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RESUMO

7

Pseudomonas aeruginosa € um patdégeno humano oportunista responsavel por
causar uma enorme variedade de infeccbes agudas e cronicas com niveis
significativos de morbidade e mortalidade. A sua plasticidade genética e metabdlica
possibilitou o desenvolvimento de isolados multidroga-resistentes (MDR) e a
capacidade de expressar de inUmeros fatores de viruléncia. Este trabalho teve como
objetivo correlacionar o padréo de susceptibilidade antimicrobiana, a producéo de
fatores de viruléncia através de técnicas fenotipicas (protease alcalina, hemolisina,
fosfolipase C, lipase e pigmentos) e genéticas (genes aprA, lasA, lasB, plcH e toxA)
e a variabilidade genética de 30 isolados clinicos de P. aeruginosa isoladas de
diferentes sitios de infeccdo, sendo 15 isolados multidroga-sensivel (MDS) e 15
MDR. Nossos resultados revelaram que 50% dos isolados foram resistentes a
ceftazidima, sendo as cefalosporinas a classe antimicrobiana com mais isolados
resistentes, principalmente entre isolados MDR onde todos foram resistentes. Entre
os isolados MDS, todos foram sensiveis a carbapenémicos e quinolonas. A grande
diversidade apresentada no perfil de susceptibilidade as classes de antimicrobianos
sugere a existéncia de associacado de diversos mecanismos de resisténcia. Entre os
isolados 53% foram amostras de secrecdo traqueal, entre estes todos os isolados
sensiveis a todos os antimicrobianos testados. Em relacédo aos fatores de viruléncia
os isolados MDR apresentaram menor producédo de piocianina e lipase, e menor
deteccdo dos genes toxA e lasA, enquanto os MDS, apresentaram menor producao
de hemolisina e fosfolipase C. Nao houve diferenca entre os grupos para producao
de protease alcalina e o gene aprA. Todos isolados apresentaram producdo de
piocianina e os genes lasB e plcH. Em relacéo ao perfil genético, foi encontrada uma
grande diversidade, em um total de 30 isolados foi possivel observar 28 perfis
genéticos. A presenca dos clones ocorreu entre os isolados MDR. Embora alguns
estudos relatem que o acréscimo de mecanismos de resisténcia leva a diminuicédo
dos fatores de viruléncia, sugerindo assim que, as cepas de P. aeruginosa MDR tém
a viruléncia diminuida quando comparada com cepas MDS, neste trabalho dos
resultados obtidos ndo constatamos esta tendéncia para producdo de protease
alcalina, hemolisina, fosfolipase C e para a detecgdo do gene aprA, sugerindo que
esta correlacdo seja multifatorial. Contudo, a ocorréncia destes fatores de viruléncia
em quase todos os isolados estudados sugere um elevado nivel de patogenicidade
dos mesmos. Concluimos portanto, que P. aeruginosa é um patdogeno capaz de
acumular inimeros fatores de viruléncia e frequentemente associado a
multirresisténcia, o que dificulta o tratamento de infec¢bes causadas por esta
bactéria.

Palavras-chave: Pseudomonas aeruginosa. Viruléncia. Resisténcia.



ABSTRACT

Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic human pathogen responsible for
causing a wide variety of acute and chronic infections with significant levels of
morbidity and mortality. Its genetic and metabolic plasticity enabled the development
of  multidrug-resistant (MDR) strains and the ability to express
countless virulence factors. This paper aimed to correlate the pattern of antimicrobial
susceptibility, the production of virulence factors through phenotyping techniques
(alkaline protease, hemolysin, phospholipase C, lipase and pigments) and genetic
(gene aprA, lasB, lasB, plcH e toxA) and the genetic variability of 30 clinical isolates
of P. aeruginosa isolated from different sites of infection, 15 isolates multidrug-
sensitive (MDS) and 15 MDR. Our results showed reveal that 50% of the isolates
were resistant to ceftazidime, cephalosporin was the antimicrobial class with more
resistant isolates, especially isolates MDR that were totally resistant to them. Among
the isolated MDS, all were sensitive to carbapenems and quinolones. The large
diversity presented in the susceptibility profile to antimicrobial classes suggests the
existence of an association of several resistance mechanisms. Among the isolated
53% came from tracheal secretions, among them all isolates susceptible to all
antimicrobials tested. Regarding virulence factors MDR isolates presented lower
production pyocyanin and lipase, and lower detection toxA e lasA genes, since the
MDS, showed lower production of hemolysin and phospholipase C. There was no
difference between groups for the production of alkaline protease and aprA gene. All
isolates presented pyocyanin production and lasB and plcH genes. In relation to
genetic profile, it was verified a large diversity, in a totality of 30 isolates was
observed 28 genetic profiles. The presence of clones occurred among the MDR
isolates. Even though some studies to report that the increase of resistance
mechanisms leads to the reduction of virulence factors, suggesting that the strains of
P. aeruginosa MDR have decreased virulence strains compared with MDS, this work
the results obtained we have not found this tendency to alkaline protease production,
hemolysin, phospholipase C and for detecting aprA gene, suggesting that this
correlation is multifactorial. However, the occurrence of these virulence factor in
almost all isolates studied suggests a high level of pathogenicity the same.
Therefore, it can be concluded that, P. aeruginosa is a pathogen with ability to
accumulate several virulence factors and often associated to multiresistant
complicating the treatment of infections caused by this bacterium.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa. Virulence. Resistence.
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1 INTRODUCAO

Pseudomonas aeruginosa € uma bactéria gram-negativa presente em varios
nichos ambientais e capaz de colonizar e infectar diversos organismos (KUNG et al.,
2010;. BALASUBRAMANIAN et al., 2013). E o micro-organismo oportunista humano
mais frequentemente isolado de infeccbes nosocomiais, sendo citado em uma
variedade de infecgbes agudas e cronicas principalmente em pacientes
imunocomprometidos, com queimaduras severas, cancer e AIDS. E o micro-
organismo mais mencionado em infeccBes respiratdérias agudas em pacientes
submetidos a ventilagho mecéanica e em infec¢cdes respiratorias crbnicas em
pacientes com fibrose cistica, onde causa um nivel significativo de morbidade e
mortalidade (KIPNIS; SAWA; WIENER-KRONISH, 2006; TRABULSI; LINCOPAN,
2008; BALASUBRAMANIAN et al., 2013).

Nos ultimos anos as infec¢des hospitalares causadas por P. aeruginosa tém
sido um dos principais desafios para a terapéutica antimicrobiana, visto que
comumente estes tém apresentado um amplo espectro de resisténcia a diferentes
classes de agentes antimicrobianos, devido a sua resisténcia intrinseca e através da
aquisicao de diversos mecanismos distintos de resisténcia (FUENTEFRIA et al.,
2008; TODAR, 2012).

De acordo com o estudo realizado pelo International Nosocomial Infection
Control Consortium (INICC), em 36 paises da América Latina, Asia, Africa e Europa,
47,2% das P. aeruginosa isoladas foram resistentes ao imipenem (ROSENTHAL et
al., 2012). No Brasil o SCOPE (Surveillance and Control of Pathogens of
Epidemiological Importance) revelou que entre os isolados de P. aeruginosa 35,8%
eram resistentes a meropenem, 36,8% a imipenem e 36,6% a ceftazidima (MARRA
et al., 2011).

A combinacdo dos mecanismos de resisténcias originou isolados multidroga-
resistentes (MDR) (MAGIORAKOS et al., 2012), que somado a falta de perspectivas
para a introducdo de novos farmacos que poderiam ser usados contra esse
patébgeno, propiciou a necessidade de investigacbes sobre sua fisiologia,
principalmente no que se refere a sua versatilidade na producdo de fatores de
viruléncia que contribuem para definir o potencial de patogenicidade do processo
infeccioso (LANDMAN et al., 2002).

P. aeruginosa produz diversos fatores de viruléncia, e estes podem contribuir
na patogénese do processo infeccioso dependendo do sitio e tipo de infecgéo
(TODAR, 2012). Entre os fatores de viruléncia com func¢des de adesinas, destacam-
se flagelos, fimbrias e o alginato (KIPNIS; SAWA; WIENER-KRONISH, 2006), nos
fatores que promovem o rompimento celular e interferem no sistema imunolégico
incluem-se elastase, protease alcalina, fosfolipase C. Durante a patogénese
envolvem-se ainda exoprodutos como a exotoxina A e 0S pigmentos como
piocianina e pioverdina (JAFFAR-BANDJEE et al., 1995)..

Alguns estudos tém demonstrado um alto percentual de fatores de viruléncia
em isolados de P. aeruginosa. No estudo realizado na China (WANG et al., 2013)
cerca de 80% dos isolados estudados apresentavam producdo de elastase,
piocianina e protease alcalina; no Brasil Jacome et al (2012) encontraram resultados
semelhantes (34.4% colb6nias mucosas; 70.5% produtores de piocianina; 93.4%
produtores de gelatinase;72.1% produtores de hemolisina), em relacdo ao padréo de
resisténcia esses isolados apresentaram 54.1% MDR. Contudo, trabalhos que
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correlacionem a presenca dos fatores de viruléncia com o perfil de resisténcia aos
antimicrobianos de P. aeruginosas ainda sao raros.

Em um estudo realizado na Poldnia por Deptuta e Gospodarek (2009) cepas
MDR apresentavam menor atividade de lipase, elastase, fosfolipase C e quantidade
piocianina quando comparado com cepas multidroga-sensiveis (MDS), ndo foram
observadas diferencas entre a atividade da protease alcalina. Levando a crer que as
cepas de P. aeruginosa MDR tém a viruléncia diminuida quando comparada com
cepas MDS. Contudo, o presente estudo limitou-se a pesquisa fenotipica desses
fatores de viruléncia, ndo sendo pesquisados 0s genes responsaveis pela expressao
dos mesmos, e a descricdo da relacdo clonal dos isolados nao foi abordada com
maior atencdo. E importante ressaltar também que o estudo citado foi realizado com
isolados oriundos de um unico hospital da Pol6nia, consideracdo a diversidade dos
perfis de P. aeruginosa encontradas em diferentes regides, faz-se necessario
estudos locais.

No Brasil, o estudo comparativo de Prado (2009) analisou a presenca de
fatores de viruléncia diante de isolados de P. aeruginosa com perfis especificos
relacionados a metalo-beta-lactamase (MRBL). Fenotipicamente, para isolados MRL
SPM-1, isolados ndo produtores de MRL intermediarios ou resistentes ao imipenem
e isolados nao produtores de MRL sensiveis ao imipenem, houve uma alta deteccao
de protease alcalina, fosfolipase C, piocianina, pioverdina e hemolisinas, com baixa
frequéncia de elastase. Geneticamente todos os perfis analisados apresentaram
cerca de 95-100% da presencga dos genes de viruléncia aprA, plcH, plcN, lasA, lasB
e toxA. Neste trabalho ndo foi demonstrado diferencas entre 0s grupos no que se
refere aos fatores de viruléncia, com excec¢do para a producdo de hemolisina. Além
disso, o trabalho correlaciona perfis de P. aeruginosa especificos, e segundo
Jacome et al. (2012) para Pernambuco o perfil ML representa apenas 44,8%.

No trabalho de Silva et al. (2014) algumas associa¢des foram demonstradas
entre a susceptibilidade e/ou producéo viruléncia com o sitio de infeccdo. Onde
quase todos os isolados de urina eram MDR (85,71%) e apresentavam
concentracfes mais elevadas de piocianina, 95% dos isolados do reto e 66,57% da
boca (66,67%) foram MDS, e este Ultimo grupo apresentou uma grade producado de
biofilme.

Tendo em vista a falta de trabalhos que estabelecam a relacéo entre fatores
de viruléncia e o padrédo de resisténcia, e que em pesquisa recente Beceiro et al.
(2013) relatara que a relagéo entre viruléncia e resisténcia em isolados clinicos
poderd ser uma nova abordagem para o problema das resisténcias aos antibiéticos
causadas por micro-organismos multirresistentes. Este estudo visa descrever a
correlacdo entre a presenca dos fatores de viruléncia através de testes fenotipicos
(protease alcalina, lipase, fosflipase C, hemolisina e pigmentos) e genéticos (genes
aprA, lasA, lasB, plcH e toxA ) e o padrédo de resisténcia aos antibiéticos (MDS e
MDR), além de abordar a relacdo genética e os sitios de infeccéo, entre isolados
clinicos de P. aeruginosa.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 PSEUDOMONAS AERUGINOSA

Pseudomonas aeruginosa pertence ao género Pseudomonas, da familia
Pseudomonadaceae, ordem Pseudomonadales, classe Gammaproteobacteria, do
filo Proteobacteria, do Dominio Bacteria. A familia Pseudomonaceae é formada por
um grupo de bacilos gram-negativos nao fermentadores, patégenos oportunistas de
plantas, animais e seres humanos. O género Pseudomonas € o mais abundante e o
mais significativo grupo de bactérias do nosso planeta, visto que seus membros
podem ser encontrados em grande numero na maioria dos principais ecossistemas
naturais, terrestres e aquaticos e, também, em intima associacdo com algumas
plantas e animais (SPIERS; BUCKLING; RAINEY, 2000). P. aeruginosa representa
em média 75% dos isolados de amostras clinicas, sendo considerada a espécie
mais importante do género, tanto pela frequéncia em infec¢cdes diversas quanto
pelos seus fatores de viruléncia (TRABULSI, LINCOPAN, 2008).

