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RESUMO

Pseudomonas aeruginosa é uma bacteria Gram-negativa ubíqua e oportunista. Na rotina

hospitalar, os marcadores fenotípicos nem sempre revelam a diversidade das bactérias

distribuídas nos diversos setores, assim, aplicamos três métodos moleculares baseados na

amplificação por PCR do locus de rDNA e tDNA para caracterizar a diversidade genética de

linhagens de P. aeruginosa isoladas em um hospital público em Recife-PE, Brasil. O rDNA-PCR

detectou 15% de variabilidade genética, contra 23% do tDNA-PCR e 23% do Duplex-PCR. O

setor com maior diversidade genética foi a Unidade de Tratamento Intensivo do hospital, o qual

apresentou quatro genótipos bacterianos diferentes. A ocorrência de linhagens de P. aeruginosa

pertencentes ao mesmo genótipo e mesmo perfil de resistência a múltiplas drogas (MDR), em

diferentes setores do hospital, sugere que há infecção cruzada entre pacientes. Os dados

apresentados pelo rDNA-PCR, tDNA-PCR e Duplex-PCR, em associação ao perfil de

susceptibilidade antimicrobiana provêem valiosas informações epidemiológicas para o controle

de infecções hospitalares causadas por P. aeruginosa.

Palavras-chave: P. aeruginosa, tipagem molecular, rDNA-PCR, tDNA-PCR, Duplex-PCR.
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1. INTRODUÇÃO

A Pseudomonas aeruginosa é uma bactéria que apresenta habilidade de causar doenças e

ser resistente a múltiplos antimicrobianos concomitantemente, além de exibir uma potencialidade

metabólica e versatilidade ambiental extraordinária. Faz parte da microbiota do organismo

humano, contudo, em hospedeiros imunocomprometidos pode tornar-se oportunista (Choi et al.,

2002; Speert, 2002) e causar infecções endógenas ou exógenas, estas geralmente provenientes do

contato com o ambiente hospitalar.

Em centros hospitalares as disseminações verticais e/ou horizontais de bactérias

multirresistentes muitas vezes são dificilmente monitoradas, uma vez que as identificações de

rotina mencionam apenas o gênero e espécie bacteriana. Tradicionalmente, a identificação da P.

aeruginosa é baseada em análises biotípicas. O advento de técnicas de identificação e tipagem

molecular contribuiu para a identificação de isolados que não são fenotipicamente relacionados,

mas são geneticamente homólogos, e/ou para tipagem de isolados fenotipicamente análogos.

Desta forma, provêem informações para o controle de infecções adquiridas em ambiente

hospitalar e confirmam a relação epidemiológica entre as mesmas (Severino et al., 1999).

Devido à possibilidade de surtos de infecção disseminarem-se em centros hospitalares,

este trabalho propôs como objetivo geral, aplicar e confrontar as técnicas de identificação e

tipagem molecular (rDNA-PCR e tDNA-PCR) a fim de contribuir para o controle de possíveis

surtos de infecção por P. aeruginosa no hospital em estudo. Os objetivos específicos foram:

Analisar o perfil de amplificação das regiões espaçadoras entre os genes de rRNA 16S-

23S (rDNA-PCR) para identificação e tipagem molecular dos isolados clínicos e cepas de

referência de P. aeruginosa;

Analisar o perfil de amplificação entre os genes de tRNA (tDNA-PCR) para identificação

e tipagem molecular dos isolados clínicos e cepas de referência de P. aeruginosa.
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2. REVISÃO DA LITERATURA

2.1. Características gerais

Ao longo dos séculos XIX e XX foram sugeridas algumas denominações para a

Pseudomonas aeruginosa, contudo a terminologia empregada por Migula em 1894, tem

prevalecido atualmente (NCBI, 2004). A P. aeruginosa pertence a família Pseudomonadaceae. O

gênero Pseudomonas é o mais importante do ponto de vista clínico e ambiental e é composto por

cerca de 128 espécies, divididas em grupos de espécies próximas (Anzai et al., 2000). O grupo

das Pseudomonas aeruginosas abrange as seguintes espécies: Pseudomonas aeruginosa PAO1,

P. aeruginosa UCBPP-PA14, P. alcaligenes, P. anguilliseptica, P. citronellolis, P. flavescens, P.

jinjuensis, P. mendocina, P. nitroreducens, P. oleovorans, P. pseudoalcaligenes, P. cf.

pseudoalcaligenes, P. resinovorans, P. straminea (NCBI, 2004). Do ponto de vista filogenético,

os gêneros Pseudomonas, Chryseomonas e Flavimonas parecem muito próximos segundo a

análise de seqüências de nucleotídeos do gene rDNA 16S (Anzai et al., 1997). Por outro lado,

várias espécies de Pseudomonas foram reclassificadas no gênero Burkholderia (Tortora et al.,

2002).

Esta bactéria faz parte da microbiota humana, está presente na pele e intestino grosso

(Brooks et al., 2000). Contudo, pode se tornar patogênica em decorrência de sua introdução em

local previamente estéril do corpo humano, alteração fisiológica do indivíduo ou virulência do

microrganismo. É oportunista (Choi et al., 2002; Speert, 2002) e, em hospedeiros

imunocomprometidos pode causar infecções endógenas (Gruner et al., 1993) ou exógenas, estas

geralmente provenientes do contato com o ambiente hospitalar (Mims et al., 1999). Contudo

observou-se sua presença em infecções não invasivas de hospedeiros imunocompetentes (Speert,

2002).

A P. aeruginosa é considerada um microrganismo de importância não apenas médica,

mas industrial e ambiental. Com relação a esta última, está envolvida nos processos de

biorremediação (Tortora et al., 2002). É classificada como um bastonete Gram-negativo,

aeróbico, contudo, algumas cepas realizam respiração anaeróbica, quando da substituição do

oxigênio por nitrato como aceptor final de elétrons. Crescem entre 37ºC e 42ºC (Brooks et al.,

2000), são móveis, com dimensões de 0,6 x 2,0 micrômetros (Siqueira, 2002) e apresentam-se

isoladas, em pares ou cadeias curtas (Brooks et al., 2000).

Quanto aos tipos de colônias, a P. aeruginosa pode se apresentar de três formas:

pequenas e ásperas, quando provenientes do meio ambiente, como água ou solo; largas, lisas e de

margens planas, de origem clínica em geral; e de aparência mucóide, de origem respiratória, em
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decorrência da produção do muco de alginato, um exopolissacarídeo que auxilia na prevenção da

fagocitose e contribui na virulência desta espécie (Siqueira, 2002).

O odor das colônias é geralmente adocicado, análogo à uva ou milho (Brooks et al.,

2000). Algumas cepas lisam o sangue, e em Ágar Mueller-Hinton pode se observar sua

coloração. As cores de suas colônias variam de acordo com as pigmentações que excretam:

piocianina (pigmento azulado não-fluorescente), que se propaga no Ágar e é inato à P.

aeruginosa; pioverdina (pigmento fluorescente); piorrubina (pigmento vermelho-escuro) e

piomelanina (pigmento negro) (Brooks et al., 2000, Tortora et al., 2002). Acredita-se que os

pigmentos podem ter papel um importante na patogenicidade da bactéria (Mims et al., 1999).

A identificação laboratorial inclui a observação do aspecto da colônia, odor

característico, presença de pigmento, motilidade e testes bioquímicos com os seguintes

fenótipos: fermentação de carboidratos (-); citrato (+); lisina descarboxilase (-); indol (-); oxidase

(+); beta-hemólise em Ágar sangue; DNAse (-) (Holt et al, 1994; Murray et al. 2004). E, quando

da dúvida, são confirmadas pelo sistema automatizado. Quanto a sorotipagem, a P. aeruginosa

apresenta 20 sorogrupos segundo o Sistema Internacional de Tipagem Antigênica, International

Antigenic Typing System - IATS (Dean e Goldberg, 2000).

