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MARRONI, Floristher Elaine Carrara. Caracteriza¢ao Fenotipica e Molecular de Isolados
Clinicos de Pseudomonas Aeruginosa Produtores de Metalo-Beta-Lactamases. 2009. 143
f. Tese (Doutorado em Microbiologia) Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2009.

RESUMO

A produgdo de metalo-beta-lactamases (MBL) é um importante mecanismo de resisténcia aos
carbapenémicos detectado com aumentada freqiiéncia entre isolados clinicos de Pseudomonas
aeruginosa recuperados no Brasil. Este estudo foi desenvolvido com o objetivo de avaliar o
perfil de sensibilidade aos antimicrobianos, pesquisar a ocorréncia de MBL e caracterizar
fenotipicamente e genotipicamente isolados de Pseudomonas aeruginosa recuperados de
pacientes internados ou atendidos no Hospital Universitario de Londrina e no Ambulatorio do
Hospital das Clinicas. Um total de 240 isolados de P. aeruginosa, coletados consecutivamente
durante o periodo de margo de 2003 a margo de 2005, foram avaliados. Destes, 141 isolados
que ndo apresentaram sensibilidade a ceftazidima e/ou aos carbapenémicos foram
selecionados para a pesquisa de MPLs e detec¢ao por PCR de genes codificadores destas
enzimas. Uma alta taxa de resisténcia aos antimicrobianos foi verificada entre as P.
aeruginosa estudadas sendo que somente as polimixinas mostraram atividade contra 100%
dos isolados. Quarenta e sete isolados foram produtores de MBL e os genes blaspm-1 € blamp-16
foram encontrados em 45 e 2 isolados, respectivamente. Os isolados produtores de SPM-1
foram agrupados em 11 clones com diferentes perfis de multirresisténcia aos antimicrobianos.
As cepas de P. aeruginosa pertencentes ao clone A apresentaram relacdo genética com o
clone epidémico brasileiro produtor de SPM-1, denominado SP, e a disseminacdo deste clone
foi verificada em diferentes setores do HU. Os isolados produtores de SPM-1 foram
recuperados com maior freqiiéncia entre pacientes internados na Enfermaria Masculina e nas
UTIs do HU, sugerindo um importante papel destes setores na disseminacao e manutencao de
cepas produtoras de MBLs neste hospital. Os isolados Pa30 e Pa43, produtores de IMP-16,
ndo apresentaram resisténcia aos carbapenémicos e foram agrupados em um clone distinto. O
seqiienciamento dos isolados Pa30 e Pa43 mostrou a presenca do gene blapp.1¢ como um
unico cassete génico localizado em um novo integron da classe 1. O gene cassete blanp-i6 foi
precedido por um promotor Pc fraco e por um outro promotor P; inativo. Este gene esta
localizado num plasmideo de 60Kb nos dois isolados produtores de IMP-16. Os isolados Pa30
e Pa43 apresentaram niveis transcricionais de oprD e de ampC similares aos da cepa de
referéncia Pa0l indicando que, provavelmente, estes isolados apresentam uma expressao
normal da porina OprD e produzem quantidades basais da enzima AmpC. Uma
hiperexpressao dos sistemas de efluxo MexAB-OprM, MexCD-OprJ e MexXY foi verificada
em ambos isolados produtores de IMP-16. Este estudo relata a primeira detecgdo do gene
blanp-16 na regido Sul do Brasil e a primeira descri¢ao de isolados clinicos de P. aeruginosa
produtores de IMP-16 nao resistentes aos carbapenémicos.

Palavras — Chave: Pseudomonas aeruginosa. Infecgcdes por bactérias gram-negativas.
Antibioticos beta-lactamicos. Microbiologia.
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clinical isolates of pseudomonas aeruginosa producing metallo-beta-lactamases. 2009.
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2009.

ABSTRACT

Metallo-B-lactamases (MBL) production is an important mechanism of carbapenem resistance
among clinical isolates of Pseudomonas aeruginosa that is becoming more frequently
observed in Brazil. This study was designed to evaluate the antimicrobial susceptibility
profile, MBL occurrence and the phenothypic and genotypic traits of Pseudomonas
aeruginosa clinical isolates recovered from inpatients and outpatients, treated at Hospital
Universitario de Londrina and Ambulatério do Hospital das Clinicas. Initially, a total of 240
isolates consecutively collected from March 2003 to March 2005 were evaluated and 141
isolates non-susceptible to ceftazidime and/or carbapenems were selected to detect MBL
production and the presence of MPBL genes. A high rate of antimicrobial resistance was found
and only polymyxins showed 100% activity against the P. aeruginosa isolates evaluated. A
total of 47 isolates were MBL-producers and the blaspym.1 and blapvp-16 genes were detected in
45 and 2 isolates, respectively. SPM-1 isolates comprised 11 clones with different multidrug-
resistant profiles. The SPM-1-producing P. aeruginosa strains of clone A showed close
genetic relatedness to the Brazilian epidemic SPM-1 strain termed SP clone and the
dissemination this clone was verified in different wards in HU. The SPM-1-producing isolates
were mainly recovered from patients hospitalized in the male patients’ ward and ICUs,
suggesting an important role of these areas in the nosocomial dissemination and maintenance
of MBL-producing strains in this hospital. The two IMP-16-producing isolates were clustered
in a distinct clone and no exhibited resistance to carbapenems. Sequencing revealed that both
isolates carried the blapp.16 genes as a single cassete in a novel class-1 integron. The blapp-16
gene cassete were preceded by a weak Pc promotor and an inactive P2 promoter. This gene
was carried on a 60Kb plasmid in both IMP-16- producing isolates. Pa 30 and Pa 43 showed
transcriptional levels of oprD and ampC similar to that PAO1 reference strain, probably
indicating normal expression of the porin OprD and basal production of ampC enzyme. A
hiperexpression of the efflux systems MexAB-OprM, MexCD-Opr] and MexXY were
verified in both IMP-16-producers. This study report the first detection of blap.16 gene in the
Southern Brazil and the first description of IMP-16-producing P. aeruginosa isolates non-
resistant to carbapenems.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa. Gram-negative bacterial infections. Beta-lactam
antibiotics. Microbiology.
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INTRODUCAO

Embora considerada um fendomeno bioldgico natural, a resisténcia aos
antimicrobianos tornou-se um problema de satide publica mundial, devido ao ritmo crescente
da sua evolucdo e disseminacdo entre as populagdes microbianas. Paralelamente a esta
preocupagdo global, verifica-se um decréscimo de investimentos na pesquisa,
desenvolvimento e introducdo no mercado de novos agentes anti-infecciosos, principalmente
daqueles dirigidos para o tratamento das infeccdes causadas por Bacilos Gram-negativos
(BGN) (Burgess, Rapp, 2008; Lauthenbach, Polk, 2007; Spellberg et al., 2008).

Estudos epidemioldgicos recentes relatam um aumento nas infecc¢des
nosocomiais causadas por BGNSs, particularmente por cepas multirresistentes a
antimicrobianos de Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter spp., Klebsiella spp. e
Escherichia coli (Livermore, 2009). Estes agentes, -classificados como patdgenos
“problematicos” da atualidade, sdo responsaveis por aproximadamente 70% das infecc¢des
nosocomiais causadas por BGN (Albrecht et al., 2006; Slama, 2008). Elevadas taxas de
morbidade e mortalidade e altos custos hospitalares estdo associados a infec¢des causadas por
estes microrganismos, constituindo um desafio para os infectologistas, epidemiologistas e
administradores hospitalares (Patterson, 2006; Rice, 2009).

Conhecida por muitos anos como principal agente etioldégico de infecgdes
em queimaduras e feridas cirurgicas, mas frequentemente considerada um agente secundario
ou invasor oportunista, P. aeruginosa ¢ reconhecida atualmente como o principal patégeno
hospitalar de pacientes imunocomprometidos, debilitados e de individuos portadores de
fibrose cistica. Com notavel versatilidade metabdlica e excepcional habilidade para adaptar-se
e colonizar uma varidedade de nichos ecologicos, esta espécie bacteriana também se destaca
pela capacidade de apresentar resisténcia simultdnea a um grande niimero de antibidticos e
desinfetantes (Driscoll, Brody, Kollef, 2007).

As infecgdes por P. aeruginosa sdo, geralmente, de dificil tratamento em
razao da resisténcia intrinseca a diferentes classes de agentes antimicrobianos apresentada por
esta espécie e por sua notavel capacidade em desenvolver resisténcia a estes farmacos durante
o curso de tratamento das infec¢des. (Chopra et al, 2008; Grossi, Gasperina, 2006; Mesaros et
al., 2007).

As opgoes terapéuticas para o tratamento de infec¢des causadas por P.

aeruginosa incluem aminoglicosideos como a gentamicina, tobramicina, netilmicina e
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amicacina; as fluoroquinolonas, ciprofloxacina e levofloxacina e as polimixinas. Entre os
antimicrobianos da classe dos PB-lactamicos, apresentam atividade contra P. aeruginosa e
podem ser utilizadas clinicamente, as penicilinas ticarcilina e piperacilina, incluindo suas
respectivas  associagdes com inibidores de [-lactamase: o 4cido clavulanico e
piperacilina/tazobactam; as cefalosporinas de amplo espectro ceftazidima, cefepima e
cefoperazona; o monobactam aztreonam; e os carbapenémicos imipenem, meropenem e
doripenem (Pappas, Saplaoura, Falagas, 2009; Rodloff, Goldstein, Torres, 2006).