E um micro-organismo de natureza ubiquitaria sendo encontrada no solo,
agua, vegetais e animais, com predilecdo por ambientes Uumidos, estdo presentes
nos mais variados ambientes hospitalares (FRANCO et al., 2010; WU et al., 2011).
Sua ampla distribuicdo deve-se a pouca exigéncia para o crescimento e grande
versatilidade metabdlica em utilizar uma ampla variedade de substratos orgéanicos
como fonte de carbono (TODAR, 2012).

Quanto a sua morfologia, P. aeruginosa apresenta-se como bastonete gram-
negativo nao fermentador, reto ou ligeiramente curvo, tipicamente dispostos em
pares, de 0,5 — 0,7 ym de espessura por 1,5 — 3,0 um de comprimento, nao
formador de esporos e apresenta mobilidade através de flagelo polar monotriquio,
podendo também apresentar mobilidade em superficies sélidas (twitching), devido a
acdo de pili presentes na superficie de sua parede celular. Fisiologicamente
caracteriza-se pela respiracdo aerbébia (ainda que possa desenvolver-se em
ambientes anaerdbios na presenca de nitrato como aceptor final de elétrons),
producdo de indofenol oxidase (citocromo C oxidase) e arginina dehidrolase
(TRABULSI; LINCOPAN, 2008).

As culturas de P. aeruginosas podem produzir colénias com diversos
morfotipos, apresentando dois tipos principais de colbénias em meios de cultura
sélidos: colénias grandes, com margens lisas e centro elevado (tipo “ovo estrelado”)
e colbnias pequenas, rugosas e convexas. Os isolados clinicos apresentam-se
habitualmente como colénias do primeiro tipo e os isolados ambientais, colénias do
segundo tipo. Um terceiro tipo de colbnias, mucosas, é ainda observado em isolados
de secrecdes respiratOrias e urinarias. Frequentemente possuem brilho metalico,
com ou sem o odor frutal caracteristico, decorrente da producdo de trimetilamina.
N&o consegue crescer em condi¢cdes acidicas (inferiores a pH 4,5) e possui um
crescimento 6timo em 37°C e a capacidade de crescer a 42°C, o que a distingue de
todas as outras espécies do seu género. Em termos nutricionais, consegue crescer
em meio minimo, utilizando apenas um Unico composto organico como fonte de
carbono e energia, mas também em meios enriquecidos, conseguindo utilizar uma
enorme diversidade de fontes de carbono (TODAR, 2012; MURRAY et al., 2010).

A maioria das cepas produz pigmentos hidrossolUveis que se difundem no
meio, como piocianina (cor azul) e a pioverdina (cor esverdeada e fluorescéncia sob
luz ultravioleta), que estdo também envolvidos na sua patogenicidade, e alguns
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isolados podem em menor frequéncia produzir outros pigmentos como piorrubina
(cor vermelha) e piomelanina (cor marrom) (SADER; SILBERT, 2000). Também
produzem catalase e varias enzimas extracelulares como lipases, esterases e
proteases (TODAR, 2012; MURRAY et al., 2010).

A sua identificacdo laboratorial € realizada pela avaliagdo macroscopica dos
aspectos das colbnias e sua producédo de odor e pigmentos caracteristicos, além da
analise microscopica por coloracdo de Gram, e os resultados de testes bioquimicos
como auséncia de fermentacdo de acucares, oxidacdo de glicose, uso de citrato
como fonte Unica de carbono, lisina descarboxilase negativa e incapacidade de uso
do triptofano (indol negativo) (WINN et al., 2008)

Stover et al., 2000 e outros autores (TODAR, 2012; MURRAY et al., 2010),
apoiam que o tamanho e a complexidade do genoma de P. aeruginosa, um dos
maiores genomas bacterianos ja sequenciados, refletem uma adaptacdo
evolucionaria, permitindo sua tolerancia a uma grande variedade de condicdes
ambientais e sua relativa resisténcia a agentes antimicrobianos que colaboram no
seu eficaz papel como patdgeno oportunista e causador de infec¢gdes nosocomiais.

2.2 INFECCOES RELACIONADAS A ASSISTENCIA A SAUDE POR P. aeruginosa

Nas ultimas décadas P. aeruginosa tem sido cada vez mais relacionada a
espectros cada vez mais amplos de infecces humanas (KERR; SNELLING, 2009).
As manifestacdes mais graves ocorrem em ambientes hospitalares, como por
exemplo: bacteremias, pneumonias, Ulceras de presséo e infec¢des pds-operatorias,
urinarias e gastrointestinais, endocardites, osteomielites e meningites (KERR;
SNELLING, 2009; MENA; GERBA, 2009).

Individuos neutropénicos, imunodeficientes, queimados e 0s que apresentam
desarranjos metabdlicos, sdo mais susceptiveis ao risco de infeccao, visto que a
defesa imunoldgica deficiente, como em situa¢des causadas por incisdes cirlrgicas,
insercdo de cateteres ou tubos endotraqueais, aumenta a predisposi¢cao para uma
infeccdo por P. aeruginosa (KERR; SNELLING, 2009; STRATEVA; MITOV, 2011).
Doencas pulmonares como a fibrose cistica, doenca pulmonar obstrutiva crbénica e
bronquiectasias também se apresentam como fatores de predisposicdo para o
desenvolvimento de infeccBes pulmonares por esta bactéria (BALASUBRAMANIAN
et al., 2013). Individuos com AIDS estdo em grupo de risco, podendo contrair
pneumonias e bacteremias por P. aeruginosa (KANJ; SEXTON, 2015). P.
aeruginosa € a principal causa de infec¢cdes em pacientes queimados, e nesses
casos apresenta niveis constantes de mortalidade por bacteremias ao longo dos
anos (MENA; GERBA, 2009).

P. aeruginosa é a principal causa de falhas respiratérias e de morte da
maioria dos portadores de fibrose cistica, podendo ser isolada da expectoracdo de
cerca de 80% dos adultos com fibrose cistica (STRATEVA; MITOV, 2011;
FOLKENSSON et al., 2012). E ainda, a bactéria gram-negativa multirresistente que
mais gera pneumonias em doentes hospitalizados com suporte ventilatério (FRICKS-
LIMA et al., 2011) e nas criancas hospitalizadas em UTI (LISTER; WOLTER;
HANSON, 2009). As infec¢cdes causadas por P. aeruginosa em unidades de
cuidados intensivos representam 21% das pneumonias, 13% das infec¢des oculares
e otorrinolaringolégicas, 10% das infec¢cdes urinarias e 3% das septicemias
ocorridas nas UCI dos Estados Unidos da América (EUA). Nas UCI europeias, é
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considerado o segundo patogénico mais frequente, responsavel por 30% das
pneumonias, 19% das infec¢des urinarias e 10% das septicemias (LISTER et al.,
2009).

A importancia de P. aeruginosa como causa de morbidade e mortalidade
associada a pneumonias em pacientes em ventilacdo mecanica e infeccdes
nosocomiais, de modo geral, continuam elevadas, apesar do aumento na
implantacdo das diversas politicas de controle de infeccbes nos hospitais. Sao
frequentes as descrigcbes de surtos de infecgbes nosocomiais causadas por esta
bactéria, sendo habitualmente associados a incorreta utilizacdo dos equipamentos
médicos e a contaminac¢des cruzadas, muitas vezes com origem nos reservatérios
ambientais dos hospitais, sobretudo em torneiras e lavatérios (IVERSEN et al., 2007;
LANINI et al., 2011). A multirresisténcia a antibioticos, caracteristica desta bactéria
(BERT et al., 1998; BREATHNACH et al.,2012), € outro fator associado ao sucesso
na proliferacdo deste patogénico em ambiente hospitalar (HOTA et al., 2009).

2.3 FATORES DE VIRULENCIA

A capacidade de P. aeruginosa causar diversos tipos de infeccbes em
diferentes grupos de individuos resulta da combinacdo da sua versatilidade
metabolica com a resisténcia a antibidticos, seja ela intrinseca e/ou adquirida, com a
capacidade de se adaptar a presenca destes farmacos, aliada ainda a possibilidade
de produzir diferentes fatores de viruléncia (BALASUBRAMANIAN et al., 2013).

O desenvolvimento de infeccBes causadas por P. aeruginosa inicia-se com a
alteracdo ou neutralizacdo das defesas naturais do hospedeiro. Este processo é
multifatorial e causado por uma variedade de fatores de viruléncia que se

desenvolvem ao longo das trés fases da infeccéo: aderéncia e colonizacao, invaséo
local e disseminacéao sistémica (TODAR, 2012; STRATEVA; MITOV, 2011).

Muitos dos fatores de viruléncia e algumas caracteristicas fenotipicas que
favorecem a viruléncia, além da formacéo de biofilmes, sdo regulados por quorum
sensing (QS), um mecanismo de reconhecimento da densidade celular bacteriana,
onde uma bactéria individual produz pequenas moléculas difusiveis que podem ser
detectadas por outros micro-organismos. Este mecanismo de comunicagéo permite
que as bactérias atuem em conjunto na regulagdo coordenada da expressao génica.
Esta expresséo regulada dos genes de viruléncia oferece a bactéria uma vantagem
seletiva sobre as defesas do hospedeiro sendo importante para a acdo patogénica
do micro-organismo (KOHLER et al., 2010;STRATEVA; MITOV, 2011).

S&o varios os fatores de viruléncia, podendo ser divididos em diversos tipos,
de acordo com o seu papel no processo de infecgdo: as exotoxinas causam danos
as células do hospedeiro; as modulinas desencadeiam respostas inflamatorias;
algumas enzimas destroem o0s tecidos proporcionando nutrientes a bactéria ou
atenuam as respostas imunoldgicas; as adesinas e estruturas de mobilidade,
possuem importancia na fixagdo as células do hospedeiro; as capsulas,
proporcionam protecdo contra as defesas do hospedeiro e em alguns casos
contribuem na aderéncia; producdo de determinantes de evasédo ao sistema do

complemento; producédo de pigmentos; a capacidade de formar biofilmes auxilia a
bactéria a isolar-se dos mecanismos de defesa do hospedeiro e dos antibibticos; os
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mecanismos de regulacdo do crescimento bacteriano atuam sobre a densidade
bacteriana e de alteragcbes das condicbes no meio envolvente; 0s sistemas
secretorios permitem a bactéria excretar para o0 meio ou para o interior das células
do hospedeiro, substancias associadas a viruléncia; produz sideréforos para
aguisicao de ferro; a variagdo antigénica, que confunde as respostas imunologicas
do hospedeiro; e, a termotolerancia, que permiti a infeccdo de hospedeiros
homeotérmicos (CASADEVALL; PIROFSKI, 2009).

2.3.1 Flagelo e Pili

O flagelo € responsavel pela mobilidade da célula bacteriana e os pili
permitem a aderéncia da bactéria as células epiteliais do hospedeiro, através de
ligagbes em receptores especificos (STRATEVA; MITOV, 2011l). Contudo, estes
apéndices de superficie possuem um grande potencial imunogénico, funcionando
como ligantes para as células fagociticas do hospedeiro e estimulando o
recrutamento de neutréfilos. Assim, apds a colonizacao inicial, ocorre a diminuicdo
da expressdo da formacédo de flagelos e pili para reduzir a imunogenicidade da
bactéria, voltando a ser expresso simultaneamente a expressdo dos genes
correlacionados a producao de biofilmes (SADIKOT et al., 2005).

2.3.2 Lipopolissacarideo

O lipopolissacarideo (LPS) estd presente em todas as bactérias gram-
negativas, € um constituinte da membrana externa da parede celular, que contribui
para a integridade estrutural da bactéria. E composto por um dominio hidrofobico
(lipideo A), ligado a bicamada fosfolipidica da membrana externa, o polissacarideo
O, que se prolonga para fora da membrana, e um oligossacarideo central, que se
liga ao lipidio A e ao polissacarideo O. O LPS parece estar envolvido na
disseminacéo sistémica de P. aeruginosa e também na aderéncia aos tecidos do
hospedeiro (IVANOV et al., 2011).

O lipideo A e o polissacarideo O variam de acordo com as cepas e Sao
bastante imunogénicos, desencadeando processos inflamatérios no hospedeiro por
meio da liberacdo de mediadores vasodilatadores (IL-1, FNT), que ativam o
complemento, podendo até levar a sindrome do choque séptico (KANJ; SEXTON,
2015). Em infecgdes cronicas, P. aeruginosa seleciona mutantes com modificagdes
especificas no lipideo A, com menor capacidade imunogénica para evadir mais
facilmente dos peptideos antimicrobianos produzidos pelo sistema imunitario do
hospedeiro e aumentar sua sobrevivéncia (KIPNIS; SAWA; WIENER-KRONISH,
2006). Devido a grande diversidade de imunotipos, de acordo com o LPS é possivel
também caracterizar o sorogrupo da bactéria em estudo (WINN et al., 2008).

Mesmo ndo sendo considerado como um fator de viruléncia por alguns
autores, por estar sempre presente na célula bacteriana, a participacdo do LPS no
processo de patogenicidade de P. aeruginosa se destaca, podendo por vezes sofrer
adaptacdes em fungéo do tipo de infeccdo que a bactéria esta para desenvolver
(SILVA, 2014).
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2.3.3 Alginato

O alginato é um exopolissacarideo capsular mucoso constituido por
repeticbes de polimeros de acido manurénico e acido glucurénico. Encontra-se na
matriz dos biofilmes e contribui para a lesao tecidual do hospedeiro além de atenuar
a resposta imunitaria promovendo uma resisténcia parcial a mecanismos de defesa
do sistema imune inibindo a ligacao de anticorpos, a fagocitose e a morte intracelular
em leucadcitos (KANJ; SEXTON, 2015).