A P. aeruginosa é amplamente estudada pelos cientistas que estão interessados não

somente em sua habilidade de causar doenças e ser resistente aos antibióticos, como também por

sua potencialidade metabólica e versatilidade ambiental. Seu genoma foi completamente

mapeado, sendo considerada a maior das 25 bactérias seqüenciadas até então, com cerca de 5500

genes, codificados entre os 6, 264,403 bp (Stover et al., 2000), (Figura 1).
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Figura 1. Mapa do genoma da Pseudomonas aeruginosa (Pseudomonas Genome Project, 2004).

2.2. Epidemiologia

Sugere-se que o número elevado de genes da P. aeruginosa permita que ela se adapte e

sobreviva em diferentes ambientes. Sua capacidade de crescimento em ambientes com

quantidades mínimas de matérias orgânicas, como por exemplo, o crescimento em água destilada

utilizada no preparo de medicamentos intravenosos, comprova que a mesma apresenta um

metabolismo extremamente versátil (Murray et al. 2004; Todar, 2002).

É considerada uma bactéria ubíqua e encontra-se presente em alimentos, água (Hardalo e

Edberg, 1997), solo (Kwon et al., 2003), vegetação (Filloux e Vallet, 2003), animais e humanos

(Murray et al. 2004). Em geral, não causa danos à saúde da população saudável. Senão a um

portador hospitalizado ou ambulatorial que esteja imunocomprometido. A aquisição da infecção

hospitalar pode ser adquirida com a colonização na admissão, através da terapia antimicrobiana,

ou através de funcionários do hospital que a disseminam de um paciente a outro (Blanc et al.,

1997; Ruiz et al., 2004).

Para se considerar uma infecção como hospitalar, deve-se levar em consideração algumas

prerrogativas: que se adquira a mesma após a admissão hospitalar e que sua manifestação se dê
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durante a internação ou após a alta, desde que se possa relacioná-la com a internação ou

procedimentos hospitalares; quando, na mesma topografia em que foi diagnosticada uma

infecção comunitária, foi isolado um patógeno diferente seguido do agravamento das condições

clínicas do paciente; ou quando se desconhece o período de incubação do microrganismo e não

houver evidência clínica e/ou dado laboratorial de infecção no momento da internação. Por fim,

é considerada como uma infecção hospitalar toda manifestação clínica de infecção que se

apresentar a partir de 72 (setenta e duas) horas após a admissão, bem como aquelas infecções

manifestadas antes de 72 (setenta e duas) horas da internação, quando associadas a

procedimentos diagnósticos e/ou terapêuticos, realizados durante este período (Ministério da

Saúde, 1998).

Em ambiente hospitalar, principalmente os úmidos como pias, sanitários, flores cortadas,

alimentos, soluções desinfetantes e equipamentos para limpeza, pode disseminar-se facilmente

(Ono, 2002), sendo considerada o terceiro patógeno em casos de infecção hospitalar (Gencer et

al., 2002) e, algumas vezes, a principal espécie (Pellegrino et al., 2002). Julgada como um

supermicróbio pelo Laboratório de Saúde Pública de Londres (Borges, 1998), apresenta elevada

capacidade de morbidade, mortalidade e alto índice de resistência aos antibióticos (Pirnay et al.,

2000; Pellegrino et al., 2002; Cunha, 2002; Vila e Marco, 2002).

A P. aeruginosa é geralmente resistente à atividade química. Quando da avaliação de

desinfetantes pelo método de papel filtro, apresenta a capacidade de crescer na presença de

hexaclorofeno, O-fenilfenol e Quat (composto de amônio quaternário), sendo o cloro o único

componente efetivo contra a mesma (Tortora, 2002). Um outro fator que chama a atenção é o

fato da possibilidade de resistência cruzada entre anti-sépticos e antibióticos, uma vez que a

exposição ao triclosam pode selecionar a resistência de drogas antipseudomonas (Chuanchuen et

al., 2001).

2.3. Adesão, colonização, invasão e disseminação

Grande parte das infecções pelas Pseudomonas são invasivas e toxicogênicas, e

envolvem três estágios: (1) adesão e colonização; (2) invasão local; (3) e disseminação sistêmica.

No entanto, o processo pode parar em qualquer um dos estágios. No estágio (1), as fímbrias

(Pili) estendem-se a partir da superfície celular bacteriana em direção as células epiteliais ou as

do trato respiratório superior do hospedeiro, promovendo assim a fixação (Brooks et al., 2000).

As adesinas parecem ligar-se a resíduos de manose e galactose ou aos receptores de ácido

siálico. Linhagens mucóides da espécie apresentam uma adesina adicional, e a exoenzima S, que

se liga a células do trato respiratório (Todar, 2002).
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O estágio (2) envolve a capacidade da bactéria sobreviver à fagocitose, a produção das

enzimas extracelulares e toxinas que rompem as barreiras físicas, contribuindo para a invasão

bacteriana. A produção de muco (alginato), produzido por cepas específicas nos indivíduos com

fibrose cística, contribui na prevenção da fagocitose; elastases e proteases exercem sua atividade

no estágio invasivo, destruindo o tecido no local da infecção; outras três proteínas estão

relacionadas à invasão: a fosfolipase, a lecitinase e uma citotoxina, formadora de poros (Mims et

al., 1999 e Todar, 2002).

A disseminação sistêmica da bactéria (3) não está completamente esclarecida, contudo

sabe-se que a mesma é resistente à fagocitose (Gregory et al., 2001).

2.4. Patologia

Quando a P. aeruginosa coloniza indivíduos imunocompetentes, geralmente atua como

saprófita, porém, em indivíduos imonodeprimidos torna-se um importante patógeno oportunista

(Choi et al., 2002; Speert, 2002). Causa infecções severas particularmente naqueles com câncer,

queimaduras, diabetes mellitus e imunossupressão. Pode acometer pacientes de hospitalização

prolongada, de uso continuado de antibióticos ou que utilizam próteses (Ono, 2002). É

considerado um patógeno pulmonar preocupante em casos de fibrose cística (Yagci, et al., 2003).

Provoca inflamação ocular, infecção de ouvido denominada otite maligna externa,

infecção de feridas e queimaduras estas, com produção de pus de coloração azul-esverdeado,

infecção de tecidos moles, ossos, juntas e dos tratos urinário e gastrintestinal, endocardite,

meningite e septicemia (Mims et al., 1999; Ono, 2002; Todar, 2002; Brooks et al., 2000). Neste

último tipo de infecção, pode ocorrer necrose nos tecidos, pela ação de uma exotoxina A, que

atua bloqueando a síntese de proteínas, originado lesões denominadas de Ecthyma Gangrenosum

que são circundadas por eritema. Contudo antitoxinas contra a toxina A podem ser encontrada

em alguns soros humanos, mesmo naqueles que se recuperaram de infecções severas (Brooks et

al., 2000).

2.5. Fatores de virulência

Vários fatores de virulência foram identificados. A fixação da P. aeruginosa em células

epiteliais do hospedeiro é mediada por adesinas dos pili e não-pili. A neuraminidase aumenta a

aderência das bactérias ao epitélio do hospedeiro, por removerem os resíduos de ácido siálico do

receptor de pili. Os lipopolissacarídeos (LPS), um componente essencial da membrana externa

da P. aeruginosa, desenvolve um papel importantíssimo na virulência, uma vez que impede a

fagocitose (Gregory et al., 2001) através da camada mucoíde que protege a bactéria e contribui

na aderência às células do hospedeiro; A piocianina, um pigmento inato à P. aeruginosa, catalisa
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a produção de radicais de oxigênio tóxicos como o peróxido de hidrogênio e radicais hidroxilas,

contribuindo assim, na lesão tecidual (Brooks et al., 2000; Murray et al., 2004; e Todar, 2002).

