After clonal profile analysis and detection of resistance genes, five representative strains of P.
aeruginosa were selected as the various genetic and phenotypic characteristics (Table 1) to confirm the
phenotypic resistance to meropenem and polymyxin E by the macrodilution broth test and analysis of variance
and the phagocytosis rate nitric oxide production by monocytes challenged with these bacterial isolates when
submitted or not to human 1gG alone and in combination with meropenem and polymyxin E. Of the five strains
tested four confirmed phenotypic resistance to meropenem and sensitivity polymyxin E.

Time-Kill

The five isolates of P. aeruginosa were subjected to sub-MIC of polymyxin E and meropenem
associated or not with human IgG. The results showed that all isolates inhibited growth in the times analyzed,
compared to the control, when subjected to meropenem, polymyxin E and human 1gG, alone and in combination,
except for the 685 isolates submitted to 1gG/polimixina E and 22 subjected to human IgG, which had similar

bacterial growth under these conditions to the control (Table 2). Most bacterial growth inhibition occurred when
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there was simultaneous submission of isolates to antibiotics in combination and when combined with human
19G.

Phagocytosis rate (PR)

The results of the PR P. aeruginosa isolates of the subject antibiotic combinations and human IgG are
shown in Table 2 and are illustrated in Figures 2 and 3.

The PR of P. aeruginosa isolates showed different characteristics according to the test performed. PR
by comparing the isolated 1gG underwent with the controls without submission, three isolates (257, 685 and 140)
showed a higher phagocytosis rate due submission I1gG, raising the level of activation of monocytes and inducing
phagocytosis, which was increased independent of bacterial growth inhibition obtained with the lowest amount
of viable bacterial cells. However, two isolates (59 and 22) demonstrated less PR when subjected to human IgG
over the controls, which may have occurred because the amount of bacterial cells present, as the large amount of
activated monocytes and few bacterial cells present to be phagocytosed. The simultaneous use of meropenem
associated with 19G showed increased PR on the amount of isolated bacterial cells, considering the strong
inhibitory action on the growth of meropenem isolated. The action of polymyxin E in combination with IgG
showed no increased rate of phagocytosis of bacterial isolates considering the inhibition of the growth of the

bacterial cells, demonstrating the action of polymyxin E variation on bacterial growth and PR.

Dosage Nitric Oxide (NO)

The concentration of NO produced by monocytes challenged by five isolates of P. aeruginosa in
different conditions-testing was variable. Isolates 685 and 22 increased NO production compared to the control
group, with statistical significance (p <0.05) only when subjected to meropenem (Figures 4 and 5). Additionally,
only the submission of 257 isolated human IgG increased the dosage of NO with p <0.001, with no statistically
significant difference induced by the other groups compared to control (Figure 6).

Submission isolated 59 to all groups tested (IgG, meropenem, polymyxin E, IgG/meropenem,
19G/polymyxin E and lgG/meropenem/polymyxin E) increased NO production compared to the control, p
<0.001 (Figure 7 ). However, the production of by monocytes challenged with the 140 isolate showed no

significant difference in any of the groups tested (Figure 8).

DISCUSSION

The analysis of the genetic profile of resistance performed in this study using 32 isolates of P.
aeruginosa bacterial obtained from HAIs public hospitals in Recife in 2014, did not detect the presence of genes
bla;upe, blayiv and blacrx.m, despite the phenotypic resistance cephalosporins presented in all isolates and at least
one carbapenems 24 strains. In a study conducted in 2010 by Camargo et al.? using 47 isolates of P. aeruginosa,
obtained in the University Hospital of Sao Paulo in 2006 and 2007, the bla,y;» gene was detected in 4 isolates
analyzed. Other studies conducted in Brazil, using P. aeruginosa isolates obtained from HAIs also detected the
presence of genes blayp, blayiv and blacrx.m. *%.