A producdo de alginato promove uma maior facilidade na aderéncia da P.
aeruginosa a superficie epitelial pulmonar, onde cerca de 85% dos isolados de P.
aeruginosa obtidos de pacientes com fibrose cistica apresentam uma morfologia
mucosa, devido a producédo excessiva de alginato, enquanto apenas menos de 1%
dos isolados obtidos de outros locais apresentam este fenétipo, demonstrando sua
importancia para a colonizacdo e sobrevivéncia no ambiente pulmonar associado a
um mau prognaostico para estes pacientes, visto que essa alta producado de alginato
também protege a bactéria da acdo antibidtica e € importante para a arquitetura e
desenvolvimento dos biofilmes (KIPNIS; SAWA; WIENER-KRONISH, 2006).

2.3.4 Lectinas

P. aeruginosa produz duas lectinas, que séo proteinas sem papel imunolégico
que se ligam a etitopos glicidicos. A lecA se liga a galactose e atua como adesina,
participando na invasao e colonizacéo inicial, e também como citotoxinas do epitélio
pulmonar, inibindo o batimento ciliar das células epiteliais além de promover
aderéncia da P. aeruginosa ao epitélio intestinal ocasionando uma quebra na
barreira intestinal, levando a uma maior absorcéo de toxina A (codificada pelo gene
toxA) (STRATEVA; MITOV, 2011; FUNKEN et al.,, 2012). A LecB, que se liga a
fucose, também participa do processo de aderéncia e esta associada a producédo de
biofilmes (FUNKEN et al., 2012).

2.3.5 Toxinas

A exotoxina S é uma enzima codificada pelo gene exoS, localizada na regiao
perinuclear, € processada a um fragmento sollvel apresentando dois dominios
ativos, caracterizando-se como uma citotoxina bifuncional com um dominio com
atividade ADP-ribosiltransferase, a qual est4 atribuido a funcdo patogénica, por
gerar uma ruptura na organizacdo do citoesqueleto, e outro agindo como proteina
ativadora de RhoGTPase (GAP) (KIPNIS; SAWA; WIENER-KRONISH, 2006;
PEDERSON et al., 2000). Mutantes deficientes em exoS foram testados em modelo
animal de infec¢cbes em queimaduras e a viruléncia apresentada foi ao menos 2000
vezes menor do que da cepa selvagem (NICAS; IGLEWSKI,1984).

A toxina A é codificada pelo gene toxA, pertence ao grupo das exotoxinas
bacterianas, onde se incluem a toxina diftérica e a toxina da colera. Estas, apesar de
terem receptores diferentes, catalisam a mesma reacdo enzimatica e partilham uma
configuracéo estrutural comum (JORGENSEN et al., 2008). A toxA, € uma proteina
termolabil, ADP-ribosil-transferase, que entra nas células eucaridticas por
endocitose, mediada por receptores especificos e, no interior da célula, inibe a
sintese proteica por ribosilacdo do fator de elongamento-2, acarretando a inibicdo da
sintese proteica, levando a morte celular (KIPNIS; SAWA; WIENER-KRONISH,
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2006; JORGENSEN et al., 2008). ToxA € muito toxica e estd envolvida na mediacao
da infeccao local e sistémica, favorecendo o processo de colonizacdo e a invasao
por necrotizacdo tecidual além de estar possivelmente associada a processos de
imunossupressao (STRATEVA; MITOV, 2011).

2.3.6 Proteases

As enzimas proteoliticas de P. aeruginosa sdo classificadas em proteases
neutras (elastases) e proteases alcalinas (apr). Possuem um papel importante no
processo de infeccdo, pois contribuem para a quebra das defesas fisicas do
hospedeiro e a proliferacdo bacteriana, fornecendo aminoacidos e peptideos das
proteinas teciduais para as bactérias além de interferirem no mecanismo de defesa
imunologico ao degradar imunoglobulinas e outros componentes (STRATEVA;
MITOV, 2011).

As elastases sdo capazes de degradar a elastina, um dos principais
componentes dos tecidos, que, além de ser um constituinte importante dos vasos
sanguineos, compde cerca de 28% do tecido pulmonar e é responsavel pela sua
expansdo e contracdo (PETERMANN; DOETKOTT,; RUST , 2001). A atividade
elastolitica de P. aeruginosa se da pela acdo combinada das enzimas LasA e LasB,
gque sado codificadas pelos genes com 0s mesmos nomes. LasA é uma
imunoprotease com um centro serina e que opera em sinergia com apr e lasB na
degradacgéo da elastina, quebrando as suas ligagdes glicina-glicina, tornando-a mais
sensivel a acdo da apr ou lasB (STRATEVA; MITOV, 2011l). LasB é uma
metaloprotease de zinco que, destréi componentes teciduais do hospedeiro e
interfere nos mecanismos de defesa, ja que além da elastina degrada a fibrina, a
fibronectina, a laminina, o coldgeno, a caseina, inativa as imunoglobulinas humanas
G e A, a lisozima, a transferrina, a mucina gastrica, o interferon-g e alguns
componentes do sistema do complemento e inibidores de proteases presentes nos
nossos pulmdes (BRADBURY et al., 2010; STRATEVA; MITOV, 2011)

A Apr (codificada pelo gene aprA) esta envolvida na destruicdo da fibrina,
fibrinogénio, laminina, elastina, colageno, C1q e C3 do sistema do complemento,
inibidores de proteases e interferon-g (BRADBURY et al., 2010), afetando os
mecanismos de defesa do hospedeiro. Estd muito associada a infec¢des da cornea,
podendo também participar na patogénese de infec¢cdes pulmonares agudas
(KIPNIS; SAWA; WIENER-KRONISH, 2006). Em conjunto, sobretudo com a LasB,
encontra-se também presente nos isolados recolhidos de secre¢des pulmonares de
doentes com fibrose cistica, correlacionando-se elevados teores de Apr e LasB com
uma condic¢éao clinica debilitada destes doentes (OLDAK; TRAFNY, 2005).

2.3.7 Hemolisinas

P. aeruginosa produz duas hemolisinas importantes: a fosfolipase C
hemolitica (codificada pelo gene pICH) e a lectinase. Estas atuam em sinergia na
degradacédo de lipidios e da lecitina, gerando efeitos citotoxicos nas células do
hospedeiro (SADIKOT et al., 2005). A fosfolipase C hidrolisa preferencialmente
lipidios que contenham grupos de amdnio quaternario, encontrados nas membranas
eucaridticas e inativando o surfactante pulmonar, que pode ser responsavel pelas
atelectasias associadas as infec¢bes pulmonares crbnicas e agudas por P.
aeruginosa (KIPNIS; SAWA; WIENER-KRONISH, 2006). Essa espécie produz ainda
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uma fosfolipase C ndo hemolitica, que é 40% idéntica a hemolitica e também
hidrolisa a fosfatidilcolina, mas usando um substrato diferente (STRATEVA E
MITOV, 2011, TODAR, 2012).

2.3.8 Ramnolipideos

Os ramnolipidos sdo constituidos por glicolipidos com ramnose, possuem
acdo de biossurfactante, possuindo uma estrutura semelhante a dos detergentes.
Atuam solubilizando os fosfolipidos do surfactante pulmonar, tornando-o acessivel a
acdo da fosfolipase C hemolitica, podendo levar a atalectasia observada nas
infecdes pulmonares (STRATEVA; MITOV, 2011). Os ramnolipidos também inibem o
transporte muco-ciliar e o batimento ciliar do epitélio pulmonar (READ et al., 1992) e
estdo envolvidos nos processos de movimento natatério por “swarming” e na

formacdao de biofilmes (CAIAZZA et al., 2005).
2.3.9 Lipases

As lipases, parecem estar envolvidas na sinalizacao lipidica, influenciando
fenotipos com relevancia virulenta em P. aeruginosa, sobretudo LipA e LipC. A
primeira esta associada a diminuicdo da producdo de pioverdina em meios com
privacdo de ferro e LipC parece afetar a mobilidade, a formacdo de biofilmes e a
producdo de ramnolipidos (FUNKEN et al., 2011). Apresentam um sinergismo com
as fosfolipases, uma vez que a secrecdo simultanea resulta em efeitos patolégicos
que ndo se poderiam explicar pela acdo individual de cada uma delas (KONIG et al.,
1996).

2.3.10 Pigmentos

A piocianina (1-hidroxi-5- metil-fenazina) é um pigmento azul que pertence ao
grande grupo dos compostos triciclicos designados fenazinas e possui atividade
bactericida contra ampla variedade de micro-organismos (HASSETT et al., 1992).
Estudos in vitro demonstraram que a piocianina compromete um grande ndmero de
atividades celulares de mamiferos, incluindo a respiracéo celular, o batimento ciliar,
o crescimento das células da epiderme, a homeostase do calcio, a libertagdo de
prostaciclina no epitélio pulmonar, a libertacédo de interleucina-2, limitando também o
crescimento dos linfocitos-T e a secrec¢do de imunoglobulinas pelos linfécitos-B. Este
pigmento promove ainda a apoptose de neutrofilos e desequilibra a atividade
antiproteolitica das células das vias respiratorias dos pacientes com fibrose cistica
(STRATEVA; MITOV, 2011). A sua caracteristica oxido-redutora permite inativar a
acdo da catalase nas células epiteliais do tecido pulmonar e do endotélio intestinal,
participando nos danos causados ao epitélio pulmonar por estresse oxidativo
(KIPNIS; SAWA; WIENER-KRONISH, 2006).

A pioverdina é o principal sideroforo produzido por P. aeruginosa e é
responsavel pela fluorescéncia verde-amarelada das suas colonias em condi¢des de
deficiéncia de ferro. Além da obtenc&o de ferro, por um mecanismo de excrecao,
seguido de incorporacdo apos quelar o ferro férrico, tem participacdo na formacao
de biofilmes, sendo, nos doentes com fibrose cistica, fundamental para o
desenvolvimento dos biofilmes nos pulmdes (SAHA et al., 2012). A pioverdina esta
envolvida também na sua prépria regulagdo e na regulacdo de outros fatores de



Silva, S.T. ANALISE FENOTIPICA E GENETICA DE FATORES DE VIRULENCIA ISOLADOS ... | 21

viruléncia, através do reconhecimento do complexo pioverdina-ferro ao nivel da
membrana externa da célula e que gera uma cascata de sinais citoplasmaticos, que
vao regular os genes envolvidos na sintese da pioverdina, ToxA e endoprotease
(KIPNIS; SAWA; WIENER-KRONISH, 2006; SAHA et al., 2012).

Além da atuacéao frente ao ferro, os sideréforos conseguem quelar uma série
de outros fons de metais pesados, como Ag®, AI**, Cd**, Co*, Cr**, Cu®, Eu**, Ga*,
Hg**, Mn**, Ni**, Pb?*, Sn?*, Tb?*, TI" e Zn®" para protecéo contra sua acgéo nociva
(BRAUD et al., 2009; SAHA et al., 2012)

Os outros pigmentos sdo mais raros, sendo a piorrubina de cor vermelha e a
piomelanina de coloracdo marrons (FREITAS; BARTH, 2004). Essas substancias
tem uma melhor producdo em temperaturas abaixo de 37°C e na presenca de ferro,
tem demonstrado possuir atividade antibacteriana e efeito na integridade do epitélio
respiratério (KONG et al., 2006, TODAR, 2012)

2.3.11 Quorum sensing

Algumas caracteristicas da célula bacteriana, ndo sdo consideradas por
alguns autores como sendo fatores de viruléncia, por ndo causarem diretamente
danos ao hospedeiro, contudo, contribuem também para a sua patogenicidade, por
promoverem 0 seu sucesso em termos de sobrevivéncia e disseminacao, sendo,
portanto considerados fatores de viruléncia lato sensu como 0 quorum sensing
(STRATEVA; MITOV, 2011).

O quorum sensing (QS) é um mecanismo de reconhecimento celular e de
regulacdo da expressao de inimeros genes das células bacterianas quando estas
estdo agrupadas, em P. aeruginosa é mediado por trés sistemas: Las, Rhl e Pgs
(HARMSEN et al., 2010). E importante na formacdo e manutencdo de biofilmes, pois
permite reconhecer a densidade populacional e as condicbes do meio em que as
células se encontram e promover as alteracdes para garantir a sua sobrevivéncia
(CHUN et al., 2004).

Muitos dos genes regulados por QS expressam fatores de viruléncia, assim
conclui-se ele desempenha um papel de grande importancia para a patogenicidade.
O sistema Las regula, entre outros, a expressao dos genes lasl, lasA, lasB, apr e
toxA, o sistema Rhl controla a expressao de rhll, rhlA e rhiB, associados a produc¢éo
de ramnolipidos, e o sistema Pgs regula diversos genes com impacto no “fitness”
celular e outros associados a elastases, ramnolipidos e piocianina (STRATEVA,
MITOV, 2011). Alguns estudos parecem evidenciar que as AHLs podem participar
duma forma direta na patogénese, promovendo, em alguns casos, a apoptose em
macrofagos e neutréfilos (TATEDA et al., 2003).

2.4 MECANISMOS DE RESISTENCIA AOS ANTIMICROBIANOS

A resisténcia a antimicrobianos em P. aeruginosa tem aumentado em todo o
mundo. As infec¢cbes causadas por P. aeruginosa resistente a antibioticos estédo
associadas ao aumento das taxas de mortalidade, morbidade, necessidade de
intervencgdes cirurgicas, permanéncia da estadia hospitalar e cuidados crbnicos
(HIRSCH;TAM, 2010).