As enzimas LasA, serina-protease, LasB e zinco metaloprotease degradam a elastina e

lesionam diretamente o tecido pulmonar provocando hemorragia. A Fosfolipase C medeia a

lesão tecidual degradando os lipídios e a lecitina. A Exotoxina A bloqueia a síntese de proteínas

nas células do hospedeiro. A endotoxina lipopolissacarídica (LPS), um antígeno de parede

celular, medeia os aspectos patológicos comuns de uma septicemia por bactérias Gram-

negativas, como febre, hipotensão e coagulação intravascular (Brooks et al., 2000; Murray et al.,

2004; e Todar, 2002).

2.6. Resistência a antimicrobianos

A terminologia Resistência Múltipla a Drogas (Multi-Drug Resistance - MDR) pode ser

utilizada para qualquer microrganismo, seja uma bactéria, fungo ou parasito que apresente

concomitantemente resistência a várias drogas antimicrobianas (Levy, 2002). Certas cepas de P.

aeruginosa são resistentes a vários senão a todos os agentes antimicrobianos disponíveis no

comércio (Hamer, 2000). As infecções hospitalares relacionadas a P. aeruginosa são

frequentemente do tipo MDR (Sarwari et al., 2004). No Brasil, pesquisas em um hospital

público universitário do Rio de Janeiro revelaram que já no ano de 1998 os isolados de P.

aeruginosa estudados, apresentaram resistência a todos os agentes antipseudomonas disponíveis

(Pellegrino et al., 2002). Atualmente, foram identificados quatorze genes relacionados à

susceptibilidade e resistência a antibióticos (Pseudomonas Genome Project, 2004).

Vários mecanismos de resistência têm sido observados em P. aeruginosa. A absorção

alterada pode ser devido as porinas de baixa eficiência (R.E.W. Hancock Laboratory, 2003) ou

através das bombas de efluxo. Quanto às últimas, foram identificadas doze tipos de sistemas de

efluxo, contudo apenas quatro foram caracterizados (Chuanchuen et al., 2001). Os sistemas

MexA-Mexs-OprM e MexX-MexY-OprM são expressos constitutivamente em tipos selvagens, e

conferem resistência múltipla intrínseca; e os sistemas MexC-MexD-OprJ e Mex-E-MexF-

OprN tem sido expressos apenas em linhagens mutantes de multi-resistência adquirida (Poole e

Srikumar, 2001).

A inativação da droga é promovida pela produção de beta- lactamases do tipo classe A,

que hidrolizam o ceftazidime e cefepime (Nordmann e Guibert, 1998); classe B, que hidrolizam

todos os beta-lactâmicos, com exceção dos monobactâmicos (Yan et al., 2001) e classe D, que

hidrolizam carbapenemas (Bou et al., 2000). Além dos genes cromossômicos, as beta-lactamases

podem ser identificadas também em plasmídeos – ou fatores transferíveis de resistência,

Resistence Transfer Factors – RTFs (Cunha, 2002). Os atributos genéticos podem definir-se
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através de: conjugação (Todar, 2002), transdução (Blahova et al., 2001) ou transposição (Wong e

Mekalanos, 2000).

2.7. Métodos de identificação e tipagem molecular em Pseudomonas aeruginosa

Dentre as técnicas de genotipagem, a ribotipagem por PCR (rDNA-PCR), método

descrito por Kostman et al., (1992), é uma técnica que utiliza primers específicos na busca de

polimorfismos entre as Regiões Espaçadoras Intergênicas, Intergenic Spacer Region – ISRs, dos

genes do rRNA 16S-23S através da PCR, (Figura 2).

Figura 2. Organização do operon de rRNA em Pseudomonas aeruginosa. Vê-se: as subunidades

16S, 23S e 5S; os tRNA-Ile e tRNA-Ala; e as Regiões Espaçadoras Intergênicas, Intergenic

Spacer Region – ISRs correspondentes.

Os ISRs dos genes rRNA16S-23S das bactérias variam devido à presença de genes de

tRNA, de seqüências de reconhecimento de enzimas, como a ribonuclease III, envolvida no

processo de splicing para produzir ribossomo maduro (Bram et al., 1980) e de seqüências que

têm um papel anti-terminador durante a transcrição, como a boxA (Harvey et al., 1988). Em P.

aeruginosa, os genes de rRNA são organizados em quatro operons conservados na ordem 16S-

23S-5S. Com relação à quantidade e ao tipo de genes tRNA nesse espaço, apresentam um

tRNAIle e um tRNAAla (Pseudomonas Genome Project, 2004). Como são essenciais para

sobrevivência bacteriana, são altamente conservados (anexo 1).

O PFGE (Schwartz e Cantor 1984), uma técnica que emprega enzimas de restrição que

clivam o DNA bacteriano originando fragmentos de restrição de alto peso molecular é mais

discriminatória do que a ribotipagem por PCR (Hollis et al., 1999). Sendo eficaz para fins

epidemiológicos (Speert, 2002) e capaz de confirmar linhagens clonais de P. aeruginosa

(Douglas et al., 2001). Contudo, para análise epidemiológica, a utilização do AFLP (Vos et al.,

1995), que amplifica fragmentos de DNA gerados pela digestão de enzimas de restrição,

demonstrou maior poder discriminatório comparado ao PFGE (Speijer et al., 1999).

Em P. aeruginosa, o RAPD (Williams et al., 1990), que amplifica segmentos de DNA de

forma aleatória a partir de um único iniciador, parece servir para vigilância epidemiológica
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(Barnini et al., 2004). Contudo esta técnica não foi eficaz na demonstração de uma possível

variabilidade genética (Schutze et al., 2004).

A técnica tDNA-PCR (Welsh e McClelland, 1991) se propõem a identificar espécies e

gêneros e é baseada na análise por PCR do polimorfismo de comprimento dos ISRs entre os

genes de tRNA que, em P. aeruginosa, apresentam-se em número de sessenta e três e são

conservados (Pseudomonas Genome Project, 2004; anexo 1). A priori, gera padrões de

amplificação espécie-específicos (Baele et al., 2000), porém em Klebsiella pneumoniae foi capaz

de distinguir linhagens bacterianas (Lopes, 2003).

A epidemiologia hospitalar tem utilizado, entre outros, a análise de marcadores

fenotípicos, como a biotipagem, que analisa o padrão de atividade metabólica bacteriana através

de reações bioquímicas, geralmente automatizadas; a sorotipagem, que diferencia bactérias da

mesma espécie a partir de antígenos de superfície; e a susceptibilidade a antimicrobianos.

Contudo, a tipagem de linhagens a partir da análise de DNA, provê um poder discriminatório

maior do que as análises fenotípicas (Severino et al., 1999) e constitui-se um imprescindível

recurso para a erradicação das fontes ambientais de contaminação, para o controle de infecção

vertical ou horizontal entre indivíduos, e para acompanhar a eficiência da terapia antimicrobiana

adotada no ambiente hospitalar.
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RESUMO

Pseudomonas aeruginosa é uma bacteria Gram-negativa ubíqua e oportunista. Na rotina

hospitalar, os marcadores fenotípicos nem sempre revelam a diversidade das bactérias

distribuídas nos diversos setores, assim, aplicamos três métodos moleculares baseados na

amplificação por PCR do locus de rDNA e tDNA para caracterizar a diversidade genética de

linhagens de P. aeruginosa isoladas em um hospital público em Recife-PE, Brasil. O rDNA-PCR

detectou 15% de variabilidade genética, contra 23% do tDNA-PCR e 23% do Duplex-PCR. O

setor com maior diversidade genética foi a Unidade de Tratamento Intensivo do hospital, o qual

apresentou quatro genótipos bacterianos diferentes. A ocorrência de linhagens de P. aeruginosa

pertencentes ao mesmo genótipo e mesmo perfil de resistência a múltiplas drogas (MDR), em

diferentes setores do hospital, sugere que há infecção cruzada entre pacientes. Os dados

apresentados pelo rDNA-PCR, tDNA-PCR e Duplex-PCR, em associação ao perfil de

susceptibilidade antimicrobiana provêem valiosas informações epidemiológicas para o controle

de infecções hospitalares causadas por P. aeruginosa.