Os carbapenémicos sdo PB-lactamicos de amplo espectro, estdveis & maioria
das B-lactamases produzidas por P. aeruginosa. Estes agentes sdo amplamente utilizados no
tratamento das infec¢cdes nosocomiais sérias causadas por P. aeruginosa e outros BGNs. No
entanto, o intenso uso hospitalar dos carbapenémicos foi acompanhado pela emergéncia e
disseminagdo da resisténcia aos mesmos (Rodloff, Goldstein, Torres, 2006; Zhanel et al.,
2007).

Em isolados clinicos de P. aeruginosa, a resisténcia aos carbapenémicos €,
usualmente, multifatorial e envolve diferentes mecanismos que operam conjuntamente, como:
reduzida expressdo de proteinas de membrana (combinada a aumentada atividade da
cefalosporinase AmpC ou a B-lactamases de espectro ampliado e aumentada extrusdo destes
antimicrobianos através de sistemas de efluxo. No entanto, 0 mecanismo mais preocupante de
resisténcia aos carbapenémicos ¢ a producdo de carbapenemases adquiridas, em especial, das
metalo-beta-lactamases (MBL), devido ao seu potencial de rapida disseminagdo intra e inter-
espécies bacterianas (Rahal, 2008; Walsh, 2008).

As MBL s3o enzimas com uma potente atividade hidrolitica sobre todos os
B-lactdmicos disponiveis comercialmente, com exce¢do do aztreonam. Isolados clinicos de P.
aeruginosa produtores destas enzimas apresentam frequentemente, complexos fendtipos de
multirresisténcia e causam infecgdes de dificil tratamento. Desta forma, estdo associadas a
altas taxas de mortalidade, principalmente pela falta de opgdes terapéuticas ou devido a um
tratamento empirico inicial ndo efetivo (Laupland et al., 2005; Maltezou, 2008; Zavascki et
al., 2006a).

Os genes que codificam as MPLs, denominados genes bla sdo,
frequentemente, mobilizados por plasmideos ou transposons que facilitam a disseminagao dos
mesmos (Walsh, 2006). A mobilidade destes genes, tanto genética quanto geografica, aliada a
dificuldade de erradica¢do dos microrganismos produtores destas enzimas, ¢ responsavel pelo
aumento no seu isolamento, representando uma ameaga a terapia antimicrobiana atual

(Maltezou, 2008).
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Isolados bacterianos produtores de MBLs tem se disseminado rapidamente
por muitos paises, particularmente do sudeste da Asia, da Europa ¢ da América Latina
(Walsh, 2008). Até o momento, 5 subclasses de MPLs adquiridas foram identificadas em P.
aeruginosa (IMP, VIM, SPM, GIM, AIM), sendo que 4 variantes foram isoladas no Brasil:
SPM-1, VIM-2-like, IMP-1-like, IMP-16 ¢ IMP-18 (Martins et al., 2007; Mendes et al., 2004;
Sader et al., 2005; Xavier et al., 2006). P. aeruginosa produtora de SPM-1 tem sido reportada
como endémica no territorio brasileiro devido a disseminacdo de um clone em hospitais de
diferentes estados. Este clone, denominado SP, contribui para as altas taxas de resisténcia aos
carbapenémicos observadas entre isolados nosocomiais de P. aeruginosa do Brasil (Gales et
al., 2003).

De forma semelhante ao que aconteceu mundialmente, em especial nos
paises da América Latina e em varios estados do Brasil, um aumento gradativo nas taxas de
resisténcia aos carbapenémicos foi verificado entre isolados clinicos de P. aeruginosa
recuperadas no Laboratorio de Microbiologia Clinica (LMC) do Hospital Universitario (HU)
da Universidade Estadual de Londrina (UEL). A anélise retrospectiva dos anos de 2003 e
2004 revelou uma taxa geral de sensibilidade aos carbapenémicos de 63,2% (Campana et al.
2004). Um estudo realizado no HU, com P. aeruginosa isoladas de pacientes portadores de
infec¢do hospitalar, apresentou uma reducdo na sensibilidade aos carbapenémicos de 83% em
1998 para 30% em 2004 (Carrilho et al., 2004).

Dados fornecidos pela Farmacia Hospitalar do HU mostraram um aumento
no consumo de carbapenémicos de aproximadamente 40% entre os anos de 2000 ¢ 2004.
Adicionalmente, com a emergéncia e aumento do numero de casos de P. aeruginosa
resistentes aos carbapenémicos, o Servigo de Controle de Infeccdo Hospitar (SCIH)
padronizou o uso da polimixina B e colistina (polimixina E) no HU, com utilizagdo reservada
para o tratamento das infec¢des causadas por este microrganismo.

Em 2003, um estudo multicéntrico realizado por Gales e colaboradores
detectou SPM-1 em um isolado clinico de P. aeruginosa resistente aos carbapenémicos,
recuperado no ano de 2002 da urina de um paciente internado no HU de Londrina. Este
isolado apresentou similaridade genética com P. aeruginosa coletada de sete centros médicos
localizados em cinco estados brasileiros, € mostrou um perfil de PFGE idéntico ao exibido
pelo clone SP (Gales et al., 2003).

O aumento na ocorréncia de infecgdes por P. aeruginosa resistentes aos
carbapenémicos, aliado ao consumo elevado destes antimicrobianos e a presenca confimada

de SPM-1 no HU, evidenciaram o preocupante problema vivenciado neste hospital em relagao
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a terapéutica das infecgdes por P. aeruginosa € motivou o presente estudo. Conhecer a
frequéncia de ocorréncia dos isolados clinicos de P. aeruginosa produtores de MPBL, verificar
o perfil de sensibilidade aos antimicrobianos e o modo de disseminagdo destes isolados foi
considerado fundamental para compreender este importante mecanismo de resisténcia aos

carbapenémicos presente no HU.
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OBJETIVOS

Objetivo Principal

Avaliar a produgdo de MBLs ¢ a presenga dos genes codificadores destas
enzimas em isolados clinicos de P. aeruginosa recuperados no LMC do HU de Londrina,

durante o periodo de marco de 2003 a margo de 2005.

Objetivos Especificos

e Determinar o perfil de sensibilidade dos isolados de P. aeruginosa aos
principais antimicrobianos com atividade anti-pseudomonas.

e Estabelecer a Concentragdo Inibitéria Minima aos carbapenémicos
(Imipenem e Meropenem) e a Polimixina B.

e Avaliar a producao de MBL por métodos fenotipicos;

e Pesquisar os principais genes que codificam as MBL por reacdo em
cadeia da polimerase e sequenciamento;

e Estabelecer a relacdo clonal entre os isolados de P. aeruginosa
produtores de MBL pela tipagem molecular por PFGE;

e Pesquisar o contexto e o suporte genético dos genes que codificam as
MBL em dois isolados de P. aeruginosa produtores de IMP-16;

e Avaliar o nivel de expressdo de genes que codificam proteinas de
sistemas de efluxo em P. aeruginosa (MexAB-OprM, MexCD-Opr],
MexEF-OprN, Mex-XY-OprM), da proteina de membrana OprD e da (-
lactamase AmpC em dois isolados de P. aeruginosa produtores de IMP-

16.
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REVISAO DA LITERATURA

1 CARACTERISTICAS GERAIS DE P. AERUGINOSA

P. aeruginosa é a “espécie tipo” do género Pseudomonas pertencente a
familia Pseudomonaceae. Isolados de P. aeruginosa apresentam morfologia compativel a um
bastonete medindo entre 0,5 a 0,8 um de largura e 1,5 a 3,0 um de comprimento, sdo
levemente curvos e ndo esporulados. Podem ser obsevados como células isoladas, aos pares
ou em curtas cadeias ¢ a maior parte dos isolados move-se através de um flagelo polar
monotriqueo (Blondel-Hill, Henry, Speert, 2007).

A estrutura externa de P. aeruginosa apresenta as caracteristicas gerais dos
BGN: estrutura multilaminar composta de membrana externa (ME), seguida de espaco peri-
plasmatico, que inclui uma fina camada de peptidioglicano na parede celular e, internamente,
a membrana citoplasmatica. Em alguns isolados, envolvendo todas as estruturas descritas
acima, encontra-se ainda a capsula ou camada mucdide. A ME ¢ uma estrutura bilaminar, cujo
folheto externo, hidrofilico, ¢ composto por moléculas de lipopolissacarideos (LPS). O LPS ¢
considerado o principal determinante antigénico de muitas bactérias Gram-negativas e em P.
aeruginosa resulta na presenca de diversos sorotipos. (Winn Jr et al., 2008a).