Although there is a strong relationship between the presence of genes encoding Metallo-B-lactamase

(MBL) in phenotypically resistant isolates of P. aeruginosa, some studies have reporting a modification of this
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|.24

genetic profile in some parts of Brazil. In 2011, Rodrigues et al.“* showed that none of the isolates of P.

aeruginosa obtained from two public hospitals in the state of Mato Grosso do Sul, in 2007 and 2008, contained

the blaype and blayy genes. Jacome et al.'

also demonstrated that modification of P. aeruginosa isolates
resistant to carbapenems profile, indicating the absence of involvement of MBL genes encoding the resistance of
P. aeruginosa isolates obtained from hospitals in five Recife -PE.

The blakpc gene, often found in MDR isolates of Klebsiella pneumoniae, P. aeruginosa was reported in
for the first time in Brazil, in a study of isolates from Recife-PE12 [1]. In this study, two isolates of P.
aeruginosa with different clonal profiles showed blakKPC the gene. The presence of this gene in P. aeruginosa
isolates with low clonally obtained in different years and hospitals can infer the possible occurrence of spread of
the resistance gene in bacterial isolates from different hospitals Recife-PE municipality.

The application of the technique of molecular typing by ERIC-PCR in P. aeruginosa isolates has
become a great alternative to obtaining genetic typing with high discriminatory power in this bacterial species,
with efficiency compared with other standard molecular typing techniques, including The PEGE?® 3. Therefore,
the detection of 30 clonal profiles among the 32 isolates of P. aeruginosa used in this study, can infer a high
genetic heterogeneity between strains analyzed, which can be attributed, among other factors, the acquisition of
mobile genetic elements across species bacterianas'.

The presence of the genes that make up the efflux pumps MexAB-OprM and MexEF-OprN more than
95% of the isolates analyzed in this study probably related to this resistance displayed by isolates at least one
carbapenem used in clinical practice for treating infections P. aeruginosa’**102023.2%

The submission of representative isolates of P. aeruginosa human IgG, meropenem and polymyxin E
alone and in combination showed synergistic activity in most of the tested conditions, with decreased bacterial
growth compared to untreated control. Similar results were highlighted in the study Safarika et al.?® in 2014,
where the synergistic activity of polymyxin E and carbapenem imipenem in combination with levofloxacin was
determined using 47 isolates of P. aeruginosa, obtained from the university hospital patients Athens - Greece,
concluding that the combinations of antibiotics using carbapenem imipenem may be a good option but it is not
100% effective in P. aeruginosa resistant combat.

In the present work can be demonstrated increased phagocytosis rate of most isolates underwent IgG,
meropenem and polymyxin E, alone or in combination Farag et al® investigated the in vitro effect of intravenous
immunoglobulin (IVIG) the ability of human neutrophils to phagocytose and kill Staphylococcus aureus
methicillin-resistant (MRSA), have shown that IVIG significantly increased killing of MRSA neutrophils in all
tested 1gG concentrations (0.1-5 mg / ml) for 30-80% of control values.

Tanaka et al.”® demonstrated that the antibiotic meropenem sub-inhibitory concentrations causing
detrimental morphological changes of P. aeruginosa cells, and the bacterial count decreases with strain of 2
hours with the antibiotic submission. It also demonstrated that bacterial cells subjected to human serum
containing 1gG, had intense decrease in growth in just 30 minutes. This work is not determined, however, if there
is modification of bacterial growth due to the association of meropenem IgG present in human serum. In the
present study, it is demonstrated for the first time synergistic activity in combination with human IgG
meropenem for P. aeruginosa isolates with different clonal profiles and having different resistance genes.

The increased activation of human monocytes in the presence of 1gG certainly increased the

phagocytosis of the bacterial cells in vitro, which can be even more evident when combined to meropenem,
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probably due to the decreased amount of bacterial cells and cell injury induced by facilitating further

phagocytosis. This study encourages the need for new research to investigate the action of human 1gG combined

with meropenem in vivo, in order to determine the improvement in efficacy of treatment of infections caused by

bacteria resistant to antibiotics used in clinical practice.

acknowledgments

The whole cell biology laboratory staff and molecular Fiocruz Pernambuco. Especially to pesquisadore

doctors Fabio André Brayner dos Santos, Dyana Leala Veras and Luiz Carlos Alves. Thank you Dr. Célia Maria

Barbosa Machado de Castro for the collaboration by donating human monocytes.