Nos ultimos anos as infecgdes hospitalares causadas por P. aeruginosa tem
se mostrado um grande desafio para a terapéutica antimicrobiana. Visto que
frequentemente os isolados de P. aeruginosa tem apresentado um amplo espectro
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de resisténcia, podendo exibir resisténcia a diferentes classes de agentes
antimicrobianos (incluindo cefalosporinas de terceira e quarta geragao e
carbapenemicos) através da aquisicdo de diversos mecanismos distintos de
resisténcia aos antimicrobianos ao mesmo tempo (FUENTEFRIA et al.,, 2008;
TODAR, 2012).

Dentre os mecanismos de resisténcia apresentados por P. aeruginosa,
encontra-se a baixa permeabilidade da parede celular e da membrana externa. Essa
reducdo de permeabilidade pode ocorrer devido a mutacdes que reduzem a
expressdo de porinas, impedindo a entrada de agentes antibacterianos como [3-
lactamicos, tetraciclinas, entre outros (LIVERMORE, 2002).

Alteracdes envolvendo as proteinas ligadoras de penicilina (PBPs), também
se destacam como mecanismos de resisténcia. Essas proteinas possuem grande
afinidade pelos B-lactdmicos, antibidticos que bloqueiam a funcéo estrutural das
PBPs e estimulam a liberacdo de autolisinas, levando a lise celular. As modificacdes
das PBPs resultam no bloqueio do efeito dos B-lactamicos (WINN, 2008).

Outro mecanismo é a hiperexpressdo de bombas de efluxo, que reduz a
concentragdo intracelular de diversos antimicrobianos, corantes e detergentes
através da ejecao destes para fora da célula (LIVERMORE, 2002).

P. aeruginosa também pode produzir enzimas que se ligam as moléculas
antimicrobianas inutilizando-as ou hidrolizando-as, como, cefalosporinases,
carbapenemases, aminoglicosidades e betalactamases incluindo as B -lactamases
de espectro estendido (ESBL), oxacilinases, carbecilinases e mais recentemente
descritas as metalo- B -lactamases (GALES et al., 2002; LIVERMORE, 2002).

A combinacdo desses mecanismos de resisténcias pode originar isolados
MDR, que apresentam resisténcia simultanea a trés ou mais classes de agentes
antimicrobianos, extensivamente-resistente (XDR), que s&o resistentes a todas as
drogas exceto a duas ou menos categorias, ou pan-resistente (PDR), que sao
resistentes a todos agentes antimicrobianos aprovados. Sendo uma bactéria
considerada resistente a uma droga quando apresentar-se resistente ou com
resisténcia intermediaria pelo CLSI (LIVERMORE, 2002; MAGIORAKOS et al.,
2012). A introducdo destas designacfes ndo sO6 na comunidade cientifica, mas
também na pratica clinica permiti uma melhor comparacdo entre dados e, por
consequéncia, uma melhor compreensao global e generalizada da probleméatica da
multirresisténcia bacteriana de grau elevado (MAGIORAKOS et al., 2012)

O Programa de Vigilancia Antimicrobiana na America Latina e Brasil refere-se
a P. aeruginosa como uma das bactérias mais preocupantes em relacdo a
multirresisténcia, o que requer agdes continuas e eficazes de controle de infeccdes
nosocomiais (SADER et al., 2001).

A ocorréncia destas cepas limita as opcfes terapéuticas para o tratamento
das infec¢des por elas causadas e aumenta a probabilidade de transferéncia e
disseminagdo de genes de resisténcia entre a populacdo nosocomial. O relatorio de
2013 do EARS-Net (ECDC, 2013) revelou gue a resisténcia antimicrobiana em P.
aeruginosa na Europa, é acima de 10 % para todos os grupos de antimicrobianos
sob vigilancia. A resisténcia combinada é comum, sendo 14,3 % dos isolados eram
resistentes a pelo menos trés grupos antimicrobianos e 4,6% eram resistentes para
todos os cinco grupos. No Brasil, Jacome et al. (2012), caracterizaram o perfil de
resisténcia de isolados nosocomiais de P. aeruginosa de cinco hospitais publicos do
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Recife no periodo de 2006 a 2010, onde observaram que 4,92% dos isolados eram
PDR e 54,09% MDR.

As politicas de prescricdo de antibidticos devem considerar estratégias para
otimizar a indicacao, selecdo e periodicidade da antibioticoterapia para maximizar a
cura clinica, limitando as consequéncias indesejadas como a toxicidade para o
paciente, e o surgimento de micro-organismos resistentes (GYSSENS, 2011). A
antibioticoterapia empirica inicial deve ser suportada por estudos epidemiol6gicos
locais, a caracterizacao dos patdgenos envolvidos deve ser feita 0 mais rapidamente
possivel permitindo ajustar de imediato o regime terapéutico para limitar a presséo
seletiva dos antibidticos sobre as cepas infecciosas, na tentativa de diminuir a
probabilidade de desenvolvimento de resisténcias (MESAROS et al., 2007).
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Descrever a presenca dos fatores de viruléncia fenotipicos e genéticos de
acordo com o padrdo de resisténcia aos antimicrobianos (MDS e MDR), estabelecer
a relacéo clonal e descrever a origem dos isolados nosocomiais de P. aeruginosa.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Classificar os isolados nosocomiais de P. aeruginosa quanto ao seu padrdo de
resisténcia em MDS, MDR;

- Pesquisar fenotipicamente a presenca dos fatores de viruléncia: protease alcalina,
lipase, fosfolipase C, hemolisina e pigmentos;

-Pesquisar geneticamente a presenca dos genes de viruléncia: aprA, lasA, lasB,
plcH e toxA;

- Investigar a relagéo clonal entre os isolados de P. aeruginosa;

-Descrever a correlacdo entre o perfil de viruléncia, padrdo de resisténcia, relacéo
clonal e origem entre os isolados em estudo.
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4 METODOLOGIA

4.1 DESENHO DO ESTUDO

Estudo descritivo de base laboratorial, onde foram realizadas técnicas
fenotipicas e genéticas para deteccdo dos fatores de viruléncia, relacdo clonal e
padrdao de resisténcia em isolados clinicos de P. aeruginosa. As metodologias
utilizadas foram reproduzidas em duplicatas e seguiram protocolos especificos
contemplados em artigos cientificos sendo realizadas as devidas modificacfes
guando necessario. Os resultados foram expressos em percentagem.

4.2 OS ISOLADOS BACTERIANOS

O estudo compreende 30 isolados bacterianos provenientes de amostras
nosocomiais de P. aeruginosa. Estes isolados haviam sido previamente identificados
e testados quanto a susceptibilidade antimicrobiana, e foram obtidos a partir de
estoque congelado em glicerol 20% a -20°C da bacterioteca do Laborat6rio de
Bacteriologia e Biologia Molecular do Departamento de Medicina Tropical da UFPE.

Os isolados foram selecionados aleatoriamente de acordo com seus perfis de
susceptibilidade e classificados de acordo com o CLSI 2014 em MDS e MDR, em um
total de 15 isolados por grupo.

Para as andlises do presente estudo, os isolados foram reativados apés
inoculacdo em caldo BHI (Brain Heart Infusion) e incubacéo de 24 a 48 horas em
estufa a 37°C. Apds o crescimento bacteriano, os isolados foram semeados em meio
Agar Cetrimide, que é seletivo para o isolamento de P. aeruginosa, bem como
cultivados em Agar nutriente para conservacido dos mesmos em estoque.

4.3 ANALISES FENOTIPICAS
4.3.1 Padrao de resisténcia

Para padronizacdo da resisténcia MSD e MDR, foi realizada confirmacéo do
padrdo de susceptibilidade aos antimicrobianos através da realizacdo do teste de
disco difusédo, segundo o CLSI 2014.

Os isolados foram inoculados em caldo BHI e icubados a 37°C até obter
crescimento com suspensao semelhante ao tubo 0,5 da escala de Mac Farland. Em
seguida a suspenséo foi semeada de modo uniforme com o auxilio de um swab em
meio Agar Mueller Hinton, e os discos de antimicrobianos dispensados sobre a
superficie. As placas foram incubadas a 37°C por 24 horas, e ap0s este periodo foi
realizada a leitura dos halos de inibicdo conforme recomendagéo do CLSI 2014.

Os isolados foram testados frente aos seguintes antimicrobianos segundo
suas classes, cefalosporinas: ceftazidima (CAZ), cefepime (CPM),cefotaxima (CTX),
ceftriaxona (CRO); carbapenemicos: imipenem (IMP), meropenem (MPM);
quinolonas: ciprofloxacina (CIP), norfloxacina (NOR), ofloxacina (OFX); macrolideos:
azitromicina (ATM); B -lactamico + inibidor de B -lactamase: Ticarcilina + acido
clavulanico (TAC); aminoglicosideos: gentamicina (GEN) eamicacina (AMI).
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Os isolados que foram resistentes a menos de trés classes de
antimicrobianos foram classificados como MDS, e aqueles que foram resistentes a 3
ou mais classes classificados como MDR, conforme Deptuta e Gospodarek (2009).

E importante ressaltar que os isolados ja haviam sido testados no momento
de sua coleta para a determinacdo da susceptibilidade, poréem foram realizados
novos testes para confirmacdo de que nao haviam ocorrido perdas de resisténcia
durante o periodo de congelamento.

4.3.2 Producéo de Pigmentos

A avaliacdo da producédo de pigmento (piocianina, pioverdina, piorrubina e
piomelanina) foi realizada através da observacdo da coloracdo correspondente a
cada pigmento apresentada no meio de cultivo agar cetrimide apés 24 horas de
incubacédo a 37°C, a producédo de pioverdina foi confirmada ao submeter as culturas
a luz ultravioleta e estas emitirem fluorescéncia (WINN et al., 2008).

4.3.3 Producao de Hemolisinas

Na avaliacdo da produgédo de hemolisinas, os isolados foram semeados em
Agar sangue e incubados por 24 horas a 37°C. Foram considerados produtores de
hemolisinas os isolados que apresentarem halo translicido ao redor das coldnias,
indicando hemolise (WINN et al., 2008).

4.3.4 Producao de Protease

A pesquisa de producdo de protease alcalina foi realizada de acordo com o
método de JAGGER; BAHNER; WARREN (1983). Os isolados foram inoculados em
spots em placas de Agar skim Milk (2%) e incubados a 37°C durante 24 horas. A
presenca de um halo translicido ao redor das col6nias foi interpretada como
resultado positivo, e a auséncia deste halo como resultado negativo. Foi utilizada a
cepa de referéncia de P. aeruginosa ATCC15692 (PA 01) como controle positivo.

4.3.5 Producao de Fosfolipase C

Para determinar a producéo de fosfolipase C, foi utilizado o método descrito
por Habermann e Hardt (1972) com algumas modificacées. Os isolados foram
inoculados em spots em placas contendo meio de cultivo TSA (Trypticase Soy Agar)
enriquecido com 10% (vol/vol) de solugcdo de gema de ovo com telurito. As placas
foram incubadas em estufa por 24 horas a 37°C. Para a analise dos resultados a
producdo de um precipitado negro sobre a zona de crecimento foi considerado como
produtores de fosfolipase C, os que nédo apresentaram como ndo produtores. Foi
utilizada a cepa de referéncia de P. aeruginosa ATCC15692 (PA 01) como controle
positivo.

4.3.6 Producéo de Lipases

A producédo de lipases foi determinada segundo o método descrito em Janda
e Bottone (1981). O meio de cultura TSA enriquecido com 1% Tween 80, foram
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feitas inoculagcbes em spots e a placa foi incubada a 37°C, durante 24 horas. A
formacéao de um halo turvo em torno da zona de crescimento foi considerado positivo
para a producéo de lipases, e a auséncia negativo. Foi utilizada a cepa de referéncia
de P. aeruginosa ATCC15692 (PA 01) como controle positivo.

4.4 ANALISES GENETICAS
4.4.1 Extracdo de DNA

O protocolo utilizado para obtengcdo DNA bacteriano seguiu o procedimento
descrito pelo fabricante do kit Brazol (LGC-Biotecnologia), em seguida o DNA
bacteriano foi quantificado através de espectrofotometria em uma faixa de
comprimento de onda entre 260 a 280 nm.

4.4.2 Pesquisa da relacéo clonal

A relacao clonal foi determinada através da técnica de ERIC-PCR, que foram
preparadas em um volume de 25 ul por tubo contendo: 100ng de DNA bacteriano,
10 pmol dos primers (ERIC-1: 5-ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3’; ERIC-2: 5'-
AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3’) (DUAN et al., 2009), tampé&o 1x, 200 uM de
dNTP, 1,5uL de MgCIl, e 1U de taq DNA polimerase. Os parametros da PCR foram:
desnaturacao inicial 95°C por 3min, seguido de 30 ciclos de 92°C por 1 minuto,
anelamento de 36°C por 1 minuto e extensdo de 72°C por 8 minutos, seguido del6
min a 72°C. Os produtos foram corados com o corante blue-green e submetidos a
eletroforese a 1,5% em gel de agarose, visualizados em luz ultra violeta e
fotodocumentados. A andlise dos dados e a constru¢do do dendrograma foram feitas
utilizando o software Past.exc.