Palavras-chave: P. aeruginosa, tipagem molecular, rDNA-PCR, tDNA-PCR, Duplex-PCR.
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INTRODUÇÃO

A Pseudomonas aeruginosa é considerada uma bactéria ubíqua e encontra-se presente em

alimentos, água (Hardalo e Edberg, 1997), solo (Kwon et al., 2003), vegetação (Filloux e Vallet,

2003) e animais. Faz parte da microbiota humana e em geral, não causa danos à saúde da

população saudável. Contudo, é considerada um patógeno oportunista (Morgan et al., 1999;

Poole e Srikumar, 2001; Choi et al., 2002; Speert, 2002) e, em hospedeiros

imunocomprometidos pode causar infecções endógenas (Gruner et al., 1993) ou exógenas, estas

geralmente provenientes do contato com o ambiente hospitalar através de sua aquisição na

admissão, da pressão seletiva da terapia antimicrobiana, ou através de funcionários do hospital

que a disseminam de um paciente a outro (Blanc et al., 1997; Ruiz et al., 2004).

Dados obtidos pelo Programa de Vigilância Epidemiológica e Resistência

Antimicrobiana, Antimicrobial Surveillance Program – SENTRY, indica que a América Latina e

Continente Asiático apresentaram a maior prevalência de infecções causadas pela P. aeruginosa

(11.4%), seguidos pela Europa (9.3%), Estados Unidos (8.7%), e Canadá (8.6%) (Gales et al.,

2001). As infecções hospitalares relacionadas a P. aeruginosa são frequentemente resistentes a

múltiplos antimicrobianos (Sarwari et al., 2004). Em um hospital público universitário do Rio de

Janeiro, no Brasil, os isolados hospitalares de P. aeruginosa coletados no ano de 1998,

apresentaram resistência a todos os agentes antipseudomonas disponíveis (Pellegrino et al.,

2002).

Tradicionalmente, a identificação de P. aeruginosa é baseada em análises fenotípicas

através de reações bioquímicas. No entanto, em centros hospitalares as disseminações verticais

ou horizontais de bactérias multirresistentes tornam-se muitas vezes, de difícil acompanhamento,

uma vez que as identificações de rotina mencionam apenas o gênero e espécie bacteriana. O

advento de técnicas de identificação e tipagem molecular contribuiu para a identificação de

isolados que não são fenotipicamente relacionados, mas que são geneticamente semelhantes e/ou

para tipagem de isolados fenotipicamente análogos. Este monitoramento provê informações para
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o controle de infecções adquiridas em ambiente hospitalar e podem confirmar a relação

epidemiológica entre os isolados e delimitar os possíveis grupos clonais (Severino et al., 1999).

A partir do exposto, este estudo teve como objetivo aplicar e confrontar as técnicas

rDNA-PCR e tDNA-PCR, esta última, ainda não aplicada em P. aeruginosa, a fim caracterizar a

diversidade genética de linhagens de P. aeruginosa, contribuindo assim, para o controle dos

casos de infecção hospitalar. Os resultados obtidos apontam para a possibilidade de

discriminação intra-específica dos diferentes grupos clonais de P. aeruginosa nos diferentes

setores do hospital estudado.

MATERIAL E MÉTODOS

Isolados bacterianos e procedimentos de identificação

Trinta e quatro isolados clínicos de P. aeruginosa, incluindo aqui o isolado 22, que

apresentou perfil inaceitável para P. aeruginosa segundo o processo automatizado, e um isolado

clínico de Chryseobacterium meningosepticum, foram coletados entre março de 2003 e janeiro

de 2004 em diferentes setores do Hospital Universitário Oswaldo Cruz – HUOC, Recife-PE,

Brasil (anexo 2). Os isolados foram identificados na rotina hospitalar pela observação, quando

presente, do aspecto da colônia, odor característico, presença de pigmento, motilidade e testes

bioquímicos com os seguintes fenótipos: fermentação de carboidratos (-); citrato (+); lisina

descarboxilase (-); indol (-); oxidase (+); beta-hemólise em ágar sangue; DNAse (-). A

confirmação da identificação se deu através do sistema de automação ID32 Mini-Api

(BioMerieux, França). O antibiograma gerado corresponde aos dados da rotina hospitalar que

utiliza o método da difusão do disco, seguidos da leitura dos halos de inibição de acordo com os

critérios estabelecidos pelo Comitê Nacional para Padronização de Laboratórios Clínicos,

National Committee for Clinical Laboratory Standards – NCCLS M100.

Como controle foram utilizadas as cepas de referência Pseudomonas aeruginosa PA01,

cedida pelo Pseudomonas Genome Project, Boston, U.S.A. A P. aeruginosa ATCC 9027,
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Pseudomonas putida ATCC 15175 e Pseudomonas fluorescens ATCC 13525, cedidas da

coleção de microrganismos da Fundação Oswaldo Cruz, INCQS, Rio de Janeiro, Brasil. As

espécies P. putida e P. fluorescens foram selecionadas em decorrência de relatos de bacteremia

em Unidades de Tratamento Intensivo de neonatos (Bouallegue, et al., 2004) e em pacientes

oncológicos (Hsueh, et al., 1998), respectivamente.

Genotipagem

Extração do DNA genômico

O DNA genômico dos isolados foi extraído de acordo com o método descrito no Current

Protocols in Molecular Biology (1994) e visualizados em transiluminador de luz ultravioleta

após separação eletroforética em gel de agarose a 1%, corado em brometo de etídio 15mg/ml,

seguidos de fotodocumentação em sistema Polaroid.

rDNA- PCR

Para a amplificação das Regiões Espaçadoras Intergênicas, Intergenic Spacer Region –

ISRs entre os genes do rRNA 16S-23S foram utilizados os primers 03 (5’-

TTGTACACACCGCCCGTCA-3’) complementar à subunidade conservada 23S e o 04 (5’-

GGTACCTTAGATTGTTTCAGTTC-3’), complementar à subunidade conservada 16S segundo

o método descrito por Kostman et al., (1992).

As reações para a PCR foram preparadas com um volume total de 25μl contendo: 50ng

de DNA genômico, 20pmoles de cada primer, 4pmoles de cada dNTP, 1X tampão de reação

(Invitrogen), 37,5 pmoles de MgCl2 e 1U da enzima TaqDNA polimerase. As amplificações

foram realizadas em termociclador Hybaid com uma etapa inicial de desnaturação de 2 minutos a

940C, seguida de 30 ciclos de amplificação de um de 1 minuto a 940C para a desnaturação, 1

minuto a 550C para o anelamento e 1 minuto a 720C para a extensão. E uma etapa final extensão

de 7 minutos a 720C. Os produtos da amplificação foram submetidos à eletroforese em gel

agarose a 1.6% em tampão TBE a 0.5X e voltagem constante de 100V. Seguido de coloração

com brometo de etídio 15mg/ml e visualização em transiluminador de luz ultravioleta seguidos
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de fotodocumentação em sistema Polaroid. Tendo como padrão de peso molecular um marcador

de DNA de 100 pares de bases (Biotools, Spain).

tDNA-PCR

Para a amplificação das ISRs entre os genes do tRNA foram utilizados os primers

conservados descritos por Welsh e McClelland (1991), cujas seqüências são: T5A (5’- AGT

CCG GTG CTC TAA CCA ACT GAC - 3’) e T3B (5’- AGG TCG CGG GTT CGA ATC C -

3’), e que se presta a identificar espécies e gêneros.