REFERENCIAS

10.

11.

Agencia nacional de vigilancia sanitéaria, 2015. Antimicrobianos - principais grupos disponiveis para
uso clinico.
http://www.anvisa.gov.br/servicosaude/controle/rede_rm/cursos/rm_controle/opas_web/modulol/polim
ixinas5.htm (online).

Breilh, D., Texier-Maugein, J. Allaouchicheet, B., Saux, MC., Boselli, E. 2013. Carbapenems. Jour. of
Chemo. 25:1-17 .

Camargo, C. H., Nascimento, A. B., Mondelli, A. L., Montelli, A. C., Sadatsune T., 2010. Detection of
SPM and IMP metallo-B-lactamases in clinical specimens of Pseudomonas aeruginosa from a Brazilian
public tertiary hospital. Braz. Jour. Infec. Dis. 15:478-481.

Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), 2006. Performance standards for antimicrobial
susceptibility testing. 18th informational supplement. M100-S18. CLSI, Baltimore, MD.

Djordjevic, Z., Folic, MM., Zivic, Z., Markovic V., Jankovic S.M. 2013 Nosocomial urinary tract
infections caused by Pseudomonas aeruginosa and Acinetobacter species: Sensitivity to antibiotics and
risk factors. Amer. Jour. of Inf. Cont., 41:1182-1187.

Dong, F., Xu X., Song, W., LU P., Yu S., Yang, Y., Shen X. (2008) Characterization of multidrug-
resistant and metallo-betalactamase- producing Pseudomonas aeruginosa isolates from a paediatric
clinic in China. Chinese Medi. Jour.121:1611-1616.

Dumas JL. Delden CV. Perron K. Ko™ hler T. (2006) Analysis of antibiotic resistance gene expression
in Pseudomonas aeruginosa by quantitative real-time-PCR. FEMS micro. Let. 254:217-25.

Farag, N., Mahran, L., Abou-Aisha, K., El-Azizi, M., 2013. Assessment of the efficacy of polyclonal
intravenous immunoglobulin G (IVIG) against the infectivity of clinical isolates of methicillin-resistant
Staphylococcus aureus (MRSA) in vitro and in vivo. Europ. Jour. of Clin. Micro. & Infec. Dis.,
32:1149-60.

Franco, M. R. G,. Caiaffa-Filho, H. H., Burattini, M. N., Ross, F., 2010. Metallo-beta-lactamases among
imipenem-resistant Pseudomonas aeruginosa in a Brazilian university hospital. Clinics. 65:825-829.

Gayathri, D. Eramma, N.K., Devaraja, T.N. 2012 Review article New Delhi metallo beta- Lactamase-1 ;
Incidence and threats . Inter. Jour. of Biol. & Med.| Res. 3:1870-1874.

Hattemer, A., Hauser, A., Diaz, M., Scheetz, M., Shah, N., Allen J.P., Porhomayon, J., EI-Solh, A.A.
2013 Bacterial and Clinical Characteristics of Health Care-and Community-Acquired Bloodstream
Infections Due to Pseudomonas aeruginosa. Antim. Age. and Chemo.y 57:3969-75.



12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21,

22,

23.

24,

25.

72

Jacome, P.R.L.A., Alves, L.R., Cabral, A.B., Lopes, A.C.S., Maciel, M.A.V. 2012 Phenotypic and
molecular characterization of antimicrobial resistance and virulence factors in Pseudomonas aeruginosa
clinical isolates from Recife , State of Pernambuco , Brazil. Ver da Soc Bras de Med Trop, 45:707-712.

Llanes, C., Hocquet, D., Vogne, C., Benali-Baitich, D., Neuwirth, C., Plésiat, P. 2004. Clinical
Strains of Pseudomonas aeruginosa Overproducing MexAB-OprM and MexXY Efflux Pumps
Simultaneously. Antim. Ag. and chemo. 48:1797-1802.