4.4.3 Deteccgéo dos genes de viruléncia

A pesquisa de genes de viruléncia que codificam protease alcalina (aprA),
elastase A (lasA), elastase B (lasB), fosfolipase C hemolitica (plcH) e exotoxina A
(toxA) foram detectados por PCR (reacdo em cadeia da polimerase). As sequéncias
de iniciadores utilizados estao descritos na Tabela 1.

A reacdo de PCR (reacdo em cadeia da polimerase) foi realizada como
descrito por Lanotte et al. (2004) e Lomholt, Poulsen e Kilian (2001), com
modificacdes. As reacdes de amplificacdo foram realizadas num volume final de 25
uL contendo 10 ng de DNA, 0,2 mM de dNTP, 20 pmol de cada iniciador, MgCl, 2
mM e 1,0 U Taq polimerase de DNA em tampdo de reacdo 5X. O DNA foi
amplificado em um Termociclador utilizando o seguinte protocolo: desnaturagao
inicial 94C durante 3 min, 30 ciclos, desnaturacéo 94°C por 30 s, anelamento 55°C
durante 1 min e extensao 72°C durante 1 min 30 s, e extenséao final de 72°C por 5
min, cada gene foi amplificado separadamente. A excec¢ao ao protocolo descrito € o
gene aprA que utilizou uma temperatura de anelamento de 62°C. Os produtos de
PCR foram detectados apoOs electroforese em 1% em gel de agarose, corados
corante blue-green (0,05 ug / mL) a 100 V durante 30 min e detectados por
transluminacédo ultra-violeta e fotodocumentados, conforme exemplo da figura 1. A
cepa de P. aeruginosa ATCC15692 (PA 01) foi utilizada como controle positivo.
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Tabela 1: Sequéncia de nucleotideos dos genes de viruléncia

Tamanho do

Gene Sequéncia amplicon Referéncia
(BP)
F
GTCCTATACCGTCGACCAGGC
aprA R 928 (Lomholt; Poulse;
GTCGCTACCCGAGCCGCCGAT Kilian 2001)
F
CGCCATCCAACCTGATGCAAT
lasA R 514 (Lom_holt; Poulse;
AGGCCGGGGTTGTACAACGGA Kilian 2001)
F GGAATGAACGAAGCGTTCTC
R (Lanotte et al.,
lasB GGTCCAGTAGTAGCGGTTGG 300 2004)
F GAAGCCATGGGCTACTTCAA
R (Lanotte et al.,
plcH AGAGTGACGAGGAGCGGTAG 307 2004)
F
GGTAACCAGCTCAGCCACAT (Lanotte et al.,
toxA R 352 2004)
TGATGTCCAGGTCATGCTTC

F:Ford; R:Reverse
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5 RESULTADOS

5.1 ANALISE FENOTIPICA E GENETICA DE FATORES DE VIRULENCIAS DE
ISOLADOS CLINICOS DE Pseudomonas aeruginosa MULTIDROGA-SENSIVEL E
MULTIDROGRA-RESISTENTE

Introducéo

Nos ultimos anos as infec¢cdes hospitalares causadas por Pseudomonas
aeruginosa tem sido um dos principais desafios para a terapéutica antimicrobiana,
visto que comumente estes bacilos tem apresentado um amplo espectro de
resisténcia a diferentes classes de agentes antimicrobianos através da aquisicao de
diversos mecanismos distintos de resisténcia (FUENTEFRIA, et al., 2008; TODAR,
2012). A combinacdo desses mecanismos de resisténcias originou isolados
multidroga-resistente (MDR) (LIVERMORE, 2002; MAGIORAKOS et al., 2012), que
somado a falta de perspectivas para a introduc¢do de novos farmacos que poderiam
ser usados contra esse patdgeno, propiciou a necessidade de investigacbes sobre
sua fisiologia, principalmente no que se refere aos seus diversos fatores de
viruléncia que também contribuem para definir o potencial de patogenicidade do
processo infeccioso, uma vez que favorecem a infeccdo aumentando a lesdo
tecidual e protegendo P. aeruginosa contra o reconhecimento do sistema
imunoldgico e da acédo dos antimicrobianos (LANDMAN et al., 2002; TODAR, 2012).

Alguns estudos tem demonstrado um alto percentual da presenca dos fatores
de viruléncia em isolados de P. aeruginosa. Em um estudo realizado na China
(WANG et al., 2013) cerca de 80% dos isolados estudados apresentavam producao
de elastase, piocianina e protease alcalina; no Brasil Jacome et al (2012)
encontraram resultados semelhantes (34.4% col6nias mucosas; 70.5% produtores
de piocianina; 93.4% produtores de gelatinase;72.1% produtores de hemolisina), em
relacdo ao padréo de resisténcia esses isolados apresentaram 54.1% MDR e 4.9%
PDR (pan-resistentes). Contudo, trabalhos que correlacionem a producdo dos
fatores de viruléncia com o perfil de resisténcia aos antimicrobianos de P.
aeruginosas ainda sao raros.

Estudo realizado na Polbnia por Deptuta e Gospodarek (2010) revelou que
cepas MDR apresentavam menor atividade de lipase, elastase, fosfolipase C e
quantidade piocianina quando comparado com cepas multidroga-sensivel (MDS),
nao foram observadas diferengas significativas na atividade da protease alcalina.
Levando a crer que, as cepas de P. aeruginosa MDR tém a viruléncia diminuida
guando comparada com cepas MDS. Entretanto este estudo limitou-se a pesquisa
fenotipica desses fatores de viruléncia, ndo sendo confirmada a deteccédo dos genes
responsaveis pela producdo dos mesmos. E importante ressaltar também que o
estudo citado foi realizado com isolados oriundos de um unico hospital da Polbnia, e
levando em consideracédo a diversidade dos perfis de P. aeruginosa encontradas em
diferentes regides, faz-se necessario ampliar estudos locais.

Assim, este estudo visa descrever a correlacao entre a presenca dos fatores
de viruléncia através de testes fenotipicos (protease alcalina, lipase, letinase,
hemolisina, pigmentos) e genéticas (genes aprA, lasA, lasB, plcH, plcN e toxA ) e o
padrdo de resisténcia aos antibidticos (MDS e MDR), a variabilidade genética e a
origem entre isolados clinicos de P. aeruginosa.
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Metodologia
Isolados Bacterianos

Para realizacdo do estudo foram analisados 30 isolados bacterianos
provenientes de amostras nosocomiais de P. aeruginosa. Estes isolados haviam
sido previamente identificados e testados quanto a susceptibilidade antimicrobiana,
e foram obtidos a partir de estoque congelado em glicerol 20% a -20°C da
bacterioteca do Laboratério de Bacteriologia e Biologia Molecular do Departamento
de Medicina Tropical da UFPE.

Os isolados foram selecionados aleatoriamente de acordo com seus perfis de
susceptibilidade e classificados de acordo com o CLSI (2014) em MDS (multidroga-
sensivel) e MDR, em um total de 15 isolados por grupo.

Para as andlises do presente estudo, os isolados foram reativados apos
inoculacdo em caldo BHI (Brain Heart Infusion) e incubacdo de 24 a 48 horas em
estufa a 37°C. Apds o crescimento bacteriano, os isolados foram semeados em meio
Agar Cetrimide, que é seletivo para o isolamento de P. aeruginosa, bem como
cultivados em Agar nutriente para conservagdo dos mesmos em estoque.

Padrao de resisténcia

Para padronizacdo da resisténcia MSD e MDR, foi realizada confirmacéo do
padrdo de susceptibilidade aos antimicrobianos através da realizacdo do teste de
disco difuséo, segundo o CLSI 2014.

Os isolados foram inoculados em caldo BHI e incubados a 37°C até obter
crescimento com suspensao semelhante ao tubo 0,5 da escala de Mac Farland. Em
seguida a suspenséo foi semeada de modo uniforme com o auxilio de um swab em
meio Agar Mueller Hinton, e os discos de antimicrobianos dispensados sobre a
superficie. As placas foram incubadas a 37°C por 24 horas, e ap0s este periodo foi
realizada a leitura dos halos de inibicdo conforme recomendagéo do CLSI 2014.

Os isolados foram testados frente aos seguintes antimicrobianos segundo
suas classes, cefalosporinas: ceftazidima (CAZ), cefepime (CPM),cefotaxima (CTX),
ceftriaxona (CRO); carbapenemicos: imipenem (IMP), meropenem (MPM);
quinolonas: ciprofloxacina (CIP), norfloxacina (NOR), ofloxacina (OFX); macrolideos:
azitromicina (ATM); B -lactamico + inibidor de B -lactamase: Ticarcilina + acido
clavulanico (TAC); aminoglicosideos: gentamicina (GEN) eamicacina (AMI).

Os isolados que foram resistentes a menos de trés classes de
antimicrobianos foram classificados como MDS, e aqueles que foram resistentes a
trés ou mais classes classificados como MDR, conforme Deptuta e Gospodarek
(2009)

Producéao de Pigmentos

A avaliacdo da producédo de pigmento (piocianina, pioverdina, piorrubina e
piomelanina) foi realizada através da observacéo da coloragao correspondente a
cada pigmento apresentada no meio de cultivo Agar cetrimide apds 24 horas de
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incubacédo a 37°C, a producédo de pioverdina foi confirmada ao submeter as culturas
a luz ultravioleta e estas emitirem fluorescéncia (WINN et al., 2008).

Producdo de Hemolisinas

Na avaliacdo da producédo de hemolisinas, os isolados foram semeados em
agar sangue e incubados por 24 horas a 37°C. Foram considerados produtores de
hemolisinas os isolados que apresentarem halo translicido ao redor das col6nias,
indicando hemolise (WINN et al., 2008).

Producao de Protease alcalina

A pesquisa de produgao de protease alcalina foi realizada de acordo com o
método de JAGGER; BAHNER; WARREN (1983). Os isolados foram inoculados
Agar skim milk (2%) e incubados & 37°C durante 24 horas. A presenca de um halo
translicido ao redor das col6nias foi interpretada como resultado positivo, e a
auséncia deste halo como resultado negativo. Foi utilizada a cepa de referéncia de
P. aeruginosa ATCC15692 (PA 01) como controle positivo.

Producao de Fosfolipase C

Para determinar a producéo de fosfolipase C, foi utilizado o método descrito
por Habermann e Hardt (1972) com modificagdes. Os isolados foram inoculados em
spots em placas contendo meio de cultivo TSA (Trypticase Soy Agar) enriquecido
com 10% (vol/vol) de solucdo de gema de ovo com telurito. As placas foram
incubadas em estufa por 24 horas a 37°C. A producdo de um precipitado negro
sobre a zona de crecimento foi considerado positivo para reducao de fosfolipase C,
0S que nao apresentaram negativo. Foi utilizada a cepa de referéncia de P.
aeruginosa ATCC15692 (PA 01) como controle positivo.

Producéo de Lipases

A producao de lipases foi determinada segundo o método descrito em Janda
e Bottone (1981). Os isolados foram inoculados em TSA enriquecido com 1% Tween
80, e incubados a 37°C, durante 24 horas. A formacéo de um halo turvo em torno da
zona de crescimento foi considerada positiva para a producao de lipases, e a
auséncia deste negativo. Foi utilizada a cepa de referéncia de P. aeruginosa
ATCC15692 (PA 01) como controle positivo.

Pesquisa da relacédo clonal

A relacéo clonal foi determinada através da técnica de ERIC-PCR, que foram
preparadas em um volume de 25 ul por tubo contendo: 100ng de DNA bacteriano,
10 pmol dos primers (ERIC-1: 5-ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3’; ERIC-2: 5'-
AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3’) (DUAN et al., 2009), tampéo 1x, 200 uM de
DNTP, 1,5uL de MgCI2 e 1U de tag DNA polimerase. Os parametros da PCR foram:
desnaturacao inicial 95°C por 3min, seguido de 30 ciclos de 92°C por 1 minuto,
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anelamento de 36°C por 1 minuto e extensdo de 72°C por 8 minutos, seguido del6
min a 72°C. Os produtos foram corados com o corante blue-green e submetidos a
eletroforese a 1,5% em gel de agarose, visualizados em luz UV e fotodocumentados.
A andlise dos dados e a constru¢cdo do dendrograma foram feitas utilizando o
software Past.exc.

Deteccédo dos genes de viruléncia

A pesquisa de genes de viruléncia que codificam protease alcalina (aprA) F
(5-GTCCTATACCGTCGACCAGGC-3’), R (5-GTCGCTACCCGAGCCGCCGAT-3),
928 bp (LOMHOLT; POULSEN; KILIAN, 2001); elastase A (lasA) F (5-
CGCCATCCAACCTGATGCAAT-3), R (5-AGGCCGGGGTTGTACAACGGA-3’), 514
bp ((LOMHOLT; POULSEN; KILIAN, 2001)); elastase B (lasB) F (5
GGAATGAACGAAGCGTTCTC-3), R (5-GGTCCAGTAGTAGCGGTTGG-3’), 300 bp
(LANOTTE et al, 2004); fosfolipase C hemolitica (plcH) F(5'-
GAAGCCATGGGCTACTTCAA-3), R (5-AGAGTGACGAGGAGCGGTAG-3’), 307
bp (LANOTTE et al, 2004) e exotoxina A (toxA) F (5-
GGTAACCAGCTCAGCCACAT-3), R (5-TGATGTCCAGGTCATGCTTC-3’), 352 bp
(LANOTTE et al., 2004), foram detectados por PCR (reacdo em cadeia da
polimerase).