Embora classificado como um organismo com metabolismo respiratorio
estritamente aerdbio, P. aeruginosa pode adaptar-se a condi¢des com deplecdo parcial ou total
de oxigénio. Em situagdes excepcionais realiza respiracdo anaerdbica utilizando o nitrogénio
como aceptor final de elétrons (desnitrificacdo) e, na auséncia deste, pode ainda utilizar a
arginina pela fosforilacdo em nivel de substrato. A adaptacdo a ambientes microaerofilos ou
anaerobicos ¢ essencial para certos “estilos de vida” de P. aeruginosa como, por exemplo,
durante as infecgdes pulmonares em pacientes com fibrose cistica, onde finas camadas do
polissacarideo alginato que envolvem as células bacterianas mucoides limitam a difusdao do
oxigénio (Blondel-Hill, Henry, Speert, 2007).

Este microrganismo ¢ mesofilico, com Otima temperatura de crescimento
entre 30 e 37 °C, podendo crescer vagarosamente ou sobreviver a temperaturas superiores ou
inferiores. A habilidade de P. aeruginosa em crescer a 42 °C a distingue de outras espécies
fluorescentes do género Pseudomonas com importincia clinica como P. fluorescens e P.

putida (Blondel-Hill, Henry, Speert, 2007).
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P. aeruginosa ¢ um BGN que deriva a sua energia da oxidacdo de
carboidratos, nao realizando a fermentacao dos mesmos, por isto ¢ considerado um Bacilo
Gram Negativo Ndo Fermentador (BGNNF). Por ser um microrganismo metabolicamente
versatil cresce sem muitas exigéncias nutricionais, podendo inclusive sobreviver em agua
destilada. No laboratorio, meios de cultura compostos de sais minerais e glicose suportam
bem o seu desenvolvimento ndo necessitando de fatores organicos de crescimento. Pode
utilizar mais que 75 compostos organicos diferentes como unica fonte de carbono e energia,
sendo notavel a sua diversidade catabolica (Winn Jr et al., 2008b)

Isolados de P. aeruginosa sao facilmente reconhecidos nos meios primarios
de isolamento por causa da aparéncia caracteristica das colonias, odor de frutas e produgao de
pigmentos, se presentes. Trés formas principais de colonias sdo mais comumente produzidas:
os isolados do solo ou da agua formam colonias pequenas e rugosas e os isolados clinicos
podem apresentar outras duas morfologias: colonias grandes, lisas e ovaladas com bordas
estendidas e as colonias do tipo mucoéide. Estas variantes mucodides ocorrem devido a
producdo de grande quantidade do polissacarideo extracelular alginato, caracteristico em
isolados do trato respiratorio de pacientes portadores de fibrose cistica e de alguns isolados do
trato urinario e parecem exercer papel fundamental na colonizagao e viruléncia. Uma mesma
cepa pode variar de mucoide para nao mucoide e vice-versa como, por exemplo, em infec¢des
cronicas (Win Jr et al., 2008b)

Uma importante caracteristica desta espécie € a produgdo de pigmentos que
fluorescem sobre luz ultravioleta, particularmente quando os isolados crescem em condigdes
de limita¢do de ferro. Alguns destes pigmentos e/ ou os seus derivados parecem exercer a
funcao de siderdforos do sistema de captagdo de ions ferro da bactéria. Quatro pigmentos
distintos e difusiveis nos meios de cultura podem ser produzidos por P. aeruginosa: a
piocianina (azul), a fluorescente pioverdina (amarelo-esverdeado), a piorrubina (vermelho) ¢ a
piomelanina (marrom a preto). Quando a piocianina ¢ produzida juntamente com a
pioverdina, uma coloragcdo verde brilhante ¢ produzida. Encontrada em aproximadamente
80% dos isolados, a piocianina ¢ estimulada pela presen¢a do glicerol, magnésio, potassio e
ferro e € um pigmento soluvel em agua e cloroférmio. A pioverdina ¢ um pigmento
fluorescente soluvel em agua mas ndo em cloroférmio, podendo ser encontrado em outras
espécies recuperadas de materiais clinicos: P. putida e P. fluorescens. Menos de 2% dos
isolados clinicos sdo produtores de piorrubina e/ou piomelanina (Winn Jr et al., 2008b).

A identificagdo bioquimica pode ser realizada pelas caracteristicas

metabolicas como a nao fermentagdo de carboidratos, oxidagdo da glicose e xilose em meio
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basal, produg¢do de indofenol oxidase, producdao de arginina dehidrolase, crescimento em
Brain Heart Infusion (caldo BHI) a 42°C, redu¢do do nitrato a nitrito e inabilidade de oxidar a
maltose em meios contendo amonia com sais e agicares (Winn Jr et al., 2008 b).

O sequenciamento completo do genoma da cepa selvagem PAO1 de P.
aeruginosa foi disponibilizado no ano de 2000 por Stover e colaboradores. Com 6,3 milhdes
de pares de bases e 5570 “open reading frames”, o genoma desta bactéria esta entre os
maiores dentre os procariotos. O significativo nimero de familias de genes encontrados neste
genoma, com grande diversidade funcional, codifica uma alta propor¢do de proteinas
regulatorias e de proteinas envolvidas no transporte e viruléncia. Um total de 0,3% dos genes
codificam para proteinas envolvidas na resisténcia aos antimicrobianos. O genoma ¢, também,
altamente flexivel, com 10% dos genes organizados em ilhas de patogenicidade,
compreendendo genes variaveis que codificam fatores de viruléncia ou com habilidade para
adquirir elementos genéticos moveis que codificam genes de resisténcia. O grande tamanho e
a complexidade deste genoma ¢, provavelmente, a base para a capacidade de P. aeruginosa
sobreviver em diferentes condigdes ambientais, ser capaz de infectar uma variedade de sitios
corporais e, também, resistir (intrinsicamente ou por aquisi¢do de genes necessarios) a um

grande niumero de agentes antimicrobianos (Mesaros et al., 2007; Stover et al., 2000).
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2 RESERVATORIOS, FONTES DE ISOLAMENTO, FATORES DE RISCO E
INFECCOES CAUSADAS POR P. AERUGINOSA

P. aeruginosa ¢ um microrganismo cosmopolita em sua distribui¢do, tem
predilegdo por ambientes umidos, podendo ser encontrada na agua, no solo, em plantas,
inclusive em frutos, vegetais e flores, nos animais € no homem. A habilidade em sobreviver
com requerimentos nutricionais minimos, a capacidade de utilizar uma variedade de
substratos organicos como fonte de carbono e de tolerar uma variedade de condigdes fisicas,
contribui para a sua ampla adaptabilidade ecoldgica e para sua persisténcia na natureza e no
ambiente hospitalar (Blondel-Hill, Henry, Spert, 2007; Strateva, Yordanov, 2009).

Nos hospitais, P. aeruginosa pode ser isolada de uma variedade de fontes,
sendo a umidade um fator critico para sua persisténcia. Equipamentos de terapia respiratoria
(ventilagdo mecanica), antissépticos, desinfetantes, solugcdes de limpeza, medicamentos,
colirios, liquidos de didlise, equipamentos médicos (endoscopios), sabdes, pias, buchas ou
esfregdes, banheiras de hidroterapia e vegetais podem constituir os principais reservatorios
hospitalares ou fontes de isolamento deste microrganismo. Os reservatdrios mais comumente
encontrados na comunidade incluem piscinas, banheiras de hidromassagem, saunas,
umidificadores, solugdes de lentes de contato, solo, rizosfera e vegetais (Pollack, 2000).

P. aeruginosa é raramente encontrada como membro da microbiota normal
de individuos saudaveis, mas quando a colonizacdo ocorre, os sitios corporais prevalentes sdo
os que possuem umidade natural tais como axila, perineo, ouvido, mucosa nasal, faringe e
trato intestinal. As taxas de colonizagdo descritas na literatura compreendem 0 a 2% para a
pele, 0 a 3,3% para a mucosa nasal, 0 a 6,6 % para a faringe, e 2,6 a 24% para isolados de
fezes. No entanto, as taxas de colonizagdo podem exceder a 50% durante a hospitalizacdo,
especialmente em pacientes que sofreram traumas ou rompimento da integridade da pele e
mucosas por ventilagdo mecanica, traqueostomia, cateterizagdo, cirurgia ou queimaduras
severas. Pacientes imunologicamente debilitados apresentam alto risco de colonizagdo por
este microrganismo e a alteracdo da microbiota resultante de terapia com antimicrobianos de
amplo espectro ou quimioterapia anticdncer aumentam a coloniza¢do por P. aeruginosa nos
varios sitios corporais. A colonizagdo também ¢ comum no trato respiratério de individuos
portadores de fibrose cistica (Lister, Wolter, Hanson, 2009).