As reações para a PCR foram preparadas com um volume total de 25μl contendo: 50ng

de DNA genômico, 25pmoles de cada primer, 4pmoles de cada dNTP, 1X tampão de reação

(Invitrogen), 37,5 pmoles de MgCl2 e 1U da enzima TaqDNA polimerase. As amplificações

foram realizadas em termociclador Hybaid com uma etapa inicial de desnaturação de 2 minutos a

940C, seguida de 30 ciclos de amplificação de 30 segundos a 940C para a desnaturação, 30

segundos a 550C para o anelamento e 30 segundos a 720C para a extensão. E uma etapa final

extensão de 10 minutos a 720C. Os produtos da amplificação foram submetidos à eletroforese em

gel agarose a 2% em tampão TBE a 0.5X e voltagem constante de 75V. Seguido de coloração

com brometo de etídio 15mg/ml e visualização em transiluminador de luz ultravioleta seguidos

de fotodocumentação em sistema Polaroid. Tendo como padrão de peso molecular um marcador

de DNA de 100 pares de bases (Biotools, Spain).

Duplex-PCR

A reação Duplex-PCR utilizou para a reação de PCR, os seguintes componentes: 50ng de

DNA genômico, 20pmoles de cada primer descrito por Kostman et al., (1992), 25pmoles de cada

primer descrito por Welsh e McClelland (1991), 4pmoles de cada dNTP, 1X tampão de reação

(Invitrogen), 37,5 pmoles de MgCl2 e 1U da enzima TaqDNA polimerase para ovolume final de

25μl.
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Para a amplificação houve a associação dos protocolos descritos para os marcadores

rDNA e tDNA. A amplificação foi realizada em termociclador Hybaid com uma etapa inicial de

desnaturação de 2 minutos a 940C, seguida de 30 ciclos de amplificação de 1 minuto a 940C para

a desnaturação, 1 minuto a 550C para o anelamento e 1 minuto a 720C para a extensão. E uma

etapa final extensão de 10 minutos a 720C. Os produtos da amplificação foram submetidos à

eletroforese em gel agarose a 1.8% em tampão TBE a 0.5X e voltagem constante de 75V.

Seguido de coloração com brometo de etídio 15mg/ml e visualização em transiluminador de luz

ultravioleta seguidos de fotodocumentação em sistema Polaroid. Tendo como padrão de peso

molecular um marcador de DNA de 100 pares de bases (Biotools, Spain).

Análise de filogenias e distribuição geográfica de haplótipos

A disseminação das bactérias para diferentes setores do hospital pode submetê-las a

diferentes pressões seletivas, o que resulta na aquisição ou expressão de resistência diferencial a

antibióticos. Neste contexto, os isolados de P. aeruginosa foram submetidos a uma análise

computacional utilizando um programa designado para análise de filogenias e distribuição

geográfica de haplótipos (Fluxus Technology Ltd). Os dados binários consistiram os fenótipos de

sensibilidade (0) e resistência (1) aos antibióticos testados e agrupados segundo análise de

medianas.

RESULTADOS

Biotipagem dos isolados clínicos

Trinta e quatro isolados clínicos de P. aeruginosa provenientes da rotina do laboratório

de bacteriologia do hospital em estudo foram caracterizados por provas bioquímicas e

confimados em sistema MiniApi ID32. Destes, um isolado apresentou perfil inaceitável para P.

aeruginosa segundo os critérios de análise do sistema. Além disso, um isolado clínico

previamente identificado como Pseudomonas spp. na rotina hospitalar, foi submetido à

automação e identificado como pertencente a espécie Chryseobacterium meningosepticum.
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Todos os isolados de P. aeruginosa, inclusive o isolado 22, foram submetidos aos ensaios de

antibiograma com nove drogas de escolha. Os isolados 6, 22 e 26 apresentaram sensibilidade a

todos os antibióticos testados, enquanto que os outros isolados apresentaram resistências que

variaram de um a oito antibióticos (Tabela 1). Não houve uma correlação entre o perfil de

resistência bacteriana e o local de coleta do hospital ou amostra clínica de paciente (Tabela 2,

isolados 16 e 17; 28 e 29). Os isolados foram posteriormente submetidos às análises moleculares

para o estudo da relação genética entre elas.

Tipagem genética

rDNA- PCR

As cepas de referência P. aeruginosa PA01 e P. aeruginosa ATCC 9027 apresentaram o

mesmo perfil de amplificação para o marcador de rDNA, com a geração de uma única banda de

cerca de 800bp. Quando comparadas às outras duas espécies do mesmo gênero, P. putida ATCC

15175 e P. fluorescens ATCC 13525, o marcador de rDNA gerou padrões de amplificação

interespecífico (Figura 1). O isolado clínico 22 apresentou um padrão de amplificação

semelhante aos das cepas de referência, R1 (Figura 2), e o isolado clínico identificado como C.

meningosepticum também apresentou o mesmo perfil de amplificação da cepa de referência P.

aeruginosa ATCC 9027 (Figura 2).

Ao aplicarmos a mesma técnica aos outros 33 isolados clínicos de P. aeruginosa, foram

observados cinco perfis de amplificação distintos classificados como: R1, R2, R3, R4, R5

(Figura 3). O perfil R1 foi observado em 30 isolados clínicos, além das cepas de referência de P.

aeruginosa, e representa o perfil de amplificação mais comum da espécie, contra um

representante para cada um dos outros quatro perfis (Tabela 2).

tDNA-PCR

As cepas de referência P. aeruginosa PA01 e P. aeruginosa ATCC 9027 apresentaram o

mesmo padrão de amplificação para o marcador de tDNA, gerando um perfil de amplificação

intrespecífico quando comparados ao das outras duas espécies P. putida ATCC 15175 e P.
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fluorescens ATCC 13525 (Figura 4). Da mesma forma, o isolado 22 gerou um padrão de

amplificação semelhante ao da cepa de referência P. aeruginosa ATCC 9027: T1 (Figura 5A). A

análise dos outros 33 isolados clínicos de P. aeruginosa revelou a presença de oito perfis de

amplificação distintos classificados como: T1, T2, T3, T4, T5, T6, T7, T8 (Figuras 5A, 5B, 5C,

5D).

O perfil T1 foi observado em 27 isolados clínicos, além das cepas de referência de P.

aeruginosa, e representa o perfil de amplificação mais comum da espécie, contra um

representante para cada um dos outros sete perfis (Tabela 1). O perfil R1 do marcador de rDNA

foi subdividido em quatro perfis de tDNA (T1, T2, T3 e T4), sendo o perfil T1 o mais comum

dentre todos os outros encontrados (Tabela 2).

Duplex-PCR

As reações de Duplex-PCR das cepas de referência P. aeruginosa PA01, P. aeruginosa

ATCC 9027, P. putida ATCC 15175 e P. fluorescens ATCC 13525 geraram padrões de

amplificação interespecíficos (Figura 6). Quando aplicadas ao conjunto dos 34 isolados clínicos,

geraram também, como no tDNA-PCR, oito perfis de amplificação, nos mesmos isolados: R1T1,

R1T2, R1T3, R1T4, R2T5, R3T6, R4T7, R5T8 (Figura 7 e Tabela 2), o que corresponde ao

mesmo percentual de variabilidade genética apresentado pelo tDNA-PCR.