Linden, P. 2007 Safety profile of meropenem: An updated review of over 6000 patients treated with
meropenem. Drug Safety 30: 657-668.

Maragakis, L.L. PERL, T.M. 2008 Acinetobacter baumannii: Epidemiology, Antimicrobial Resistance
and Treatment Options. Clin. Infec. Dis. 46:1254-1263.

Meiying, Y., Pengyuan, W., Yucun, L. 2014. Molecular typing and resistance mechanisms of
carbapenem resistant Pseudomonas aeruginosa isolated from a Chinese surgical intensive care unit.
Chin. Med. Jour. 127:1071-1076.

Moland, E.S., Hanson, N.D., Herrera, V.L., Black, J.A., Lockhart, T.J., Hossain, A., Johnson, J. A,
Goering, R.V., Thomson, K.S., 2003 Plasmid-mediated, carbapenem-hydrolysing beta-lactamase, KPC-
2, in Klebsiella pneumoniae isolates. Jour. of Antim. Chemo. 51:711-714.

Morais, N.G., Costa, T.B., Almeida, T.M., Severo, M.S., Castro, C.M.M.B. 2013 Immunological
parameters of macrophages infected by methicillin resistant / sensitive Staphylococcus aureus. Jour.
Bras. de Pato. e Med. 49: 84-90.

Neves, P.R., Mamizuka, E.M., Levy, C.E., Lincopan, N. 2011 Pseudomonas aeruginosa
multirresistente: um problema endémico no Brasil. Jornal Brasileiro de Patologia e Med. Lab. 47:409-
420.

Pai, H., Kim, J. W., Kim, J., Lee, J. H., Choe, K. W., Gotoh, N. 2001. Carbapenem Resistance
Mechanisms in Pseudomonas aeruginosa Clinical Isolates Carbapenem. Antim. Ag. Chemo., 45:480.

Picoli, S.U., 2008 Metalo-B-lactamase e Pseudomonas aeruginosa. Rev Bras de Anél Clin 40:273-277.

Polotto, M. Casella, T., Oliveira, M. G. L., Rubio, F. G., Nogueira, M. L., Almeida, M. T. G., Nogueira,
M. C. L. 2012. Detection of P. aeruginosa harboring bla CTX-M-2, bla GES-1 and bla GES-5, bla
IMP-1 and bla SPM-1 causing infections in Brazilian tertiary-care hospital. BMC Infec. Dis., 12:176.

Poonsuk, K., Chuanchuen, R., 2014 Detection of the Mex Efflux Pumps in Pseudomonas aeruginosa by
Using a Combined Resistance-Phenotypic Markers and Multiplex RT-PCR. Open Jour. of Med. Micro.
4:153-160.

Rodrigues, A. C. S. Chang, M. R., Nobrega, G. D., Rodrigues, M. S., Carvalho, N. C. P., Gomes, B. G.,
Almeida, D. L., Carvalho, K. R., Asensi, M. D., 2007. Metallo- B -lactamase and genetic diversity of
Pseudomonas aeruginosa in intensive care units in Campo Grande , MS , Brazil. The Braz. Jour. Infec.
Dis. 15:195-199.

Sacha, P., Wieczorek, P., Ojdana, D., Hauschild, T., Milewski, R., Czaban S., Poniatowski, B.,
Tryniszewska E. B. 2014. Expression of MexAB-OprM efflux pump system and susceptibility to
antibiotics of different Pseudomonas aeruginosa clones isolated from patients hospitalized in two
intensive care units at University Hospital in Bialystok (northeastern Poland) between January 2002 and
December 2009. APMIS: Acta pathol. Microb. et immuno. Scand., 122:931-940.



26.

27.

28.

29.

30.

31.

73

Safarika, A., Galani, I., Pistiki, A., Giamarellos-Bourboulis, E. J. 2014. Time—kill effect of levofloxacin
on multidrug-resistant Pseudomonas aeruginosa and Acinetobacter baumannii: synergism with
imipenem and colistin. Europ. Jour. of Clin. Micro. & Infec. Dis., 34:317-323.