A reacdo de PCR (reacdo em cadeia da polimerase) foi realizada como
descrito por Lanotte et al. (2004) e Lomholt, Poulsen e Kilian (2001), com
modificacdes. As reacdes de amplificacdo foram realizadas num volume final de 25
uL contendo 10 ng de DNA, 0,2 mM de dNTP, 20 pmol de cada iniciador, MgCI2 2
mM e 1,0 U Taq polimerase de DNA em tampdo de reacdo 5X. O DNA foi
amplificado em um Termociclador utilizando o seguinte protocolo: desnaturacao
inicial 94C durante 3 min, 30 ciclos, desnaturacdo 94°C por 30 s, anelamento 55°C
durante 1 min e extensdo 72°C durante 1 min 30 s, e extensdao final de 72°C por 5
min, cada gene foi amplificado separadamente. A excecdo ao protocolo descrito € o
gene aprA que utilizou uma temperatura de anelamento de 62°C. Os produtos de
PCR foram detectados apOs electroforese em 1% em gel de agarose, corados
corante blue-green (0,05 ug / mL) a 100 V durante 30 min e detectados por
transluminacédo UV e fotodocumentados. A cepa de P. aeruginosa ATCC15692 (PA
01) foi utilizada como controle positivo.

Resultados

Padrao de resisténcia

Os dados do perfil de susceptibilidade estdo apresentados na Figura 1. Os
maiores percentuais de resisténcia (considerando resultados resistentes e
intermediarios) foram observados entre as cefalosporinas, ceftazidima com 50%
(15/30), enquanto que a norfloxacina, apresentou a menor frequéncia de isolados
resistentes 16,67% (5/30).
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Figural. Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos de Isolados clinicos de P. aeruginosa

Nota: ceftazidima (CAZ), cefepime (CPM),cefotaxima (CTX), ceftriaxona (CRO);
imipenem (IMP), meropenem (MPM); quinolonas: ciprofloxacina (CIP), norfloxacina
(NOR), ofloxacim (OFX); azitromicina (ATM); Ticarcilina + acido clavulamico (TAC);
gentamicina (GEN), amicacina (AMI).

A frequéncia da resisténcia as classes de antimicrobianos entre isolados MDS
e MDR esta representada na figura 2 e a distribuicdo da frequéncia dos isolados
conforme o nimero de classes a qual eles foram resistentes esta descrita na tabela
1. Nota-se que entre isolados MDS houve uma maior frequéncia de isolados
resistentes a cefalosporinas 66,67% (10/15) e todos os isolados testados foram
sensiveis aos carbapenémicos e quinolonas, e entre isolados MDR todos os

isolados apresentaram resisténcia a classe das cefalosporinas, e uma menor
frequéncia da resisténcia aos aminoglicosideos 53,34% (8/15).
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Figura 2. Perfil de resisténcia as classes de antimicrobianos entre isolados MDS e
MDR de P. aeruginosa
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Tabela 1. Frequéncia de isolados resistentes conforme o numero de classes
de antimicrobianos testados

MDS N %

Sensiveis a todas as classes

5 334

Resistente a 1 classe

Cefalosporinas 5 334
Resistentes a 2 clases

Cefalosporinas + Aminoglicosideos 3 20

Cefalosporinas + Macrolideos 1 6,7

Cefalosporinas + (3 -lactamicos 1 6,7
Total 5 100

MDR

Resistentes a 3 classes

Cefalosporinas + 8 —lactamicos + Macrolideos 3 20

Cefalosporinas + Carbapenémicos + Quinolonas 1 6,7

Resistentes a 4 classes

Cefalosporinas + Quinolonas + Macrolideos + 3 —lactamicos 2 134
Cefalosporinas + Carbapenemicos + Quinolonas + Macrolideos 1 6,7

Resistentes a 5 classes
Cefalosporina+Carbapenemicos+Quinolona+Macrolideo+ 3 20
Aminoglicosideos

Cefalosporinas + Carbapenemicos +Quinolonas + Macrolideos 1 67
+ B —lactamicos

Resistentes a todas as classes 4 26,7

Total 5 100

Nota: N = nimero de isolados

Origem dos isolados bacterianos

A figura 3 mostra a distribuicAo das origens das amostras nosocomiais de P.
aeruginosa. Mais da metade dos isolados foram oriundos de amostras de secrecdes
traqueais.
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Figura 3. Distribuicdo das amostras nosocomiais por P. aeruginosa
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Fatores de viruléncia fenotipicos

Foi feita a pesquisa fenotipica de 7 caracteristicas associadas a viruléncia,
com os resultados expressos na forma nominal (presente/ausente): piocianina,
pioverdina, piomelanina, hemolisina, protease, lipase e fosfolipase C. Os resultados
estdo apresentados na figura 4. Onde é possivel visualizar que entre os isolados
MDS houve uma maior producéo de fosfolipase e entre os isolados MDR houve uma
maior producédo de lipase. Para a producdo de proteases e pioverdina ambos os
grupos obtiveram a mesma frequéncia, sendo que para a pioverdina todos os
isolados estudados apresentaram sua producéo.

120%

100%

80%

60%

m MDS

40% = MDR

20%

0%

Figura 4: Frequéncia dos fendtipos de viruléncia de isolados clinicos de P.
aeruginosa de acordo com o padréo de resisténcia MDS e MDR
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Genes de viruléncia

Os resultados na figura 5 apresentam a distribuicdo da frequéncia dos genes
de viruléncia de acordo com o padréo de resisténcia. Os isolados MDS obtiveram
uma frequéncia 20% menor dos genes toxA e lasA, que os isolados MDR.

Todos os isolados em estudo apresentaram os genes lasB e plcH.

120%

100%

80%

60% - = MDS
® MDR

40% -

20% -

0% n T T T T

toxA lasA lasB plcH aprA

Figura 5: Frequéncia dos genes de viruléncia de isolados clinicos de P. aeruginosa
de acordo com o padrao de resisténcia MDS e MDR

Relacdo genética

A tipagem molecular dos isolados revelou 28 perfis genéticos, com a presenca de 2
clones, a figura 6 é a representacdo do dendrograma de similaridade genética entre
todos os isolados de P. aeruginosa estimado pela técnica de ERIC-PCR.
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Figura 6: Dendrograma de similaridade genética entre todos os isolados de P.
aeruginosa estimado pela técnica de ERIC-PCR
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As figuras 7 e 8 apresentam dendrogramas de similaridade genética entre os
isolados MDS e MDR, respectivamente, onde € possivel visualizar que os clones

mencionados foram encontrados entre os isolados MDR.
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Figura 7: Dendrograma de similaridade genética entre os isolados MDS de P.
aeruginosa estimado pela técnica de ERIC-PCR
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Discussao

Os resultados do perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos de isolados
clinicos de P. aeruginosa deste estudo revelou que 50% dos isolados apresentaram
resisténcia a ceftazidima Por ser uma cefalosporina de terceira geracdo, a
ceftazidima é utilizada em tratamentos de infec¢Bes graves, tais como septicemia e
infeccbes diversas causadas por P. aeruginosa (PEREZ et al.,, 2012). No Brasil,
Marra et al (2011) revelou que entre os isolados de P. aeruginosa 36,6% eram
resistentes a ceftazidima (MARRA et al., 2011). Jacome et al (2012) relatou 32,79%
de resisténcia a ceftazidima entre isolados de P.aeruginosa de Recife. Um estudo de
andlise prospectiva durante um ano realizado na india revelou que 59% das P.
aeruginosa isoladas de varios sitios e diferentes amostras clinicas também foram
resistentes a ceftazidima (UMADEVI et al., 2011).

No presente estudo, entre os isolados MDS houve uma maior resisténcia as
cefalosporinas 66,67% (10/15), assim como entres os isolados MDR, onde todos os
isolados apresentaram resisténcia a classe das cefalosporinas. A tendéncia a menor
sensibilidade as cefalosporinas tem sido descritas em outras regiées gracas ao uso
em larga escala das cefalosporinas de 32 geracdo como opc¢ao terapéutica quase
exclusiva, por muitos anos, para pacientes graves nas emergéncias e enfermarias
de hospitais publicos (BAYRAM; BALCI, 2006; MCGOWAN, 2006).

Todos os isolados MDS testados foram sensiveis aos carbapenémicos e
quinolonas. Jacome et al. (2012), descreveu que em isolados hospitalares de P.
aeruginosa os farmacos imipenem e meropenem foram compostos mais ativos
apresentando 63,93% e 62,3% de susceptibilidade respectivamente. E entre
isolados MDR e uma menor frequéncia da resisténcia aos aminoglicosideos 53,34%
(8/15), Pires et al. (2009), destaca a amicacina com 84,62% de susceptibilidade. A
grande diversidade apresentada no perfil de susceptibilidade as classes de
antimicrobianos sugere a existéncia de associacdo de diversos mecanismos de
resisténcia.

Os isolados que foram sensiveis a todas as classes de antimicrobianos, eram
oriundos de secrecbes traqueais, de individuos nas UTIs (unidades de terapia
intensiva) e mais da metade dos isolados em estudo tiveram como origem amostras
de secrecdo traqueal, o resultado ndo surpreende, visto que P. aeruginosa € um dos
principais micro-organismos relacionados a infeccfes associadas a pacientes em
uso de tubos endotraqueais (STRATEVA; MITOV, 2011).

Em nosso trabalho 40% e 33,34% dos isolados MDS e MDR,
respectivamente, apresentaram producdo de piocianina, valores semelhantes ao
encontrados por Deptuta e Gospodarek (2009), 33 (44,4%) MDS e 31 (41,3%) MDR.
A superproducéo de piocianina foi detectada em diferentes secre¢bes das vias
aéreas de pacientes colonizados por P. aeruginosa, além de estar associada com a
gravidade da doenca e a diminuicdo da funcdo pulmonar (RADA;LETO, 2013).

Silva et al. (2014) encontrou uma maior producdo de piocianina em isolados
oriundos infecgbes urinarias. Entre nossos resultados, todos os isolados produtores
de piocianina foram oriundos de amostras de secrecao traqueal e urina. Em todos os
isolados analisados foi observada a producdo de pioverdina e apenas um isolado
apresentou piomelanina, em Prado, (2009) mais de 74% das cepas clinicas exibiram
pioverdina. Finlayson e Brown (2011) estudaram isolados clinicos de diversas
origens comparando as cepas pigmentadas (produtoras de piocianina e/ou
pioverdina) com cepas ndo pigmentadas e concluiram que os isolados pigmentados
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produzem mais elastase, protease e lipase que os ndo pigmentados. No presente
trabalho, todos os isolados apresentaram algum tipo de pigmento o que pode estar
associada a grande frequéncia dos demais fatores de viruléncia.

Uma alta produgéo de hemolisina foi detectada em ambos os grupos 86,67%
MDS e 93,34% em MDR. Trés isolados apresentaram fenotipicamente resultados
negativos para hemolise, contudo foram positivos para a deteccdo do gene plcH. A
fosfolipase C hemolitica e os ramnolipidios sdo hemolisinas produzidas por P.
aeruginosa que poderiam agir de maneira sinérgica na degradacdo dos lipidos e
lecitinas, de modo que potencialise a lise dos eritrocitos (JURGENS;OZEL;TAKAISI-
KIKUNI, 2002).

Neste trabalho 93,34% dos isolados MDR e MDS apresentaram producao de
protease, assim como em Deptuta e Gospodarek (2009), nao houve diferengas entre
0S grupos, os dois isolados que ndo apresentaram atividade proteolitica no teste
fenotipico também apresentaram resultado negativo na detec¢cdo do gene aprA,
demonstrando correspondencia.

Deptuta e Gospodarek (2009), demonstraram que sobrenadantes de cultura
das cepas de P. aeruginosa MDR, houve uma menor atividade lipolitica foi
observado, fato similar também foi representado no presente estudo onde 73,34%
dos isolados MDS apresentaram atividade lipolitica, enquanto apenas 40% dos
isolados MDR foram positivos.

Neste estudo 60% dos isolados MDS e 80% dos MDR apresentaram atividade
da fosfolipase C, contrapondo-se aos resultados de Deptuta e Gospodarek (2009),
onde as cepas MDR expressaram uma menor atividade fosfolipase C em
sobrenadantes de cultura do que as cepas de MDS. Todos os isolados estudados
foram positivos para a deteccdo do gene plcH, igual ao estudo de Prado (2009),
contudo nove isolados nao apresentaram fenotipicamente producdo de fosfolipase
C, este fato pode ter ocorrido devido a regulagéo de expressao do gene.

Os resultados da deteccdo dos genes lasA e lasB, responsaveis pela
expressdo das elastases A e B, respectivamente, demonstraram uma menor
frequéncia entre isolados MDR 66,67%, em relacdo a isolados MDS 86,67%.
Deptuta e Gospodarek (2009) obtiveram uma baixa atividade da elastase observada
nos sobrenadantes de cepas MDR de P. aeruginosa quando comparado com cepas
MDS, uma baixa atividade da protease lasA também foi observado em cepas de
MDR por Sanchez et al. (2002), que indicaram que mutantes de P. aeruginosa que
superexpressam bombas de efluxo, produziram quantidades inferiores de elastase,
contudo é necessario lembrar que tanto lasA quanto lasB sédo regulados por um
guorum sensing, portanto sua expressao varia bastante conforme a regulacéo.