Apesar da grande distribuicdo de P. aeruginosa na natureza e do seu

potencial para causar infecgdes na comunidade, as infec¢des graves causadas por este
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microrganismo sao predominantemente adquiridas nos hospitais. No entanto, as infecgdes
adquiridas na comunidade sdao bem documentadas na literatura e, estdo associadas,
geralmente, ao contato do paciente com 4agua ou solucdes contaminadas. As principais
infecgdes comunitarias incluem: infecgdes oculares como ceratite ulcerativa (relacionadas ao
uso de lentes de contato); infec¢des do ouvido, como a otite do nadador, relacionada a
individuos que praticam esportes aquaticos € uma forma mais grave de infec¢do profunda, a
otite externa maligna que acomete pacientes diabéticos; uma ampla variedade clinica de
infeccdes cutdneas que vao desde nodulos subcutdneos até fasceite necrotizante e as
pneumonias comunitarias, ocasionadas principalmente em pacientes com doenga pulmonar
cronica, insuficiéncia cardiaca congestiva ou individuos portadores do virus HIV (Pollack,
2000). A frequéncia de P. aeruginosa como patdégeno hospitalar varia segundo a regido, o tipo
de hospital, o tipo de paciente e, at¢é mesmo, segundo a unidade hospitalar dentro de uma
mesma institui¢do (Driscoll, Brody, Kollef, 2007).

Na maioria dos casos, o processo infeccioso tem inicio com algum tipo de
alteracdo ou destrui¢do de barreiras fisicas, como por exemplo, a utilizagdo de cateter urinario
e ou sonda orotraqueal, processos cirurgicos, queimaduras e imunossupressao. Esta bactéria ¢
responsavel por aproximadamente 11 a 13% de todas as infec¢des hospitalares (Kim et al.,
2000; Lizioli et al., 2003; Pittet, 1999). Nas Unidades de Terapia Intensiva (UTIs), taxas de
infeccao ainda maiores sao relatadas, variando de 13,2 a 22,6% (Crnich, Safdar, Maki, 2003;
Gaynes, Edwards, NNISS, 2005).

Embora a frequéncia possa variar entre diferentes instituicdes de saude, P.
aeruginosa ¢ considerada o segundo patdgeno responsavel por pneumonias hospitalares e
pneumonias associadas a ventilagio mecanica. E considerada o principal patogeno isolado de
pacientes com pneumonia nosocomial desenvolvida apds 4 dias de internagdo em uma UTI, e
em pacientes que desenvolvem pneumonias apoés 4 dias de ventilagdo mecanica ou que
tenham realizado traqueostomia percutanea. Nas UTIs pediatricas ¢ relatada também, como a
causa mais comum de pneumonia hospitalar (Driscoll, Brody, Kollef, 2007).

Em individuos queimados, a colonizagdo por P. aeruginosa ¢ bastante
comum, aumentando significativamente durante a primeira semana de hospitalizagao
(Mayhall, 2004). Esta bactéria ¢ o principal agente de infeccdo de queimaduras e esta
relacionada a pneumonias, bacteremias e sepses em pacientes queimados (Sligl, Taylor,
Brindley, 2006; Yildirim et al., 2005).

P. aeruginosa ¢, também, um importante patogeno de infecgdes do sitio

cirtrgico. Dados do National Nosocomial Infectious Surveillance System (NNISS) do Center
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for Diseases Control and Prevention (CDC), coletados entre 1986 a 2003, mostraram que
9,5% das infec¢Oes de sitio cirirgico adquiridas por pacientes internados nas UTIs dos
Estados Unidos foram causadas por esta bactéria (Gaynes, Edwards, NNIIS, 2005). As fontes
de contaminacdo podem ser endodgenas, devido a colonizacdo prévia do paciente, ou exdgena,
por meio de antissépticos, dispositivos e equipamentos. As cirurgias toraccicas e cardiacas
apresentam maior risco de infecc¢ao por esta bactéria (Flaherty, Stosor, 2004).

As ITUs por P. aeruginosa estdo, em geral, associadas a intervengdes
diagnosticas ou terapéuticas. Esta bactéria ¢ considerada a terceira causa mais frequente de
ITUs nosocomiais, principalmente em pacientes submetidos a sondagem vesical,
procedimentos invasivos das vias urinarias e cirurgias urologicas (Bouza, Garcia-Garrote,
Cercenado, 2003; Gaynes, Edwards, NNIIS, 2005; Yard, Cox, 2001).

Bacteremias causadas por P. aeruginosa ocorrem, frequentemente, em
pacientes que fazem uso de cateter venoso central, em portadores de imunossupressao grave,
pacientes com neoplasias malignas (principalmente leucemias agudas), AIDS, diabetes
mellitus ou queimaduras extensas. Estas infec¢des estdo relacionadas a um mau prognostico e
atingem altas taxas de mortalidade (Blot et al., 2003).

Pacientes com imunodeficiéncias primarias ou secundarias sdao mais
suscetiveis a infecgdes por P. aeruginosa. A neutropenia causada por quimioterapia ¢ um
importante fator de risco para bacteremias por este agente e esta relacionada as maiores taxas
de mortalidade relatadas (30-50%) para infec¢des com P. aeruginosa (Mesaros et al., 2007).

Individuos infectados com o HIV, principalmente aqueles nos estagios mais
avangados de AIDS, apresentam maior risco para desenvolver infec¢des pulmonares,
bacteremias e sepse por P. aeruginosa (Vidal et al., 1999).

Pacientes que sofreram transplante de medula dssea ou transplante de 6rgaos
solidos exibem taxas aumentadas de bacteremias por P. aeruginosa quando comparados com
pacientes hospitalizados e nao transplantados. Este microrganismo ¢ identificado como uma
causa comum de infec¢des hospitalares em individuos submetidos a transplante duplos de
coragdo-pulmao (Kramer et al.,1993; Lossos et al., 1995).

P. aeruginosa é um patdogeno particularmente importante em pacientes
portadores de fibrose cistica, em quem as infecgdes cronicas e recorrentes sao muito
freqlientes, devido a uma colonizacdo persistente dos seus seios paranasais € pulmdes. Nas
infecgdes cronicas, diferentes cepas de P. aeruginosa podem infectar um mesmo paciente,
sendo comum a selecdo de cepas que produzem o exopolissacarideo alginato e formam

biofilme. Os mutantes formadores de biofilme sdo protegidos da fagocitose, da atividade do
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sistema complemento e sdo extremamente resistentes a acdo dos antimicrobianos, o que
favorece a persisténcia dos mesmos no pulmdo e torna extremamente dificil a sua
exterminagdo (Lee et al., 2005a). Hospitalizagdes freqiientes e altas taxas de mortalidade sdao
verificadas entre pacientes pediatricos portadores de fibrose cistica que apresentam culturas
positivas para P. aeruginosa. Uma fun¢do pulmonar diminuida e baixo peso sdo verificados
nestes pacientes em comparagdo com aqueles nao colonizados ou infectados por P.
aeruginosa. Os seios paranasais compreendem reservatdrio importante desta bactéria e
predispdem a infec¢des recorrentes, mesmo apds transplante de pulmio (Driscoll, Brody,
Kollef, 2007).

Surtos de infecgdes por P. aeruginosa ocupam um lugar de destaque na
literatura médico-hospitalar, especialmente aqueles causados por cepas multirresistentes. A
forma de transmissdo desta bactéria do ambiente para o paciente ocorreria devido a liquidos
contaminados, por meio de contato direto, aspiracao de aerossdis, ou transferéncia pelas maos
de profissionais da saude. Como fontes de surtos de infec¢ao por P. aeruginosa relacionados
na literatura encontram-se: equipamentos de limpeza de ambientes, pias, endoscopios,
broncoscopios, pasteurizadoras de leite, gaze para curativo, aparelhos de urodindmica, dgua
potavel, solu¢des antissépticas, vasos de flores, entre outras (Kerr, Snelling, 2009). Os
profissionais da area da satude ja foram identificados como fonte de surtos relacionados ao uso
de unhas posticas e unha natural e a presenca de otite externa intermitente e onicomicose. A
transmissdo ocorre com menor frequéncia quando técnicas assépticas recomendadas sdo
seguidas por estes profissionais (Nouér, 2005).

A prevencdo e o controle da colonizagdo e infeccdo por P. aeruginosa
requer uso racional dos antimicrobianos, adesdo dos profissionais de saude as praticas de
higienizacdo das maos, precaugdes de contato para isolados multirresistentes, bem como
adesdo as técnicas de limpeza do ambiente ¢ dos equipamentos médicos e hospitalares

(Obritsch et al., 2005).
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3 RESISTENCIA AOS ANTIMICROBIANOS EM P. AERUGINOSA

3.1 DEFINICOES RELACIONADAS A RESISTENCIA

Na atualidade, diferentes expressdes ou termos estdo sendo utilizados na
literatura biomédica para descrever os varios perfis de resisténcia aos antimicrobianos
apresentados pelas bactérias. As expressdes mais comumente verificadas sdo:
multirresisténcia aos antimicrobianos (MR), extensiva resisténcia aos antimicrobianos (ER) e
pan-resisténcia aos antimicrobianos (PR). Infelizmente, ndo existe nenhum critério aceito
internacionalmente que padroniza a aplicagdo das mesmas em bactérias, com uma Unica
excecdo para Mycobacterium tuberculosis. Como resultado, estes termos sdo utilizados
arbitrariamente originando divergéncias e confusdes entre pesquisadores, profissionais da area
da saude e leitores de trabalhos cientificos (Souli, Galani, Giamarelou, 2008).