Saladin, M., Cao, V.T.B., Lambertet, T., Donay J., Herrmann, J.L., Ould-Hocine, Z., Verdet C., Delisle,
F., Philippon, A., Arlet, G., 2002 Diversity of CTX-M beta-lactamases and their promoter regions from
Enterobacteriaceae isolated in three Parisian hospitals. FEMS Micro. Let. 209:161-168.

Silbert, S., Pfaller, M. A, Hollis, R. J., Barth, A. L., Sader, H. S., 2014. Evaluation of three molecular
typing techniques for nonfermentative gram-negative bacilli. Infec. control and hosp. Epidem., 25:847-
851.

Tanaka, J., Nakae. T., Takatoshi O., Horiuchi, Y., Miyamoto, H., Adan-Kubo, J., Adachi, H., Ono, Y.,
2010 Complement-mediated bacteriolysis after binding of specific antibodies to drug-resistant
Pseudomonas aeruginosa: morphological changes observed by using a field emission scanning electron
microscope. Jour. Infec. Chemo. 16:383-387

Voulgari E. Poulou A. KoumakilV. Tsakris A. (2013) Carbapenemase-producing Enterobacteriaceae:
now that the storm is finally here, how will timely detection help us fight back? Fut. Micro. 8:27-39.

Wolska, K.; Szweda, P. 2008. A comparative evaluation of PCR ribotyping and ERIC PCR for
determining the diversity of clinical Pseudomonas Aeruginosa isolates. Polish Jour. of Micro., 57:157—
163.



74

Table 1. Selected P. aeruginosa isolates representative on the profile clonal, genetic and phenotypic

isolates P. Resistance gene MIC (ug/ml)? Clonal
aeruginosa B-lactamase Efflux pump Meropenem  polymyxin E profile
mexA, mexB, mexE
22 | ’ ’ ' R P1
blaee mexF e mexR 8(R) 05 () 6
mexA, mexB, mexE
- : ’ ' R P2
59 mexF e mexR 8(R) 05() 0
140 blakpc mexB, mexE e mexR 32 (R) 1(9) P2
mexA, mexB, mexE,
257 - mexE e mexR 8 (R) 1(S) P25
685 i mexA, mexB, mexE, 2(5) 1(5) P22

mexF e mexR

MIC? - Minimum Inhibitory Concentration; R - Resistant; S - sensitive.
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Table 2. Time Kill and phagocytosis rate of P. aeruginosa isolates submitted for 8 hours to meropenem,
polymixin E and human IgG, alone and in combination.

H b
Isolates P. aeruginosa Treatment ( concentration ) ? Phagocytosis rate % Count CFUs
2h 5h 8h
untreated 57 > 750 1000 >1000
19G (4) 62 660 648 684
Meropenem (4) 10 120 49 83
257 polymyxin E (0,25) 18 26 13 111
19G (4); Meropenem (4) 23 52 26 12
19G (4); polymyxin E (0,25) 10 SC 2 13
Meropenem (4); polymyxin E
(0.25) 2 SC SC
19G (4); Meropenem (0,4); )
polymyxin E (0,25) 2 ¢ s¢
untreated 53 608 >1000 >1000
19G (4) 77 356 >1000 396
Meropenem (1) 39 118 104 328
polymyxin E (0,25) 25 65 8 3
685
19G (4); Meropenem (1) 17 48 98 100
19G (4); polymyxin E (0,25) 17 136 >1000 >1000
Meropenem (4); polymyxin E
(0.25) 6 SC SC
19G (4); Meropenem (1);
polymyxin E (0,25) 13 ! 2 84
untreated 82 242 >300 >1000
19G (4) 51 96 >200 >350
Meropenem (4) 9 90 >100 >300
polymyxin E (0,25) - SC SC SC
59 19G (4); Meropenem (4) 41 158 178 84
19G (4); polymyxin E (0,25) - SC 10 SC
Meropenem (4); polymyxin E )
(0.25) sC sC 3
19G (4); Meropenem (4); )
polymyxin E (0,25) ¢ ¢ s¢
untreated 40 >200 >250 >1000
19G (4) 57 220 700 400
Meropenem (8) 40 >200 >400 440
140 polymyxin E (0,5) - 3 sC SC
1gG (4); Meropenem(8) 43 218 300 400
1gG (4); polymyxin E (0,5) - 9 SC SC
Meropenem(8); polymyxin E ) 1 sc sc