Alguns artigos relatam haver uma relagéo entre lasB e toxA (o gene estrutural
para a exotoxina A) em cepas isoladas a partir de pulmdes de pacientes com fibrose
cistica, em que os transcritos destes genes sdo regulados para mais nas células
bacterianas (STOREY et al., 1997,1998). Neste trabalho ndo foi possivel observar tal
aspecto, contudo 60% dos isolados MDS e 40% dos MDR apresentaram 0 gene
toxA. Em relagdo aos isolados resistentes a todas as 6 classes de antimicrobianos
testados todos foram negativos em relacao a deteccao do gene toxA.

Em relag&o ao perfil genético, foi encontrada uma grande diversidade, em um
total de 30 isolados foi possivel observar 28 perfis genéticos. A presenca de clones
ocorreu entre os isolados MDR, curiosamente os clones P137HC e P109HC
apresentaram resultados discordantes no teste da producdo de hemolisina, e 0s
clones P30HC e P45HC apresentaram resultados discordantes para a producao de
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fosfolipase C. Tais resultados possivelmente ocorreram devido a regulacdo da
expressao de genes, ja que P. aeruginosa possui sistemas de quorum sensing que
€ sdo responsaveis pela regulacdo da expressao de plcH (fosfolipase C hemolitica),
raminolipideos entre outros fatores de viruléncia (STRATEVA; MITOV, 2011), o que
explicariam tais diferencas fenotipicas.

Neste estudo os fatores de viruléncia dos isolados MDR apresentaram menor
producéo de piocianina e lipase, e menor deteccao dos genes toxA e lasA, enquanto
os MDS, apresentaram menor producdo de hemolisina e fosfoliase C. Embora
alguns estudos relatem que a aquisicdo de fatores de viruléncia pelas bactéria
multirresistentes durante o processo infeccioso poderia levar a gastos metabdlicos
desnecessarios ao micro-organismo (Sanchez et al., 2002), e que 0 acréscimo de
mecanismos de resisténcia leva a diminuigdo dos fatores de viruléncia (DEPTULA;
GOSPODAREK, 2009). Os resultados obtidos demonstraram essa correlacdo
apenas para alguns dos fatores estudados, sugerindo que esta relacdo seja
multifatorial. Contudo, a presenca destes fatores de viruléncia em quase todos o0s
isolados estudados nos alertas para o elevado nivel de patogenicidade dos isolados
derivados de infec¢cdes nosocomiais. Demonstrando, portanto que P. aeruginosa €
um patdégeno capaz de acumular inimeros fatores de viruléncia e em alguns casos
associado a multirresisténcia, o que dificulta o tratamento de infeccbes causadas por
este micro-organismo.
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6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

O perfil de resisténcia aos antimicrobianos entre os isolados MDS e MDR foi mais
frequente entre as cefalosporinas, sendo a ceftazidima o farmaco com maior
resisténcia.

Isolados MDS apresentaram-se mais sensiveis aos carbapenémicos e quinolonas e
0s MDR aos aminoglicosideos.

Uma grande diversidade genética foi observada, a presenca de clones com perfis
fenotipicos de viruléncia distintos evidencia a existéncia dos mecanismos de
regulacdo da expressao dos genes.

A relacao entre fatores de viruléncia e padrées de resisténcia conforme os sitios de
infecgbes foram observados para os isolados sensiveis a todos os antimicrobianos,
onde todos eram de origem de secrec¢ao traqueal, e, para a producao de piocianina
onde todos os isolados advinham de amostras de secrecéo traqueal e urina.

Uma elevada frequéncia de producdo de fatores de viruléncia pesquisados
fenotipicamente e genotipicamente entre isolados MDS e MDR foi observada nos
isolados clinicos de P. aeruginosa

A tendéncia descrita por varios autores de que com o aumento da resisténcia aos
antimicrobianos haveria uma diminuicdo dos fatores de resisténcia foi observada
neste trabalho em relagdo aos genes toxA e lasA e na producdo de lipase e
piocianina.

PERSPECTIVAS

Sequenciamento dos genes pesquisados
Expressao genética dos genes pesquisados
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Abstract:

Pseudomonas aeruginosa has great genetic and metabolic plasticity enabling the
development of multidrug-resistant strains (MDR) and the ability to express
numerous virulence factors. This study aimed to correlate the pattern of antimicrobial
susceptibility, production of virulence factors by phenotyping techniques (alkaline
protease, hemolysin, phospholipase C, lipase and pigments) and genetic (aprA, lasA,
lasB, plcH and toxA by PCR) and the genetic variability of 30 isolates from different
sites of infection, 15 isolated multidrug-sensitive (MDS) and 15 MDR. 50% of the
isolates were resistant to ceftazidime, cephalosporin antimicrobial class being more
resistant isolates, all MDR being resistant. All isolates were susceptible to
carbapenems MDS and quinolones. The diversity of susceptibility to antimicrobial
classes suggests the existence of an association of several resistance mechanisms.
53% of the isolates came from tracheal aspirate samples. Regarding virulence
factors MDR isolates showed lower production pyocyanin and lipase, and lower
detection toxA and lasA genes, while MDS, showed lower production of hemolysin
and phospholipase C. There was no difference between groups for the production of
alkaline protease and aprA gene. All isolates showed pyocyanin production and lasB
and plcH genes. 28 genetic profiles were found, 2 MDR clones, showing great
diversity. Although some studies to report that the resistance mechanisms increase
leads to reduction of virulence factors, the results obtained are observed this to
produce alkaline protease, hemolysin, phospholipase C and aprA genes, suggesting
that this correlation is multifactorial. However, the occurrence of these virulence
factors in nearly all isolates studied suggests a high level of pathogenicity of isolates.
We conclude that P. aeruginosa is a pathogen able to accumulate numerous
virulence factors and often associated with multidrug resistance.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa; Virulence; Resistence.

Introduction:

In recent years the hospital infections caused by Pseudomonas aeruginosa
has been one of the main challenges for antimicrobial therapy, as commonly these
bacilli has presented a broad spectrum of resistance to different classes of
antimicrobial agents through the acquisition of several distinct mechanisms of
resistance (FUENTEFRIA et al, 2008;. TODAR, 2012). The combination of these
resistance mechanisms originated multidrug-resistant isolates (MDR) (LIVERMORE,
2002;. MAGIORAKOS et al, 2012), which added the lack of prospects for the
introduction of new drugs that could be used against this pathogen caused the need
investigations of its physiology, especially with regard to their many virulence factors
that also contribute to define the potential pathogenicity of the infectious process,
because it favors infection increasing tissue damage and protecting against P.
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aeruginosa recognition system immune and action of antimicrobials (Landman et al.,
2002; TODAR, 2012).

Some studies have shown a high percentage of the presence of virulence
factors in P. aeruginosa isolates. In a study conducted in China (. WANG et al, 2013)
about 80% of the isolates showed production of elastase, pyocyanin and alkaline
protease; in Brazil JAcome et al (2012) found similar results (34.4% mucous colonies;
70.5% producers pyocyanin; 93.4% producers gelatinase; 72.1% producers
hemolysin) in relation to the resistance pattern of these isolates showed 54.1% MDR
and 4.9 % PDR (pan-resistant). However, studies that correlate the production of
virulence factors with the resistance profile to P. aeruginosa of antimicrobials are still
rare.

A study conducted in Poland by Deptula and Gospodarek (2010) showed that
MDR strains had lower lipase activity, elastase, phospholipase C and pyocyanin
amount when compared with multidrug-sensitive strains (MDS), there were no
significant differences in alkaline protease activity. Leading us to believe that the
strains of MDR P. aeruginosa have decreased virulence compared with MDS strains.
However, this study was limited to phenotypic research of these virulence factors, not
confirmed the detection of genes responsible for the production thereof. It is also
important to note that the study cited was performed with isolates from a single
hospital in Poland, and taking into account the diversity of P. aeruginosa profiles
found in different regions, it is necessary to expand local studies.

This study aims to describe the correlation between the presence of virulence
factors through phenotypic tests (alkaline protease, lipase, letinase, hemolysin,
pigments) and genetic (genes aprA, lasA, lasB, plcH, plcN and toxA) and standard
antibiotic resistance (MDR and MDS), the genetic variability and origin of clinical
isolates of P. aeruginosa.

Methodology

Bacterial isolates

For the study were analyzed 30 bacterial isolates from nosocomial strains of
P. aeruginosa. These isolates were previously identified and tested for antimicrobial
susceptibility, and were obtained from frozen stocks in 20% glycerol at -20
bacterioteca of Bacteriology Laboratory of Molecular Biology, Department of Tropical
Medicine UFPE.

The isolates were selected randomly according to their susceptibility profiles
and ranked according to the CLSI (2014) MDS (multidrug-sensitive) and MDR in a
total of 15 isolates per group.

For the analysis of this study, the isolates were reactivated after inoculation in
BHI (Brain Heart Infusion) and incubation for 24 to 48 hours at 37°C. After the growth
of bacteria, isolates were grown on cetrimide agar medium, which is selective for the
isolation of P. aeruginosa, and cultured in nutrient agar for storage thereof in stock.
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Resistance pattern

For standardization of MSD and MDR resistance, standard confirmation
susceptibility was performed antimicrobials by performing the disk diffusion test,
according to the CLSI 2014.

The isolates were inoculated into BHI broth and incubated at 37 ° C until
growth suspension similar to the tube 0.5 of the MacFarland scale. Then the
suspension was seeded uniformly with the aid of a swab on Mueller Hinton agar
medium, and antimicrobial discs dispensed on the surface. The plates were
incubated at 37 ° C for 24 hours and after this period was performed reading the
inhibition zones as recommended by CLSI, 2014.

The isolates were tested against the following antimicrobials according to their
classes, cephalosporins: ceftazidime (CAZ), cefepime (CPM), cefotaxime (CTX),
ceftriaxone (CRO); carbapenems: imipenem (IMP), meropenem (MPM); quinolone
ciprofloxacin (CIP), norfloxacin (NOR), ofloxacin (OFX); Macrolides: Azithromycin
(ATM); B -lactamico + B-lactamase inhibitor: Ticarcillin + clavulanic acid (TAC);
aminoglycosides: gentamicin (GEN) and amicacina (AMI).

Isolates that are resistant least three classes of antimicrobial agents have
been classified as MDS, and those who were resistant to three or more classes
classified as MDR, as Deptula and Gospodarek (2009).

Pigment Production

The evaluation of pigment production (pyocyanin, pioverdina, piorrubina and
piomelanim) was performed by observing the corresponding color to each pigment
presented in the culture medium cetrimide agar after 24 hours incubation at 37 ° C
pioverdina production was confirmed by subjecting the cultures to UV light, they emit
fluorescence (WINN et al., 2008).

Production of hemolysins

In the evaluation of hemolysin production, isolates were grown on blood agar
and incubated for 24 hours at 37 ° C. hemolysin producers were considered isolates
present translucent halo around the colonies, indicating hemolysis (WINN et al.,
2008).

Alkaline protease Production

The alkaline protease producing research was carried out according to the
method JAGGER; BAHNER; WARREN (1983). The isolates were inoculated skim
milk agar (2%) and incubated at 37 ° C for 24 hours. The presence of a translucent
halo around the colonies was interpreted as a positive result, and the absence of this
halo as negative. The reference strain of P. aeruginosa ATCC15692 (PA 01) was
used as positive control.

Production Phospholipase C

To determine the production of phospholipase C, it was used the method
described by Hardt and Habermann (1972) with modifications. The isolates were
inoculated in spots on plates containing TSA culture medium (Trypticase Soy Agar)
supplemented with 10% (vol / vol) egg yolk solution tellurite. The plates were
incubated in a greenhouse for 24 hours at 37 ° C. The production of a black
precipitate on growth zone was considered positive for phospholipase C reduction,
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those who were negative. The reference strain of P. aeruginosa ATCC15692 (PA 01)
was used as positive control.
Production of Lipase

The lipase production was determined by the method described in Bottone
and Janda (1981). Isolates were inoculated in TSA supplemented with 1% Tween 80,
and incubated at 37 for 24 hours. The formation of a halo around the turbid zone of
growth was considered positive for the production of lipases, and the absence of this
negative. The reference strain of P. aeruginosa ATCC15692 (PA 01) was used as
positive control.

Search clonally

The clonally was determined by ERIC-PCR, which were prepared in a volume
of 25 ael per tube containing: 100 ng of bacterial DNA, 10 pmol primers (ERIC-1: 5'-
ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3 s ERIC- 2: 5'-
AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3 ') (DUAN et al, 2009), 1x buffer, 200 uM DNTP,
1,5uL MgCI2 and 1U Tag DNA polymerase.. The PCR parameters were: initial
denaturation 95 ° C for 3min, followed by 30 cycles of 92 ° C for 1 min, annealing 36
° C for 1 minute and extension at 72 ° C for 8 minutes, followed by 16 minutes at 72 °
C. The products were stained with the blue-green colorant and subjected to
electrophoresis on 1.5% agarose gel, visualized in UV light and photodocumented.
Data analysis and dendrograms were made using Past.exc software.

Detection of virulence genes

The search for virulence genes encoding alkaline protease (Apra) F (5'-
GTCCTATACCGTCGACCAGGC-3 '), R (5-GTCGCTACCCGAGCCGCCGAT-3),
928 bp (Lomholt; POULSEN, KILIAN, 2001); The elastase (LASA) F (5'-
CGCCATCCAACCTGATGCAAT-3 ), R (5-AGGCCGGGGTTGTACAACGGA-3),
514 bp ((Lomholt; POULSEN, KILIAN, 2001)); elastase B (lasB) F (5'-
GGAATGAACGAAGCGTTCTC-3 '), R (5-GGTCCAGTAGTAGCGGTTGG-3'), 300
bp (LANOTTE et al, 2004); hemolytic phospholipase C (PLCH) F
(GAAGCCATGGGCTACTTCAA 5-3 '), R (5'-AGAGTGACGAGGAGCGGTAG-3),
307 bp (LANOTTE et al, 2004) and exotoxin A (Toxa) F (5'-
GGTAACCAGCTCAGCCACAT -3, R (5-TGATGTCCAGGTCATGCTTC-3'), 352 bp
(LANOTTE et al., 2004) were detected by PCR (polymerase chain reaction).