Alguns estudos que tentam esclarecer a utilizacdo destas expressoes
sugerem a seguinte padronizacdo: MR se refere a isolados resistentes a trés ou mais classes de
antimicrobianos com atividade significativa para uma espécie bacteriana. ER se aplica aos
isolados resistentes a estas 3 classes significativas que caracterizam a MR e & mais uma ou
duas outras classes de antimicrobianos. O termo PR ¢, em geral, utilizado quando a bactéria ¢
resistente a todos os antimicrobianos disponiveis para o tratamento das infec¢des por uma
espécie bacteriana (Fallagas, Bliozotis, 2007; Pappas, Saploura, Fallagas, 2009; Souli, Galani,
Giamarelou, 2008).

Em P. aeruginosa estes termos sao mais comumente aplicados da seguinte
forma: isolados clinicos MR, em geral, sdo resistentes as penicilinas e cefalosporinas com
atividade anti-pseudomonas, aminoglicosideos e fluoroquinolonas. Os isolados clinicos
considerados ER, mais comumente reportados, sdo resistentes aos aminoglicoideos,
fluoroquinolonas,  penicilinas,  cefalosporinas, = monobactamicos, carbapenémicos,
apresentando sensibilidade apenas as polimixinas. Os isolados PR sdo resistentes a todas as
classes disponiveis de antimicrobianos inclusive as polimixinas (Souli, Galani, Giamarelou,

2008; Falagas, Bliozotis, 2007).
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3.2 IMPACTO CLINICO DA RESISTENCIA AOS ANTIMICROBIANOS

O sucesso de P. aeruginosa como um dos mais importantes patdgenos
nosocomiais deve-se ndo somente a resisténcia intrinseca apresentada por esta bactéria, mas
também a sua rapidez e habilidade para desenvolver resisténcia a qualquer antimicrobiano ao
qual esteja exposta durante o tratamento das infecgdes (Mesaros et al., 2007).

A alta pressdo seletiva exercida continuamente pelo uso abundante de
antimicrobianos no ambiente hospitalar ocasionou o aparecimento de isolados clinicos MR,
ER e PR. As infec¢des causadas por isolados de P. aeruginosa MR sdo complicadas e de
dificil tratamento. Apresentam taxas de mortalidade trés vezes mais altas que as infec¢des por
isolados sensiveis. Além disso, estas infec¢des podem levar ao desenvolvimento de
bacteremias secundarias a uma taxa nove vezes maior e prolongam o tempo de hospitaliza¢ao
do paciente em aproximadamente duas vezes, aumentando consideravelmente os custos
hospitalares (Giamarellou, 2002; McGowan Jr, 2006).

Dados fornecidos por varios 6rgaos que realizam a vigilancia da resisténcia
entre isolados de P. aeruginosa demonstram uma tendéncia global na elevacao das taxas de
resisténcia aos antimicrobianos de diferentes classes. Embora existam variagdes geograficas
nos padrdes de resisténcia aos antimicrobianos o problema da MR em P.aeruginosa atinge
todos os continentes e apresenta as maiores taxas na América do Sul, Europa e Asia (Gaynes,
Edwards, NNISS, 2005; Korten et al., 2007; Obritsch et al.,2005; Pappas, Saploura, Fallagas,
2009; Spellberg, et al., 2008).

A resisténcia aos carbapenémicos em P. aeruginosa aumenta em maior
propor¢do na América Latina que nos Estados Unidos. A prevaléncia da resisténcia ao
meropenem dobrou seus valores de 17% em 1997 para 36% em 2001 e a taxa de
multiresisténcia entre isolados de P. aeruginosa aumentou em mais que quatro vezes durante
este periodo (de 4,1% para 17,1%) (McGowan Jr.; 2006).

Com o notavel aumento na porcentagem de isolados ER, em um curto
periodo de tempo, fez-se necessario retomar o uso clinico das antigas e toxicas polimixina B e
colistina (polimixina E). No entanto, multiplos isolados de P. aeruginosa com sensibilidade
diminuida a estes antimicrobianos foram relatados em anos recentes, limitando drasticamente
as opgoes terapéuticas das infecgdes. Isto exemplifica a problematica da resisténcia maxima

de P. aeruginosa aos antimicrobianos e reforca a importancia das medidas de controle de
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infeccdo para diminuir ou retardar a disseminacdo deste agente no ambiente hospitalar

(McGowan Jr.; 2006).

3.3 MECANISMOS DE RESISTENCIA AOS ANTIMICROBIANOS EM P. AERUGINOSA

Os principais mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos em BGN

incluem:

- alteragcdo da ME resultando no decréscimo da permeabilidade ou no bloqueio da
penetragdo dos antimicrobianos na célula bacteriana.

- extrusdo do antimicrobiano da célula através de efluxo ativo

- inativacdo ou degradacdo enzimatica dos antimicrobianos por enzimas
enddgenas

- alteragdes nas estruturas-alvo dos antimicrobianos através de mutagdes nos

genes estruturais ou regulatorios que as codificam.

Praticamente todos os mecanismos de resisténcia intrinseca ou adquirida,
conhecidos para os BGNs, podem ser encontrados em P. aeruginosa. A extrema habilidade
desta bactéria em utilizar e combinar estes mecanismos permite com que ela resista aos
agentes toxicos e sobreviva em ambientes como os hospitais modernos, com alta pressao
seletiva exercida pelo uso abundante de antimicrobianos (Bonomo, Szabo, 2006; Hancock,
Speert, 2000; Livermoore, 2002).

P. aeruginosa ¢ intrinsecamente resistente a varios antimicrobianos
incluindo os B-lactdmicos, os macrolideos, as tetraciclinas, o cotrimoxazol (sulfametoxazol-
trimetoprim) e a maioria das fluoroquinolonas. Esta resisténcia ¢ decorrente da integracdo de
diferentes fatores como a baixa permeabilidade de sua membrana externa, da expressao
constitutiva de varios sistemas de efluxo e da produgdo de enzimas inativantes de drogas
(como por ex. as cefalosporinases) (Hancock, Speert, 2000). O fendtipo sensivel de P.
aeruginosa representado pela cepa selvagem (wild type) apresenta sensibilidade as
carboxipenicilinas (ticarcilina, carbenicilina), ureidopenicilinas (piperacilina), combinagdes
de beta-lactamicos e inibidores de beta-lactamases (piperacilina/tazobactam e ticarcilina/acido

clavulanico), cefalosporinas de terceira e quarta geracdo (ceftazidima, cefoperazona,
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cefepime), aminoglicosideos (gentamicina, tobramicina e amicacina), monobactamicos
(aztreonam), algumas fluoroquinolonas (levofloxacin e ciprofloxacin), carbapenémicos
(imipenem-cilastatina, meropenem e doripenem) e as polimixinas (colistina e polimixina B).
No entanto, P. aeruginosa apresenta uma notavel capacidade de desenvolver ou adquirir
mecanismos de resisténcia a qualquer um destes agentes, frequentemente sob a influéncia de
uma exposicao prévia aos antimicrobianos (Driscoll, Brody, Kollef, 2007). Este
microrganismo pode adquirir genes de resisténcia (ex. genes para beta-lactamases, para
enzimas inativantes ou modificadoras de aminoglicosideos), hiperexpressar sistemas ou
bombas de efluxo, diminuir ou cessar a expressdo de porinas, e desenvolver mutacdes nos
genes que codificam os alvos para as quinolonas. Esta versatilidade pode estar relacionada ao
grande tamanho e a complexidade de seu genoma, e a sua distribuicdo em habitats aquaticos,

um reservatorio para bactérias que carregam genes de resisténcia (Wright, 2007).

3.3.1 Alteracdes da Permeabilidade da ME

A ME das bactérias Gram-negativas constitue uma barreira semipermeavel
que diminui a velocidade de penetracdo dos substratos e antimicrobianos na célula bacteriana.
E composta por uma bicamada assimétrica formada pelo LPS no folheto externo, fosfolipideo
(folheto interno) e de proteinas transmembrana denominadas porinas, estruturas protéicas que
formam canais hidrofilicos através dos quais nutrientes essenciais penetram na célula
bacteriana.

O LPS ¢ largamente responsavel pela impermeabilidade da ME as
moléculas hidrofilicas de alguns antimicrobianos e detergentes. E composto pelo Lipideo A,
por um polissacarideo “core” e pelo antigeno O. Os acidos graxos do LPS sdo saturados
dando a estrutura da ME um aspecto de gel, com baixa fluidez. A natureza do antigeno O,
altamente carregado por cargas anidnicas e as ligagdes cruzadas do polissacarideo por grupos
fosfato e catios divalentes, também contribuem para a baixa permeabilidade do LPS. A
regido do core do LPS de P. aeruginosa ¢ mais fosforilada quando comparada com os cores
dos LPS de outros BGN estudados, como resultado disto, a ME desta bactéria constitui uma
forte barreira a difusdo de substratos e antimicrobianos (Kumar, Schweizer, 2005).