Análise de filogenias e distribuição geográfica de haplótipos

Os isolados R1T1 foram submetidos à análise computacional utilizando o programa

Fluxus Technology Ltd, NetWork 4.1.0.8. Pode-se observar o agrupamento 6, formado pelos

isolados 6, 22 e 26, sensíveis a todos os antibióticos (Tabela 1), como a possível base da qual

evoluíram os isolados 8 e 31 a partir de passos diferenciais de aquisição ou expressão de

resistência ao antibiótico Gentamicina e Cefotaxima, respectivamente (Figura 9 e Tabela 2), e

assim por diante.
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DISCUSSÃO

A técnica rDNA-PCR (Kostman et al., 1992), que se propõem a detectar polimorfismos

intra-específicos, foi aplicada em 34 isolados clínicos de P. aeruginosa. Os produtos

amplificados pelo rDNA-PCR serviu para tipagem interespecífica entre espécies do gênero

Pseudomonas (Figura 1). Ao ser utilizada para confirmar uma automação com perfil inaceitável

para P. aeruginosa (isolado clínico 22, Tabela 2) o perfil de amplificação demonstrou que o

isolado citado corresponde a esta espécie, pois apresentou a mesma amplificação da cepa de

referência P. aeruginosa ATCC 9027 (Figura 2). Assim, a princípio, serviu como marcador

interespecífico quando da identificação fenotípica duvidosa. Esse dado assemelha-se ao

encontrado para isolados clínicos de Klebsiella pneumoniae (Lopes, 2003). Entretanto, pela

presença de perfis de amplificação distintos (R1, R2, R3, R4 e R5), (Figura 3), pode-se

identificar com boa precisão os isolados como P. aeruginosa apenas quando estes apresentarem

o perfil típico R1, de cerca de 800bp.

A amplificação gerada pelo rDNA-PCR do isolado identificado C. meningosepticum se

contrapõe a esta possibilidade, já que esta bactéria apresentou o mesmo perfil de amplificação

das cepas de referência de P. aeruginosa (Figura 2). A partir deste dado pode-se sugerir que

estas duas espécies sejam mais semelhantes do ponto de vista filogenético do que se imagina,

uma vez que ambas são bacilos não-fermentadores cuja diferenciação fenotípica de rotina

consiste no fato de que a P. aeruginosa é móvel enquanto que a C. meningosepticum não (Holt et

al., 1994). Este bacilo, anteriormente denominado Flavobacterium meningosepticum

(Vandamme et al., 1994) e taxonomicamente integrante da família Flavobacteriaceae (NCBI,

2004), é a segunda espécie depois da P. aeruginosa presente em água destilada e tratada em

hospitais na Grécia (Arvanitidou et al., 2003).

Anzai et al., (1997) constatou a proximidade filogenética entre isolados de Chryseomonas

luteola, Flavimonas oryzihabitans e Pseudomonas aeruginosa a partir da alta homologia entre as
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seqüências de nucleotídeos do gene que codifica o rRNA 16S. O que confirmou a classificação

taxonômica anterior apresentada por Kodama et al., (1985) que considerou a Chryseomonas

luteola, como Pseudomonas luteola e Flavimonas oryzihabitans, como Pseudomonas

oryzihabitans. Taxonomicamente a C. luteola e a F. oryzihabitans pertencentem a família

Pseudomonadaceae e ao gênero Pseudomonas (NCBI, 2004). Assim, é possível que a pequena

diferença fenotípica entre P. aeruginosa e C. meningosepticum, bem como a semelhança no

padrão de amplificação através do rDNA-PCR, evidencie a grande relação genética entre estes

dois bacilos. Contudo, estudos filogenéticos posteriores serão necessários para testar esta

hipótese.

A tipagem por rDNA-PCR, quando aplicada aos 34 isolados clínicos de P. aeruginosa,

detectou polimosfismos intra-específicos, com presença de cinco grupos clonais distintos (Figura

3), o que corresponde a uma variabilidade genética de 15%. Em 2001, foram detectados apenas

dois grupos clonais no hospital estudado, uma variabilidade de 6% (Vilela, 2001), o que aponta

para o aumento de grupos clonais circulantes no hospital em estudo.

O tDNA-PCR é uma técnica que se propõem a identificar gêneros e espécies bacterianas

(Welsh, 1991 e Baele et al., 2002). No presente estudo, esta técnica parece muito mais

apropriada para a discriminação intra-específica (Figuras 5A, 5B, 5C, 5D), semelhante ao

encontrado para os isolados clínicos de Klebsiella pneumoniae (Lopes, 2003). Esta técnica

detectou a presença de oito grupos clonais distintos, uma variabilidade genética de 23%. E, por

aumentar o poder discriminatório do rDNA, serve como um segundo marcador de tipagem

molecular.

O Duplex-PCR, semelhantemente ao tDNA-PCR, detectou a presença do oito grupos

clonais distintos, uma variabilidade genética de 23%. Desta forma, a utilização simultânea dos

dois marcadores em uma reação de Duplex-PCR surge como uma ferramenta com grande poder

discriminatório na tipagem de isolados clínicos de P. aeruginosa em surtos de infecção

hospitalar (Figuras 6 e 7).
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A P. aeruginosa é considerada o terceiro patógeno em casos de infecção hospitalar

(Gencer et al., 2002) e, em alguns hospitais, é a principal espécie (Pellegrino et al., 2002). A

Unidade de Tratamento Intensivo (Geral) do hospital em estudo apresentou a maior diversidade

de grupos clonais (Tabela 2). De forma similar, padrões de variabilidade genética de P.

aeruginosa em UTIs tem sido relacionadas em outros estudos (Sarwari et al., 2004), o que afirma

a necessidade de adoção de técnicas moleculares para o auxílio na identificação e controle de

surtos de infecção hospitalar.

As infecções hospitalares relacionadas a P. aeruginosa são frequentemente ocasionadas

por linhagens com resistência a múltiplas drogas (MDR) (Sarwari et al., 2004), fato este que

corresponde aos dados encontrados neste estudo (Tabela1). Contudo não houve relação entre os

grupos clonais e o local de coleta dos isolados (Tabela 2), da mesma forma que não houve

relação entre os grupos clonais e o antibiograma, uma vez que um mesmo paciente apresentou o

mesmo perfil de susceptibilidade antimicrobiana e perfil de amplificação pelo rDNA-PCR:

isolado 21 e 23 (Figura 8A e Tabela 2), mas perfil de amplificação pelo tDNA-PCR distintos:

isolado 21, T4, e isolado 23, T1 (Figura 8B e Tabela 2). Além do fato do grupo clonal (R1T1),

ter apresentado um perfil de sensibilidade a todos os antimicrobianos testados (isolados 6 e 22,

26), e também sensibilidade a apenas um (isolado 7, Tabela 1).

Através da análise de filogenias e distribuição geográfica de haplótipos, pode-se observar

pode-se sugerir que o isolado 7 surgiu de bactérias do agrupamento 6 após aquisição ou

expressão seqüencial da resistência a oito antibióticos (Figura 9). O programa colocou o isolado

12 como último da análise sequencial em decorrência do produto da freqüência de resistência

dos antibióticos amicacina e imipenem.

Um outro ponto que nos chama a atenção quanto ao antibiograma do grupo clonal R1T1 é

que constatamos a presença de um “elo perdido” entre nossos isolados, denominado aqui como

mv1. Este haplótipo teria dado origem aos isolados 4 e 25 (Figura 9). Este fato nos fornece

informação de que há um integrante do grupo clonal R1T1, com resistência concomitante aos
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antimicrobianos 2, 3, 5 e 6, circulando no hospital em questão, e que não faz parte dos isolados

deste estudo (Figura 9 e Tabela 1). Assim, para um controle epidemiológico efetivo, há a

necessidade de um trabalho conjunto entre os laboratórios de análise fenotípica, os de análise

genotípica e do comitê de infecção hospitalar.