(0.9)



1gG (4); Meropenem(8);

76

polymyxin E (0,5) ) sc sc s¢
untreated 67 306 810 >1000
19G (4) 48 322 540 >1000
Meropenem (4) 2 90 56 48
polymyxin E (0,25) - SC SC SC
# 19G (4); Meropenem (4) 8 28 25 12
19G (4); polymyxin E (0,25) - SC SC SC
Meropenem Eg?és;))olymyxin E ) sc sc sc
19G (4); Meropenem (4); ) sc sc sc

polymyxin E (0,25)

%gG - Immunoglobulin G: concentration -mg / ml; Meropenem; Polymyxin E: concentration - ug / ml; "CFU -

Colony Forming Units; SC - No bacterial growth.



Table 3. Profile clonal, phenotypic and genetic resistance of P. aeruginosa isolates obtained in Recife.
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Isolados ~ Origem Perfil de resisténcia fenotipica® mexA mexR mexF MexE mexB rpsL blayy blaywe blagee blacrx  ERIC-PCR
/Ano
1026.3  A/2012 CEFO + + + + + + - - - - P24
1039.3 A/2012 CEFO + + + + + + - - - - P28
685.3 A /2012 CEFO + + + + + + - - - - p22
570.3 A /2012 CEFO, CAZ, PIPER + + + + + + - - - - P29
575.3 A/2012 ANIC, AZT, CEFO, CAZ, CIPRO, GENTA, + + + + + + - - - - P30
MERO, IMIP, PIPER
175 B /2014 CEFURO, CEFURA, CAZ, CFT, CFP, + + + + + + - - - - P13
MERO, IMIP, AMICA, CIPRO
194 B /2014 CEFURO, CEFURA, CAZ, CFT, CFP, + + + + + + - - - - P21
AMICA, GENTA, CIPRO
342 B /2014 CEFURO, CEFURA, CAZ, CFT, CFP, + + + + + + - - - - P6
AMICA, GENTA, CIPRO
23.313 B /2014 AMOXIL, CEFURO, CEFURA, CFT, + + + + + + - - - - P23
ANALID, NORF, NITROF
32.313 B /2014 AMOXIL, CEFURO, CEFURA, CFT, + + + + + + - - - - P23
ANALID, NITRO, TRIMET
537a B/2014 AMOXIL, CEFURO, CEFURA, CFT, CFP, + + + + + + - - - - P12
GENTA, ANALID, CIPRO, NORF,
NITRO, TRIMET
537b B/2014 AMOXIL, CEFURO, CEFURA, CFT, CFP, + + + + + + - - - - P10
GENTA, ANALID, CIPRO, NORF,
NITRO, TRIMET
682 B /2014 CAZ, CFT, CFP, IMIP, MERO, GENTA, + + + + + + - - - - P27
CIPRO
611 B/2014 CAZ, CFT, CFP, AMICA, GENTA, CIPRO + + + + + + - - - - P7
493 B /2014 PIPER, CFT, IMIP, MERO, CIPRO + + + + + + - - - - P14
59 B /2014 CAZ, CFT, CFP, MERO, IMIP, CIPRO + + + + + + - - - - P20
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22
14