Mutagdes em genes estruturais do LPS podem contribuir para a resisténcia

aos antimicrobianos. Alteragdes nas cadeias laterais da molécula do polissacarideo, com
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mudancga da estrutura e carga do mesmo pode ocasionar resisténcia a certos antimicrobianos.
Estas mudancas geralmente ocorrem em resposta a pressao seletiva exercida por
antimicrobianos, caracterizadas pela mutacdo em genes responsaveis pela sintese e
organizagdo dos polissacarideos da ME. As mudancas nestes polissacarideos parecem
diminuir a capacidade de ligacdo de certos antimicrobianos catidnicos, levando ao
desenvolvimento da resisténcia a antimicrobianos policationicos como a polimixina B e
colistina (polimixina E) (Kumar, Schweizer, 2005).

A analise do genoma de P. aeruginosa identifiou 163 genes que codificam
proteinas na ME desta bactéria sendo que 64 destas correspondem a trés familias de porinas
(Outer porine - Opr). Estas porinas sdo estruturas tridimensionais formando canais
preenchidos por 4gua que permitem a entrada, por difusdo, de moléculas hidrofilicas de baixo
peso molecular (sacarideos, aminoacidos, fosfatos, cations divalentes e siderdforos) e a
extrusdo de produtos ndo utilizados pela célula bacteriana (Nikaido, 1994). Dentre as difentes
porinas, OprC, OprD, OprE e OprF que se encontram na ME de P. aeruginosa, a maior ¢ a
mais abundante ¢ a porina OprF, um polipeptideo de 36 kDa. A OprF ¢ uma proteina
constitutiva e inespecifica, utilizada por varios tipos de substratos para penetracao na bactéria.
Provavelmente, esta é, também, a porina mais utilizada pela maioria dos B-lactdmicos para
penetrar no interior da bactéria (Vila, Marco, 2002). Embora esteja presente na ME de P.
aeruginosa em um alto nimero de cdpias e forme poros ou largos canais, esta proteina
representa uma via de penetragdo ineficiente porque somente uma pequena proporcao destas ¢
funcional. Além disso, a OprF de P. aeruginosa transporta solutos lentamente (a uma taxa 2
vezes menor que em FE. coli), dificultando a penetragdo de moléculas. Por isto, a
permeabilidade da membrana externa de P. aeruginosa ¢ limitada quando comparada a de
outros BGN. A taxa geral de permeabilidade da ME desta bactéria ¢ de aproximadamente 12-
100 vezes menor que a de E. coli. Esta limitacio da ME de P. aeruginosa somada aos
sistemas de efluxo constitutivos sdo responsaveis em grande escala pela resisténcia intrinseca
de P. aeruginosa aos antimicrobianos (Hancock, Speert, 2000).

A proteina OprD, inicialmente denominada D2, ¢ uma porina substrato-
especifica que facilita a difusdo de aminoacidos basicos e pequenos peptideos para o interior
da célula. Os carbapenémicos mimetizam dipeptideos naturais e ligam-se aos sitios
especificos para estes aminoacidos na OprD e, assim, utilizam-na para penetrar até o espaco
periplasmatico. Desta forma, a OprD parece servir como a via de penetracdo preferida dos
carbapenémicos na ME bacteriana. Altera¢des na porina OprD, diminuindo seu nimero ou

sua expressao, altera significativamente a sensibilidade de P. aeruginosa aos carbapenémicos
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utilizados na terapé€utica das infecgdes por P. aeruginosa: imipenem, meropenem € o mais
novo carbapenémico, doripenem (Lister, Wolter, Hanson, 2009; Livermoore, 2001).

Um estudo recente realizado por Sakyo e colaboradores (2006) comparou
pares isogénicos de P. aeruginosa (constituido de cepas selvagens e de seus mutantes
deficientes em OprD), para verificar o impacto da perda de OprD em termos de mudangas
nos valores das Concentragoes Inibitorias Minimas (CIMs) de carbapenémicos. Este estudo
demonstrou que a perda de OprD diminuiu a sensibilidade de P. aeruginosa ao meropenem de
4 a 32 vezes, ao imipenem de 4 a 16 vezes e de 8 a 32 vezes para o doripenem (Sakyo et al,
2006). Para os varios mutantes deficientes em OprD estudados, o impacto na poténcia do
meropenem foi maior que o impacto na poténcia dos outros carbapenémicos. No entanto,
embora as CIMs do meropenem obtidas para os mutantes foram bem maiores que as CIMs do
meropenem obtidas para as cepas selvagens, os valores destas variaram de 2 a 4 ug/mL, o que
ainda estd dentro dos valores de sensibilidade ao meropenem. Estes dados parecem
conflitantes com o estudo anterior realizado por Perez e colaboradores (1996) que sugeriram
que o meropenem utiliza vias alternativas a OprD para penetra¢do através da membrana
externa de P. aeruginosa e, portanto, pode ndo ser diretamente afetado pela deficiéncia em
OprD como o imipenem. No entanto, Perez e colaboradores ndo estudaram pares de mutantes
1sogé€nicos na sua analise de deficiéncia em OprD e sensibilidade ao meropenem e utilizaram
isolados clinicos ndo relacionados, que exibiam um fendtipo de resisténcia ao imipenem e
sensibilidade ao meropenem (Perez et al, 1996).

Embora a perda de OprD pareca impactar a sensibilidade ao imipenem
menos do que o meropenem (baseados nas mudangas verificadas nas suas CIMs), este
mecanismo de resisténcia, frequentemente, eleva os MICs do imipenem acima do breakpoint
de resisténcia estabelecido para este antimicrobiano (Lister, Wolter, Hanson, 2009).

Meropenem e doripenem exibem uma poténcia intrinseca que € quatro vezes
maior que aquela do imipenem (Brown, Traczewski, 2005). Desta forma, o impacto da
deficiéncia de OprD na poténcia destes carbapenémicos pode ndo elevar as CIMs acima dos
breakpoints de sensibilidade, e mecanismos de resisténcia adicionais podem ser requeridos
para que a bacteria possa desenvolver resisténcia a estes dois carbapenémicos (Lister, Wolter,
Hanson, 2009).

Em geral, os mecanismos de resisténcia aos carbapenémicos mediados pela
OprD envolvem diminui¢do na transcri¢do do gene oprD, que codifica esta porina, e/ou

mutagdes que interferem na expressdo de uma porina funcional na ME bacteriana.



38

3.3.2 Resisténcia Mediada por Efluxo

Enquanto a perda de porinas como OprD representam uma barreira efetiva
para entrada dos antimicrobianos na célula, uma redugdo no acimulo destas substancias pode
ser conseguida através da extrusdo ativa das mesmas por sistemas de efluxo associadas a
membrana.

Os sistemas de efluxo em bactérias t€ém sido agrupados em cinco familias.
Esta classificacao ¢ baseada primariamente na identidade da sequéncia dos aminoacidos ou na
relacdo filogenética entre os sistemas, na fonte de energia utilizada para exportar o substrato,
e na especificidade dos substratos exportados. Desta forma, as cinco familias sdo: ABC (4TP
Binding Cassete), MFS (Major Facilitator Superfamily), SMR (Small Multidrug Resistance),
MATE (Multidrug and Toxic Compound Extrusion) e RND (Resistance-Nodulation-Division)
distribuidos tanto em bactérias Gram-negativas, como também em Gram-positivas (Poole,
2007)

Embora a andlise da sequéncia do genoma de P. aeruginosa revelou a
presenca de sistemas de efluxo pertencentes a todas as cinco superfamilias, 0 maior nimero
pertence a familia RND, ou seja, foram identificados 12 sistemas de efluxo da familia RND
no genoma desta bactéria (Stover et al, 2000).

A familia RND de sistemas de efluxo ¢ a mais ampla em especificidade de
substratos frente a antimicrobianos de relevancia clinica e desepenha um importante papel na
resisténcia intrinseca e adquirida em P. aeruginosa. Através do antiporte de ions H', os
sistemas RND de efluxo exportam grande variedade de substratos entre os quais estdo
incluidos antibidticos, antissépticos, biocidas, desinfetantes, detergentes, corantes, solventes
organicos, hidrocarbonetos aromaticos, sais biliares, inibidores da sintese de acidos graxos e
homoserina lactona (Poole, 2007). Estas bombas podem, também, exercer papel fisioldgico
adicional na célula, como por exemplo, participam da comunicagdo célula a célula e da
patogenicidade (Piddock, 2006).