A infecção horizontal parece difundir-se pelo hospital em questão via funcionários ou

através de equipamentos utilizados no cuidado dos pacientes, isso porque cinco pacientes

hospitalizados (isolados 16, 17, 18, 20 e 34) ao longo do período analisado, estavam colonizados

pela mesma linhagem de P. aeruginosa (R1T1) em pele ou urina, e apresentaram o mesmo perfil

susceptibilidade antimicrobiana apesar de estarem localizados em quatro setores hospitalares

distintos (Tabela 2).

Os perfis de amplificação apresentados pelos marcadores de rDNA-PCR e tDNA-PCR

quando aplicados em surtos de infecção hospitalar por P. aeruginosa, em associação ao perfil de

resistência antimibrobiana, podem auxiliar na consubstanciação de dados para fins

epidemiológicos no controle de casos de infecções adquiridas em ambiente hospitalar.
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LEGENDA DE FIGURAS

Figura 1. Gel de agarose a 1.6%, apresentando os produtos amplificados pelo

rDNA-PCR das cepas de referência de P. aeruginosa, P. putida e P. fluorescens.

Poço M: marcador de peso molecular 100bp DNA ladder; Poço 1: P. aeruginosa

PA01; Poço 2: P. aeruginosa ATCC 9027; Poço 3: P. putida ATCC 15175; Poço

4: P. fluorescens ATCC 13525.

Figura 2. Gel de agarose a 1.6%, apresentando os produtos amplificados pelo

rDNA-PCR da cepa de referência de P. aeruginosa, isolado clínico de P.

aeruginosa e isolado clínico de Chryseobacterium meningosepticum, todos com

padrão de amplificação R1. Poço M: marcador de peso molecular 100bp DNA

ladder; Poço 1: P. aeruginosa ATCC 9027; Poço 2: isolado clínico 22; Poço 3:

Chryseobacterium meningosepticum.

Figura 3. Gel de agarose a 1.6%, apresentando os padrões de amplificação pelo

rDNA-PCR da cepa de referência de P. aeruginosa e dos isolados clínicos de P.

aeruginosa. Poço M: marcador de peso molecular 100bp DNA ladder; Poço 1: P.

aeruginosa ATCC 9027; Poços 2 a 6: isolados clínicos de P. aeruginosa

apresentando cinco padrões de amplificação, R1, R2, R3, R4, R5,

respectivamente.

Figura 4. Gel de agarose a 2%, apresentando os produtos amplificados pelo

tDNA-PCR das cepas de referência de P. aeruginosa, P. putida e P. fluorescens.

Poço M: marcador de peso molecular 100bp DNA ladder; Poço 1: P. aeruginosa

PA01; Poço 2: P. aeruginosa ATCC 9027; Poço 3: P. putida ATCC 15175; Poço

4: P. fluorescens ATCC 13525.

Figura 5. Gel de agarose a 2%, apresentando os padrões de amplificação pelo
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tDNA-PCR da cepa de referência de P. aeruginosa e dos isolados clínicos de P.

aeruginosa. Figuras A a D: isolados clínicos de P. aeruginosa apresentando oito

padrões de amplificação, (A) Poço M: marcador de peso molecular 100bp DNA

ladder; Poço 1: P. aeruginosa ATCC 9027; Poço 2: isolado clínico 22

apresentando o padrão de amplificação T1; (B) Poço M: marcador de peso

molecular 100bp DNA ladder; Poços 1 a 4: isolados clínicos de P. aeruginosa

apresentando os padrões de amplificação T2, T3, T4, T5; (C) Poço M: marcador

de peso molecular 100bp DNA ladder. Poço 1: isolado clínico de P. aeruginosa

apresentando o padrão de amplificação T6. (D) Poço M: marcador de peso

molecular 100bp DNA ladder. Poços 1 e 2: isolados clínicos de P. aeruginosa

apresentando os padrões de amplificação T7 e T8.

Figura 6. Gel de agarose a 1.8%, apresentando os produtos amplificados pelo

Duplex-PCR das cepas de referência de P. aeruginosa, P. putida e P. fluorescens.

Poço M: marcador de peso molecular 100bp DNA ladder. Poço 1: P. aeruginosa

PA01; Poço 2: P. aeruginosa ATCC 9027; Poço 3: P. putida ATCC 15175; Poço

4: P. fluorescens ATCC 13525.

Figura 7. Gel de agarose a 1.8%, apresentando os produtos amplificados pelo

Duplex-PCR da cepa de referência de P. aeruginosa e isolados clínicos de P.

aeruginosa. Poço M: marcador de peso molecular 100bp DNA ladder; Poço 1: P.

aeruginosa ATCC 9027; Poços 1 a 9: isolados clínicos de P. aeruginosa

apresentando oito padrões de amplificação R1T1, R1T2, R1T3, R1T4, R2T5,

R3T6, R4T7, R5T8, respectivamente.

Figura 8. (A) Gel de agarose a 1.6%, apresentando os produtos amplificados pelo

rDNA-PCR da cepa de referência de P. aeruginosa e dos isolados clínicos de P.

aeruginosa de um mesmo paciente. Poço M: marcador de peso molecular 100bp
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DNA ladder; Poço 1: P. aeruginosa ATCC 9027; Poço 2: isolado clínico 21 com

padrão de amplificação R1; Poço3: isolado clínico 23 com padrão de amplificação

R1; (B) Gel de agarose a 2%, mostrando os produtos amplificados pelo tDNA-

PCR da cepa de referência de P. aeruginosa e dos isolados clínicos de P.

aeruginosa de um mesmo paciente. Poço M: marcador de peso molecular 100bp

DNA ladder; Poço 1: P. aeruginosa ATCC 9027; Poço 2: isolado clínico 21 com

padrão de amplificação T4; Poço 3: isolado clínico 23 com padrão de

amplificação T1.

Figura 9. Análise computacional da relação entre os perfis de resistência a

antibióticos dos isolados clínicos de P. aeruginosa a partir de um programa de

análise e distribuição de haplótipos (NetWork 4.1.0.8). Cada haplótipo, ou

agrupamento fenotípico está identificado pelos círculos em cinza e os números

correspondentes representam cada agrupamento. A área do círculo corresponde ao

número de representantes bacterinos em cada agrupamento: 6 (6, 22 e 26), 8 (8),

11 (11, 28 e 29), 31 (31), 3 (3), 13 (13), 4 (4 e 33), 25 (25 e 27), 1 (1, 5, 10, 14,

19 e 23), 16 (16, 17, 18, 20 e 34), 7 (7) e 12 (12). O círculo em branco foi

considerado a base da rede de agrupamentos e o mv1 corresponde a um isolado

previsto pela análise, mas não encontrado nas amostras. A distância entre cada

agrupamento é proporcional ao número de passos entre eles, representados pela

expressão das resistências aos antibióticos CH1 (Ciprofloxacina), CH2

(Gentamicina), CH3 (Amicacina), CH4 (Piperacilina/Tazobactam), CH5

(Cefotaxima), CH6 (Cefepima), CH7 (Imipinem ) CH8 e (Aztreonam).



53

Figura 1.