91
141
134
140
209

203

257

287
312

376

386

428
422

B /2014
B /2014
B /2014

B /2014
B /2014
B /2014
B /2014
B /2014

B /2014

B /2014

B /2014
B /2014

B /2014
B /2014

B /2014
B /2014

CFT, CAZ, CFP, AMICA, GENTA, CIPRO
CFT, IMIP, MERO
CAZ, CFT, IMIP, MERO, AMICA,
GENTA, CIPRO
CFT, CFP, IMIP, MERO, GENTA, CIPRO
CAZ, CFT, CFP, IMIP, MERO, AMICA
CFT, IMIP, MERO
CFT, IMIP, MERO
CAZ, CFT, CFP, IMIP, MERO, AMICA,
GENTA, CIPRO
CAZ, CFT, CFP, IMIP, MERO, AMICA,
GENTA
CAZ, CFT, CFP, IMIP, MERO, AMICA,
GENTA, CIPRO, COLIS
CAZ, CFT, CFP, AMICA, GENTA, CIPRO
CAZ, CFT, CFP, IMIP, MERO, AMICA,
GENTA, CIPRO, COLIS
CAZ, CFT, CFP, IMIP, MERO, AMICA,
GENTA, CIPRO
CFT, IMIP, MERO
CFT, IMIP, MERO
CAZ, CFT, CFP, IMIP, MERO, AMICA,
GENTA

+ +

+ + +

+ +

+ + + + +

+

+ +

+ + +

+

+ +

+ + + + +

+

+ +

+ + + + +

+

+ +

+ + + + +

+
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P19
P16
P15

P17
P18
P1
P2
P3

P4

P25

P25
P5

P9

P8

P11
P26

Note: * Phenotypic profile of resistance of P. aeruginosa isolates determined by the system automoatizado VITEK 2. CEFO: cefotaxima, CFT: ceftriaxona, CEFURO:
cefuroxina, CEFURA: cefuroxinaaxetil, AZT: aztreonam, CAZ: ceftazidima, CFP: cefepima, IMIP: imipenem, MERO: meropenem, GENTA: gentamocina, CIPRO:
ciprofloxacina, COLIS: colistina, PIPER: piperciclina/tazobactam, AMICA: amicacina, ANALID: &cido nalidixico, TRIMET: trimmetropim/tsulfametoxazol, NORF:
norfloxacina, NITRO: nitrofurantoina, CFT: ceftriaxona. A e B: Public hospitals in Recife, places of origin of bacterial isolates.

+: present, -: Missing.
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Figure 1. Dendogram genotyping by ERIC-PCR of 32 isolates of P. aeruginosa from HAIs two public
hospitals in Recife PE.
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Figure 2 (A-E). Micrographs of monocytes challenged with
isolates of P. aeruginosa undergoing human IgG. Monocytes
challenged with 685 bacterial isolates (A and B), 140 (C) and 257

(D and E). Note the presence of activated monocytes, performing
phagocytosis and forming clusters.
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Figure 3 (A-D). Micrographs of monocytes challenged with isolates of P.
aeruginosa undergoing human 1gG, meropenem and polymyxin E (A) Control
group: no submission monocytes to bacterial cells - without activation observed
and isolated monocytes; (B) monocytes challenged with the isolated 685 after
submission with polymyxin E - note the presence of a few bacterial cells being
engulfed by monocytes; (C) monocytes challenged as isolated 257 subjected to
polymyxin E and IgG - observe monocytes activated without bacterial cells; (D)
monocytes challenged with the isolated 685 subjected to 1gG, meropenem and
polymyxin E - observe activated monocytes performing phagocytosis.
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Figure 4. Nitric oxide production by human

monocytes isolated challenged by 685 of P. aeruginosa

in different test conditions.
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Figure 5. Nitric oxide production by human
monocytes isolated challenged by P. aeruginosa
in 22 different test conditions.

Data 1
16-
Ak pP< 0.0001
3 101 wes p<0,0001
o

i .

Z 7

3

)

& & 69 “ «3‘6 ¢
'
P we\‘o:@f éf&
Yo

Figure 6. Nitric oxide production by human
monocytes isolated challenged by 257 of P.aeruginosa
in different test conditions.
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Figure 7. Nitric oxide production by human
monocytes isolated challenged by P. aeruginosa in
59 different test conditions.
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Figure 8. Nitric oxide production by human monocytes
isolated challenged by 140 of P. aeruginosa in different
test conditions.
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