Os sistemas de efluxo da familia RND, prevalentes em bactérias Gram-
negativas geralmente existem como um sistema tripartido organizado da seguinte forma: 1)
uma proteina transportadora inserida na membrana citoplasmatica que desempenha o papel de
bomba propriamente dita, também chamada de transportador RND (RND transporter); ii)
uma proteina de membrana externa ou porina, que forma o canal extrusivo denominada fator

da membrana externa (Quter membrane factor- OMF); iii) o terceiro, um componente
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essencial que ¢ uma proteina de fusdo localizada no espago periplasmatico que une os outros
dois constituintes, a bomba e o canal de extrusdo, denominada proteina de fusdo da membrana
periplasmatica (Periplasmatic membrane fusion protein- MFP). Este complexo forma um
canal que se estende pela membrana toda, permitindo o transporte de antimicrobianos do
espaco citoplasmatico e periplasmatico para o ambiente extracelular (Lister, Wolter, Hanson,

2009) (Figura 1).
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Figura 1 — Estrutura e fungdo do sistema de efluxo RND em Pseudomonas aeruginosa. Este sistema
existe como um complexo tripartido consistindo de um transportador da membrana
citoplasmatica (RND), uma proteina de fusdo da membrana (MFP) e uma proteina da
membrana externa (OMF). O|complexo forma um canal que permite com que sejam
transportadas os antimicrobianos do citoplasma através da membrana citoplasmatica,
espaco periplasmatico, peptidioglicano ¢ membrana externa. O sistema RND também
pode exportar antimicrobianos do espago periplasmatico antes que elas atravessem a
membrana citoplasmatica.

Fonte: Lister; Wolter; Hanson (2009)
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Os genes que codificam estes sistemas de efluxo estdo organizados em
operons no cromossomo de P. aeruginosa. Cada operon ¢ composto de pelo menos dois
genes, um codificando para a proteina de fusdo e o outro para a proteina transportadora. Seis
dos doze operons possuem um gene que codifica para uma porina, completando o sistema
tripartido, enquanto os outros nao possuem este gene. Varios operons tem um gene regulatorio
adjacente (transcrito na mesma orientagdo ou na orientacdo divergente do operon), cujo
produto funciona como repressor ou ativador da expressdo da bomba (Lister, Wolter, Hanson,
2009) (Figura 2).

Excluindo dois sistemas que sdo transportadores de cations divalentes, os
outros dez sistemas de efluxo caracterizados em P. aeruginosa sao denominados: MexAB-
OprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN, MexXY, MexJK, MexGHI-OpmD, MexVW, MexPQ-
OPmE, MexMN, e TriABC. Mex do inglés “multidrug eflux pump” e Tri referindo-se a
“Triclosan efflux”. Dos sistemas RND de efluxo caracterizados em P. aeruginosa, somente
MexAB-OprM, MexCD-Opr], MexEF-OprN e MexXY, tem sido relacionados, até o
momento, a resisténcia intrinseca e adquirida a uma ampla variedade de antimicrobianos de
importancia clinica. Os outros sistemas Mex de P. aeruginosa provavelmente possuem
limitada significancia clinica, uma vez que, sdo capazes de ejetar um menor nimero de
antimicrobianos (Poole, 2007).

Existem pelo menos 18 proteinas de membrana externa homologas a OprM
que podem estar associadas como porinas as diversas bombas de efluxo em P. aeruginosa

(Jo, Brinkman, Hancock, 2003).
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Figura 2 — Organizagdo dos operons do sistema de efluxo RND no cromossomo de Pseudomonas
aeruginosa. Os genes que codificam os componentes das proteinas ou bombas sdo
apresentados pelos seus nomes correspondentes € os genes que codificam proteinas ainda
ndo caracterizadas sdo designados como PA seguido pelos respectivos numeros que
possuem no genoma de P. aeruginosa. Os genes sdo representados com o seguinte
esquema de cores: seta de cor vinho - gene que codifica o regulador transcricional; seta
azul escura - gene que codifica a proteina de fusdo da membrana (MFP), seta azul clara
gene que codifica a proteina transportadora RND; seta vermelha — gene que codifica a
proteina de membrana externa (OPM); adicionalmente, a seta amarela, representa um
gene que codifica uma proteina de fungao desconhecida.

Fonte: Lister; Wolter; Hanson (2009)

3.3.2.1 Sistema de efluxo MexAB-OprM

O MexAB-OprM foi o primeiro sistema de efluxo descrito em P.
aeruginosa. E codificado pelo operon mexAB-OprM e expresso constitutivamente por cepas

selvagens desta bactéria (Poole, 2005a). Este sistema possui uma ampla variedade de
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substratos incluindo fluoroquinolonas, a maioria dos B-lactamicos, inibidores de -lactamases,
macrolideos, tetraciclinas, cloranfenicol, novobiocina, sulfonamidas, trimetoprim e
tiolactomicinas. Em adi¢do aos antimicrobianos, outros compostos podem ser exportados pelo
sistema MexAB-OprM, como: corantes, detergentes, triclosan, solventes organicos, inibidores
da sintese de acidos graxos e homoserino lactonas associadas com quorum-sensing. A
principal caracteristica que o distingue dos outros sistemas de efluxo ¢ a habilidade em
exportar uma grande variedade de B-lactamicos, tais como as carboxipenicilinas, o aztreonam,
as cefalosporinas de espectro ampliado (ceftazidima e cefotaxima) e os carbapenémicos
meropenem e panipenem, mas ndo exportam o imipenem e o biapenem. O sistema MexAB-
OprM participa na resisténcia intrinseca de P. aeruginosa aos agentes listados acima por meio
da sua expressdo constitutiva nas células do tipo selvagem (Poole, 2005a).

A expressdao do sistema MexAB-OprM ¢ regulada pela proteina MexR,
codificada pelo gene mexR, localizado upstream ao operon mexAB-oprM. A proteina MexR,
na forma de dimero se insere na dupla hélice de DNA na regido intergénica mexR-mexA,
correspondente a regido promotora do operon, auto-regula a sua expressdo e atua como
repressor da expressdo do sistema MexAB-OprM (Livermoore, Yang, 1987). Um segundo
fator regulatério do operon mexAB-oprM ¢é a proteina NalD, que apresenta atividade
regulatéria negativa direta sobre este operon quando liga-se a sua regido promotora. Mutagdes
no gene nalD resultam na resisténcia de P. aeruginosa a multiplos antimicrobianos devido a
repressao diminuida de mexAB-OprM (Lynch, Drusano, Mobley 1987).

A hiperexpressdo do sistema MexAB-OprM foi detectada em trés tipos de
mutantes de P aeruginosa resistentes a varios antimicrobianos, mutantes nalB, nalC e nalD.
Estes mutantes foram selecionados in vivo e in vitro e apresentam altos niveis de resisténcia as
fluoroquinolonas, penicilinas, cefalosporinas, inibidores de B-lactamases e ao meropenem,
mas ndo ao imipenem. A hiperexpressao de MexAB-OprM parece ser o principal contribuinte

para o desenvolvimento de fendtipos de multirresisténcia (Lister, Wolter, Hanson, 2009).

3.3.2.2 Sistema de efluxo MexCD-OprJ

MexCD-Opr] pode exportar uma variedade de agentes antimicrobianos,
incluindo  fluoroquinolonas, P-lactamicos, cloranfenicol, tetraciclina, novobiocina,

trimetoprim e macrolideos. Diferentemente do MexAB-OprM, o sistema MexCD-OprJ, ndo
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apresenta um amplo perfil de substratos para os B-lactamicos, exportando preferencialmente
as cefalosporinas de quarta geracdo (cefepime, cefpiroma e cefozopran). A transcricdo do
operon mexCD-OprJ pode ser observada em células do tipo selvagem, mas os niveis de
transcricdo ndo sdo suficientes para produzir niveis detectaveis das proteinas. Em adicdo, a
delecdo do operon mexCD-OprJ ndo tem impacto na sensibilidade das cepas selvagens,
indicando que este sistema de efluxo ndo contribui para a resisténcia intrinseca de P.
aeruginosa (Lister, Wolter, Hanson, 2009).

A expressio do mexCD-OprJ ¢é regulada pelo produto de um gene
denominado nfxB localizado upstream deste operon o qual ¢é transcrito divergentemente do
mesmo. A proteina NfxB regula negativamente a expressao do mexCD-OprJ por se ligar a
regido intergénica nfxC-mexC. Mutagdes dentro do gene nfxB parecem alterar a atividade
repressora do NfxB, levando a hiperexpressdo do mexCD-OprJ nos mutantes denominados
mutantes nfxB. Varias mutagdes tem sido descritas para o gene nfxB em isolados clinicos ou
cepas de laboratorio de P. aeruginosa, tais como substitui¢cdes, delecdes e interrupgdes com
sequéncios de inser¢do (SI) ou elementos S (Poole et al., 1996).

Os mutantes nfxB sdo classificados em dois tipos: nfxB tipo A e tipo B, com
diferentes niveis de producdo de MexCD-Opr] e  diferengas na sensibilidade aos
antimicrobianos. O mutante nfxB tipo A apresenta resisténcia a ofloxacina, a eritromicina e as
cefalosporinas de quarta geracdo e o mutante nfxB tipo B produz maiores quantidades de
MexCD-Oprl, e apresenta resistencia a tetraciclina e ao cloranfenicol, em adi¢do aos agentes
mencionados para o tipo A (Masuda et al., 1996).

A expressao do operon mexCD-OprJ ¢ induzivel em reposta a compostos
como cloreto de benzalconio, gluconato de clorexidina, cloreto de tetrafenilfosfonio, brometo
de etideo, rodamina 6G e acriflavina, mas ndo em resposta a antimicrobianos relevantes
clinicamente (Morita et al., 2001).