54

Figura 2.
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Figura 3.
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Figura 4.
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Figura 5.
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Figura 6.
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Figura 7.
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Figura 8.
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Figura 9.
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5. CONCLUSÕES

O rDNA-PCR revelou-se uma técnica reprodutível e estável para tipagem de polimorfismo

intra-específico em P. aeruginosa, distinguiu cinco perfis de amplificação entre os isolados

estudados, o que corresponde a um polimorfismo de 15%, contribuindo assim, para o

monitoramento epidemiológico das infecções hospitalares causadas pela P. aeruginosa;

Quando da identificação bioquímica duvidosa, o rDNA-PCR não foi discriminatório, uma

vez que um isolado de Chryseobacterium meningosepticum apresentou o mesmo perfil de

amplificação da cepa de referência P. aeruginosa ATCC 9027;

O tDNA-PCR revelou-se uma técnica reprodutível, estável e com maior poder

discriminatório que o rDNA-PCR. Identificou oito perfis de amplificação entre os isolados de P.

aeruginosa, o que corresponde a um polimorfismo de 23%, servindo como um segundo

marcador epidemiológico;

Quando da identificação bioquímica duvidosa, o tDNA-PCR pode auxiliar na identificação

de P. aeruginosa, uma vez que o isolado apresente o perfil padrão das cepas de referência;

O Duplex-PCR demonstrou ser uma ferramenta segura quando da utilização na busca de

polimorfismo intra-específico em P. aeruginosa, pois reforçou a variabilidade genética

apresentada pelo tDNA-PCR;

Os perfis de amplificação produzidos pelo rDNA-PCR e tDNA-PCR quando aplicados em

surtos de infecção hospitalar por P. aeruginosa, em associação ao perfil de susceptibilidade

antimibrobiana, podem auxiliar na consubstanciação de dados para fins epidemiológicos no

controle de infecções adquiridas em ambiente hospitalar.
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6. ABSTRACT

Pseudomonas aeruginosa is an ubiquitous and opportunistic Gram-negative bacterium.

Phenotypical markers utilized in routine hospital sometimes do not show the diversity of bacteria

spread on the different areas. Thus, we apply three molecular methods, rDNA-PCR, tDNA-PCR

and Duplex-PCR, to characterize the genetic diversity of P. aeruginosa strains isolated from a

public hospital in Recife-PE, Brazil. The rDNA-PCR showed 15% of genetic variability, against

23% for tDNA-PCR and 23% for Duplex-PCR. The Intensive Care Unity showed four different

genotypes. Colonized patients represent a continuous reservoir of strains from which other

patients can be colonized via cross-acquisition. The occurrence of P. aeruginosa strain belonging

to a unique genotype and multidrug-resistant profile (MDR), in different areas in the hospital

implies in cross-infection between the patients. The data of the rDNA-PCR, tDNA-PCR and

Duplex-PCR, together with the antibiotic susceptibility profile provides valuable molecular

epidemiology information for the control of hospital-acquired P. aeruginosa infections.

Key words: P. aeruginosa, molecular typing, rDNA-PCR, tDNA-PCR, Duplex-PCR.
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7. ANEXOS
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Anexo 1. Non-coding RNA gene

PA#
Product
Name

Alt
Product
Name

Gene
Name

Alt
Gene
Name

Range
From

Range
To

PA0263.1 tRNA-Arg 298892 298816

PA0574.1 tRNA-Met 630510 630434

PA0668.1
16S
ribosomal
RNA

722096 723631

PA0668.2 tRNA-Ile 723696 723772

PA0668.3 tRNA-Ala 723801 723876

PA0668.4
23S
ribosomal
RNA

724103 726993

PA0668.5
5S
ribosomal
RNA

727136 727255

PA0729.1 tRNA-Gly 797794 797721

PA0905.1 tRNA-Ser 991260 991350

PA0905.2 tRNA-Arg 991468 991544

PA0905.3 tRNA-Arg 991656 991732

PA0922.1 tRNA-Met 1007803 1007727

PA0976.1 tRNA-Lys 1060356 1060431

PA1013.1 tRNA-Ser 1096867 1096956

PA1530.1
4.5S
ribosomal
RNA

ffs 1668840 1669799

PA1796.1 tRNA-Arg 1947320 1947396

PA1796.2 tRNA-His 1947448 1947523
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PA1796.3 tRNA-Leu 1947578 1947662

PA1796.4 tRNA-His 1947729 1947804

PA1804.1 tRNA-Asp 1959083 1959159

PA#
Product
Name

Alt
Product
Name

Gene
Name

Alt
Gene
Name

Range
From

Range
To

PA2570.1
tRNA-
Leu

2906051 2905965

PA2581.1
tRNA-
Cys

2918676 2918603

PA2583.1
tRNA-
Gly

2923297 2923222

PA2603.1
tRNA-
Ser

2947672 2947583

PA2736.1
tRNA-
Pro

3099382 3099306

PA2775.1
tRNA-
Val

3133525 3133449

PA2819.1
tRNA-
Gly

3173674 3173599

PA2819.2
tRNA-
Gly

3173834 3173759

PA2819.3
tRNA-
Glu

3173912 3173837

PA2852.1
tRNA-
Ser

3206408 3206497

PA3031.1
tRNA-
Pro

3395190 3395266

PA3094.1
tRNA-
Asp

3475533 3475457

PA3094.2
tRNA-
Asp

3475724 3475648
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PA3094.3
tRNA-
Val

3475816 3475741

PA3133.1
tRNA-
Glu

3514798 3514723

PA3133.2
tRNA-
Ala

3514920 3514845

PA3133.3
tRNA-
Glu

3515089 3515014

PA3133.4
tRNA-
Ala

3515213 3515138

PA3139.1
tRNA-
Asn

3524012 3524087

PA3262.1
tRNA-
Asp

3650798 3650722

PA#
Product
Name

Alt
Product
Name

Gene
Name

Alt
Gene
Name

Range
From

Range
To

PA3262.2 tRNA-Val 3650890 3650815

PA3368.1 tRNA-Arg 3778730 3778654

PA3824.1 tRNA-Leu 4281665 4281751

PA4276.1 tRNA-Trp 4784259 4784184

PA4277.1 tRNA-Thr 4785668 4785593

PA4277.2 tRNA-Gly 4785761 4785688

PA4277.3 tRNA-Tyr 4785872 4785788

PA4280.1
5S
ribosomal
RNA

4788693 4788574

PA4280.2
23S
ribosomal
RNA

4791724 4788836

PA4280.3 tRNA-Ala 4792026 4791951
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PA4280.4 tRNA-Ile 4792131 4792055

PA4280.5
16S
ribosomal
RNA

4793731 4792196

PA4524.1 tRNA-Thr 5069007 5068932

PA4541.1 tRNA-Lys 5087000 5086925

PA4541.2 tRNA-Pro 5087087 5087011

PA4541.3 tRNA-Asn 5087172 5087097

PA4581.1 tRNA-Arg 5131082 5131155

PA4669.1 tRNA-Gln 5238277 5238351

PA4673.1 tRNA-Met 5242026 5242102

PA4690.1
5S
ribosomal
RNA

5264219 5264100

PA#
Product
Name

Alt
Product
Name

Gene
Name

Alt
Gene
Name

Range
From

Range
To

PA4690.2
23S
ribosomal
RNA

5267252 5264362

PA4690.3 tRNA-Ala 5267554 5267479

PA4690.4 tRNA-Ile 5267659 5267583

PA4690.5
16S
ribosomal
RNA

5269259 5267724

PA4746.1 tRNA-Met 5332163 5332087

PA4746.2 tRNA-Leu 5332339 5332254

PA4802.1 tRNA-Sec 5387857 5387766

PA4937.1 tRNA-Leu 5541614 5541700
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PA4937.2 tRNA-Leu 5541830 5541916

PA5149.1 tRNA-Phe 5798560 5798635

PA5160.1 tRNA-Thr 5809970 5810045

PA5369.1
5S
ribosomal
RNA

6039703 6039584

PA5369.2
23S
ribosomal
RNA

6042736 6039846

PA5369.3 tRNA-Ala 6043038 6042963

PA5369.4 tRNA-Ile 6043143 6043067

PA5369.5
16S
ribosomal
RNA

6044743 6043208



70

Anexo 2. Carta do Comitê de Ética em Pesquisa-CEP/HUOC
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