The PCR reaction (polymerase chain reaction) was performed as described by
Lanotte et al. (2004) and Lomholt, Poulsen and Kilian (2001) with modifications.
Amplification reactions were performed in a final volume of 25 uL containing 10 ng
DNA, 0.2 mM dNTPs, 20 pmol of each primer, 2 mM MgCI2 and 1.0 U Tag DNA
polymerase in 5X reaction buffer. The DNA was amplified in a thermal cycler using
the following protocol: initial denaturation 94C for 3 min, 30 cycles, denaturing at 94 °
C for 30 sec, annealing 55 for 1 min and 72 ° C extension for 1 min 30 s and final
extension at 72 ° C for 5 min , each gene was amplified separately. The exception to
the described protocol is the gene that APRA used an annealing temperature of 62 °
C. PCR products were detected after electrophoresis on 1% agarose gel, stained
blue-green dye (0.05 g / ml) at 100 V for 30 min and detected by UV and
transluminacéo photodocumented. The ATCC15692 strain of P. aeruginosa (PA 01)
was used as a positive control.




Silva, S.T. ANALISE FENOTIPICA E GENETICA DE FATORES DE VIRULENCIA ISOLADOS ... 58

Results

Resistance pattern

The susceptibility profile data are shown in Figure 1. The highest percentage
resistor (considering resistant and intermediate results) are observed among
cephalosporins, ceftazidime 50% (15/30), while norfloxacin, showed the lowest
frequency isolates resistant 16.67% (5/30).

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Sensivel
M Intermediario

M Resistente

CAZ CPM CTX CRO IMP MPM CIP NOR OFX ATM TAC GEN AMI

Figure 1. Profile susceptibility to clinical isolates of P. aeruginosa antimicrobial
Note: ceftazidima (CAZ), cefepime (CPM),cefotaxima (CTX), ceftriaxona (CRO);

imipenem (IMP), meropenem (MPM); quinolonas: ciprofloxacina (CIP), norfloxacina
(NOR), ofloxacim (OFX); azitromicina (ATM); Ticarcilina + acido clavulamico (TAC);
gentamicina (GEN), amicacina (AMI).

The frequency of resistance to the classes of antimicrobials between MDS and
MDR isolates is shown in Figure 2 and the frequency distribution of isolated as the
number of classes which they were resistant is shown in Table 1. Note that among
isolates there was a MDS greater frequency of isolates resistant to cephalosporins
66.67% (10/15) and all isolates tested were susceptible to carbapenems and
guinolones, and among MDR isolates all isolates were resistant to cephalosporin
class of, and a lower frequency of resistance to aminoglycosides 53.34% (8/15).
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Figure 2. Resistance profile to antimicrobial classes between MDS and MDR isolates
of P. aeruginosa

Table 1. Frequency of resistant isolates tested as the number of classes of
antimicrobials

MDS N %
Sensitive to all classes 5 334
Resistant to 1 Class

Cefalosporinas 5 334

Resistant to 2 Class

Cefalosporinas + Aminoglicosideos 3 20
Cefalosporinas + Macrolideos 1 6,7
Cefalosporinas + 8 -lactamicos 1 6,7
Total 5 100
MDR

Resistant to 3 Class
Cefalosporinas +  —lactamicos + Macrolideos 3 20
Cefalosporinas + Carbapenémicos + Quinolonas 1 6,7

Resistant to 4 Class
Cefalosporinas + Quinolonas + Macrolideos + 3 —lactamicos 2 134

Cefalosporinas + Carbapenemicos + Quinolonas + Macrolideos 1 67

Resistant to 5 Class
Cefalosporina+Carbapenemicos+Quinolona+Macrolideo+ 3 20
Aminoglicosideos

Cefalosporinas + Carbapenemicos +Quinolonas + Macrolideos 1 67
+ B —lactdmicos

Resistant to all classes 4 26,7
Total 5 100

Note: N = number of isolates
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Origin of bacterial isolates

The Figure 3 shows the distribution of the origins of the samples of P. aeruginosa
nosocomial. More than half of the isolates were derived from samples of tracheal
secretions.

B Secregado traqueal
W Sangue
Urina

M Ponta de cateter

Figure 3. Distribution of nosocomial samples by P. aeruginosa

Virulence factors Phenotypic

It was searched 7 characteristics associated with virulence., with the results
expressed in nominal shape was made (present / absent): pyocyanin, pioverdina,
piomelanina, hemolysin protease, lipase and phospholipase C. The results are
shown in Figure 4. Where can see that among isolates MDS was increased
phospholipase production and between the MDR isolates there was a higher lipase
production. For the production of proteases and pioverdina both groups had the
same frequency, and for pioverdina all isolates studied had their production.
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Figure 4: Frequency virulence phenotypes of clinical P. aeruginosa isolates of MDS
according to the resistance pattern and MDR

Virulence genes

The results in Figure 5 show the frequency distribution of virulence genes according
to the pattern of resistance. MDS isolates obtained a 20% lower rate of toxA and lasA
genes, the MDR isolates.All isolates in the study had lasB and plcH genes.

120%

100%

80%

60% - m MDS
® MDR

40% -

20% -

0% n T T T T

toxA lasA lasB plcH aprA

Figure 5: Frequency of virulence genes of P. aeruginosa clinical isolates according to
the pattern of MDS and MDR resistant
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Genetic relationship

Molecular typing of isolates revealed 28 genetic profiles, in the presence of 2
clones, Figure 6 is a representation of genetic similarity dendrogram among all P.
aeruginosa isolates estimated by ERIC-PCR.
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Figure 6: Dendrogram of genetic similarity between all isolates of P. aeruginosa
estimated by ERIC-PCR
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The Figures 7 and 8 show dendrograms of genetic similarity between MDS
and MDR isolates, respectively, where you can view that the mentioned clones were

found among MDR isolates.
Similarity
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Figure 7. Dendrogram of genetic similarity between MDS isolates of P. aeruginosa
estimated by ERIC-PCR
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Figure 8: Dendrogram of genetic similarity between the MDR isolates of P.
aeruginosa estimated by ERIC-PCR
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Discussion

The results of antimicrobial susceptibility profile of clinical P. aeruginosa
isolates of this study revealed that 50% of the isolates were resistant to ceftazidime.
As a third generation cephalosporin, ceftazidime is used in treatment of severe
infections such as sepsis and infections several caused by P. aeruginosa (Perez et
al., 2012). In Brazil, Marra et al (2011) showed that among the isolates of P.
aeruginosa 36.6% were resistant to ceftazidime (MARRA et al., 2011). Jacome et al
(2012) reported 32.79% of ceftazidime resistance between Recife P. aeruginosa
isolates. A prospective analysis study for a year performed in India found that 59% of
P. aeruginosa isolated from various sites and different clinical samples were resistant
to ceftazidime (UMADEVI et al., 2011).

In this study, among the isolates MDS there was a greater resistance to
cephalosporins 66.67% (10/15), and all MDR isolates were resistant to the class of
cephalosporins. The trend to lower sensitivity to cephalosporins has been reported in
other regions thanks to the large-scale use of 3™ generation cephalosporins as
almost unique therapeutic option for many years, for serious patients in emergencies
and public hospitals wards (BAYRAM; BALCI 2006 ; McGowan 2006).

All MDS isolates tested were susceptible to carbapenems and quinolones.
Jacome et al. (2012) described that in hospital isolates of P. aeruginosa when
imipenem and meropenem drugs were more active compounds having 63.93% and
62.3% respectively susceptibility. And among isolates MDR and a lower frequency of
resistance to aminoglycosides 53.34% (8/15), Pires et al. (2009), highlights the
amikacin with 84.62% susceptibility. The great diversity presented in the
susceptibility profile to antimicrobial classes suggests the existence of an association
of several resistance mechanisms.

The isolates were sensitive to all classes of antimicrobials, they came from
tracheal secretions of individuals in the ICU (intensive care units) and more than half
of the isolates in the study had as source samples of tracheal aspirates, the result is
not surprising, since that P. aeruginosa is one of the main microorganisms related
infections associated with patients using endotracheal tubes (STRATEVA; MITOV,
2011).

In our study, 40% and 33.34% of MDS and MDR isolates, respectively,
showed pyocyanin production, similar to the values found by Deptula and
Gospodarek (2009), 33 (44.4%) MDS and 31 (41.3% ) MDR. The overproduction of
pyocyanin was detected in different airway secretions of patients colonized with P.
aeruginosa, also associated with the severity of disease and decreased pulmonary
function (RADA; LETO, 2013). Silva et al. (2014) found a higher production
pyocyanin in isolates from urinary tract infections. Among our results, all isolates
producers pyocyanin were derived from tracheal secretions and urine samples. In all
analyzed isolates was observed production pioverdina and only one isolate showed
piomelanina in Prado (2009) more than 74% of clinical strains exhibited pioverdina.
Finlayson and Brown (2011) studied clinical isolates from various origins comparing
the pigmented strains (pyocyanin production and / or pioverdina) with non-pigmented
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strains, and found that pigmented isolates produce more elastase, lipase and
protease than non-pigmented. In this study, all isolates had some type of pigment
which can be associated with high frequency of other virulence factors.

A high production of hemolysin was detected in both MDS 86.67% and
93.34% in the MDR group. Three isolates had phenotypically negative for hemolysis,
but were positive for the detection of plcH gene. The hemolytic phospholipase C and
the rhamnolipids are hemolysin produced by P. aeruginosa could act synergistically
in degradation of lipids and lecithins, so that potencialise for erythrocyte lysis
(JURGENS; OZEL; TAKAISI-KIKUNI, 2002).

In this work 93.34% of isolates MDR and MDS showed protease production,
as well as Deptula and Gospodarek (2009), there were no differences between the
groups, the two isolates showed no proteolytic activity in the phenotypic test also
showed negative results in detection the aprA gene, demonstrating correspondence

Deptula and Gospodarek (2009), demonstrated that culture supernatants of P.
aeruginosa strains of MDR, there was a lower lipase activity was observed, similar
event was also represented in the present study where 73.34% of MDS isolates
showed lipolytic activity, while only 40% of MDR isolates were positive.

In this study 60% of the isolates MDS and 80% of MDR showed the activity of
phospholipase C, in contrast to the results of Deptula and Gospodarek (2009), where
MDR strains expressed a lower activity of phospholipase C in culture supernatants of
the strains MDS. All isolates studied were positive for the detection of gene plcH
equal to study Prado (2009), but nine isolates showed no phospholipase C
production phenotypically, this could have occurred due to regulation of gene
expression.

The detection results lasA and lasB of genes responsible for the expression of
elastase A and B, respectively, demonstrated a lower frequency among isolates
MDR 66.67% compared to 86.67% isolated MDS. Deptula and Gospodarek (2009)
obtained a low elastase activity observed in the supernatants of MDR strains of P.
aeruginosa when compared with MDS strains, lasA a low protease activity was also
observed in MDR strains by Sanchez et al. (2002), which indicated that P.
aeruginosa mutants that overexpress efflux pumps, produced lower amounts of
elastase, but we need to remember that both lasA as lasB are regulated by quorum
sensing, so its expression varies greatly according to the regulation.

Some articles have reported a relationship between lasB and toxA (structural
gene for exotoxin A) of strains isolated from lungs of patients with cystic fibrosis,
wherein the transcripts of these genes are regulated for more in bacterial cells
(STOREY et al. , 1997,1998). In this work it was not possible to observe this aspect,
however 60% of MDS isolates and 40% of MDR presented the toxA gene. In relation
to isolates resistant to all six classes of antimicrobials were all tested negative for the
detection of toxA gene.

In relation to genetic profile, a diversity was found in a total of 30 isolates was
observed genetic profiles 28. The presence of clones occurred between the MDR
isolates, and interestingly the P137HC P109HC clones showed conflicting results in
the test of hemolysin production, and P30HC and P45HC clones showed conflicting
results in the production of phospholipase C. These results probably were due to
regulation of gene expression, since P. aeruginosa have quorum sensing systems is
that they are responsible for regulating the expression of plcH (hemolytic
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phospholipase C) raminolipideos of other virulence factors (STRATEVA; Mitov,
2011), which would explain such phenotypic differences.

In this study the virulence factors of MDR isolates showed lower production
pyocyanin and lipase, and lower detection toxA and lasA genes, while MDS, showed
lower production of hemolysin and fosfoliase C. Although some studies to report the
acquisition of virulence factors by multiresistant bacteria during the infection process
would lead to unnecessary expenditures metabolic microorganism (Sanchez et al.,
2002), and that the mechanisms of resistance increase leads to reduction of
virulence factors (Deptula; Gospodarek, 2009). The results showed this correlation
only some of the factors studied, suggesting that this relationship is multifactorial.
However, the presence of these virulence factors in nearly all isolates studied in the
alert to the high level of pathogenicity of isolates derived from nosocomial infections.
Demonstrating, so that P. aeruginosa is a pathogen capable of accumulating
numerous virulence factors and in some cases associate with multidrug resistance,
which hampers the treatment of infections caused by this microorganism.
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