Uma caracteristica importante dos mutantes nfxB ¢ que, embora a
hiperexpressdao de mexCD-OprJ produza resisténcia a varios classes de antimicrobianos,
verifica-se nestes mutantes, principalmente nos mutantes do tipo B, uma hipersensibilidade a
varios B-lactamicos e aminoglicosideos. Os mutantes nfxB sdo de 4 a 8 vezes mais sensiveis
as carbenicilinas, sulbenicilinas, cefpodoxima, ceftriaxona, aztreonam, carbapenémicos
(imipenem, meropenem e biapenem) e aos aminoglicosideos que as cepas selvagens de P.
aeruginosa (Masuda et al., 2001). A hipersensibilidade destes mutantes ao aztreonam,
meropenem e carbenicilina, foi previamente relacionada a uma concomitante diminui¢do da

expressao do MexAB-OprM, que exporta estes antimicrobianos (Gotoh et al., 1998). No
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entanto, durante andlises de isolados clinicos (mutantes nfxB) verificou-se que os niveis de
transcrigao do gene mexB e os niveis de proteina MexB ndo estavam diminuidos ou regulados
negativamente apesar da hipersensibilidade aos p-lactdmicos. Para explicar esta
hipersensibilidade entdo, sugeriu-se que uma diminui¢do na atividade do sistema de efluxo
MexAB-OprM pudesse ocorrer nestes mutantes (Jeannot et al, 2008). O mecanismo de
hipersensibilidade ao imipenem permanece nao caracterizado até o momento, embora alguns
pesquisadores tenham sugerido que a hipersensibilidade de mutantes nfxB a este
antimicrobiano possa ser decorrente de uma interferéncia na inducdo do gene ampC que
codifica para a cefalosporinase AmpC ou na expressdo de OprD, mas estas hipoteses nao
puderam ser confirmadas at¢ o momento. O mecanismo responsavel pela hipersensibilidade

aos aminoglicosideos também permanece desconhecido (Lister, Wolter, Hanson, 2009).

3.3.2.3 Sistema de efluxo MexEF-OprN

Este sistema ¢ expresso em cepas denominadas mutantes nfxC, os quais
apresentam resisténcia a multiplos antimicrobianos. Os substratos reconhecidos pelo sistema
MexEF-OprN incluem as fluoroquinolonas, o cloranfenicol, e o trimetoprim, ndo tendo
afinidade aparente pelos B-lactamicos. A sele¢do de mutantes nfxC pode ser observada in vitro
ap6s a exposi¢ao as fluoroquinolonas e acredita-se que estes mutantes também possam ser
selecionados clinicamente (Kumar, Schweizer, 2005; Li, Barre, Poole, 2000).

A transcricdo de mexEF-OprN é dependente da presenca de MexT, uma
proteina ativadora da sua transcricdo, codificada pelo gene mexT , localizado upstream ao
operon mexEF-OprN e que parece estar reprimido em cepas selvagens de P. aeruginosa. A
transcricdo de mexT ¢ suficiente para ativar a expressdo do operon MexEF-OprN, mas a
transcri¢ao de mexT ¢ ativada pela ligagdo de moléculas efetoras, sugerindo que a expressao
do mexEF-OprN ¢ resultado da interagdo dessas moléculas que normalmente induzem sua
expressao na presenca de seus substratos fisioldgicos (Kohler et al., 1999).

Variagdes em mex] sdo observadas entre cepas mutantes que
hiperexpressam MexEF-OprN, porém a atividade regulatoria de mexT parece estar
relacionada ao produto de um gene localizado upstream, denominado mexS. Inativagdes no

mexS parecem regular positivamente a producao de mexT, que por sua vez, regula
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positivamente a expressao de mexEF-OprN. No entanto, a regulacao deste operon ¢ complexa
e ainda nao foi totalmente caracterizada (Sobel, Neshat, Poole, 2005).

Similar aos mutantes nfxB, os mutantes nfxC tornam-se hipersensiveis a
certos B-lactamicos e aminoglicosideos. A hipersensibilidade aos B-lactamicos foi associada
com a repressao da hiperexpressdo do mexAB-OprM pelo MexT (Poole, 2002).

Uma das principais caracteristicas do sistema de efluxo MexEF-OprN
consiste na sua co-regulacdo com a porina OprD, verificada em mutantes nfxC de P.
aeruginosa. Isolados de P. aeruginosa que hiperexpressam mexEF-OprN (mutantes nfxC),
tornam-se resistentes aos antibioticos que sao exportados pela bomba, mas também perdem a
sensibilidade ao imipenem que nao ¢ exportado por este sistema de efluxo. A perda da
sensibilidade ao imipenem esta associada com um decréscimo na expressdao do gene oprD que
codifica a porina OprD (Ochs et al., 1999). A proteina MexT ¢ capaz de regular
negativamente a expressao de oprD em nivel transcricional e pos transcricional, causando
uma significativa reducao na quantidade da porina OprD na ME celular e, por consequéncia,
dificultando a penetracdo do imipenem na célula bacteriana. Dessa forma, MexT parece atuar
como um regulador global, controlando a expressdao de mexEF-OprN, de OprD, e de genes

relacionados a hiperexpressdo de MexAB-OprM (Kohler et al., 1999, Ochs et al., 1999).

3.3.2.4 Sistema de efluxo MexXY

Em contraste aos outros operons descritos anteriormente, o operon mexXY
ndo possui o gene que codifica a proteina de membrana externa. Para esta fungdo o sistema
MexXY utiliza a OprM, que também exerce a funcao de canal extrusivo para varios outros
sistemas de efluxo identificados em P. aeruginosa (Mine et al., 1999). Possivelmente, outras
proteinas de membrana externa como OpmB, OpmG, OpmH e Opml possam ser, também,
utilizadas pelo MexXY para formar um sistema tripartido funcional (Murata, Gotoh, Nishino,
2002).

Fluoroquinolonas, aminoglicosideos, [-lactamicos especificos (isto ¢,
cefepime), tetraciclina, cloranfenicol e eritromicina sdo substratos para o sistema MexXY
(Poole, 2002)

A delegao dos genes mexXY em cepas selvagens de P. aeruginosa resulta no

aumento da sensibilidade aos aminoglicosideos, a tetraciclina, e a eritromicina, indicando que
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esse sistema ¢ responsavel pela resisténcia intrinseca de P. aeruginosa a estes
antimicrobianos. A expressao do operon mexXY em P. aeruginosa ¢ induzida na presenga
destes agentes. Acredita-se que o efluxo ativo de antimicrobianos pelo sistema MexXY seja o
mecanismo responsavel pela resisténcia adaptativa de P. aeruginosa aos aminoglicosideos. A
exposicdo prolongada de cepas selvagens de P. aeruginosa sensiveis aos aminoglicosideos
resulta no desenvolvimento de resisténcia a estes antimicrobianos e, conseqliente, a
hiperexpressao desse sistema de efluxo (Hocquet et al., 2003).

O sistema MexXY quando estd hiperexpresso em cepas mutantes de P.
aeruginosa, também ¢ capaz de causar resisténcia as fluoroquinolonas (que sdo substratos
desta bomba de efluxo), apesar de ndo contribuir para a resisténcia intrinseca destes agentes
pois 0os mesmos nao conseguem induzir o operon mexXY (Mine et al., 1999).

O produto do gene mexZ, localizado upstream ao operon mexXY, regula
negativamente a expressao deste operon. No entanto a expressdo do operon mexXY parece ser
regulado por multiplos fatores (Poole, 2002).

Uma correlagdo positiva da expressdao de MexXY com a resisténcia a
cefepima foi observada em um estudo que avaliou isolados clinicos de P. aeruginosa
recuperadas de pacientes internados em um hospital francés e que apresentavam resisténcia a
cefepime e sensibilidade a ceftazidima. A hiperexpressao do sistema de efluxo MexXY foi o

mecanismo responsavel por este fendtipo de resisténcia (Hocquet et al., 2006).

3.3.2.5 Sistema de efluxo MexJK

O sistema de efluxo MexJK foi identificado como resultado da exposigao de
P. aeruginosa ao triclosan, um biocida comumente utilizado em varios produtos de uso
doméstico. O operon mexJK também ndo possui o gene que codifica a proteina de membrana
externa, mas um sistema de trés componentes ¢ formado pela associagdo com as proteinas
OprM ou OpmH. MexJK-OprM exporta eritromicina e tetraciclina da célula, enquanto
MexJK-OpmH remove o triclosan (Lister, Wolter, Hanson, 2009).

A exposi¢do ao triclosan foi capaz de selecionar organismos que apresentam
muta¢do no gene mexL, localizado imediatamente wupstream ao operon mexJK e cujo produto

de sua expressdo exerce a fungdo regulatoria sobre este operon. O MexL liga-se na regiao
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intergénica mexL-mexJ e reprime a transcricdo do mexJK e a do mexL, desta forma
autoregula negativamente a sua propria expressao (Lister, Wolter, Hanson, 2009).

O sistema de efluxo MexJK parece ndo ser expresso em cepas selvagens de
P. aeruginosa (Chuanchuen et al., 2005). A hiperexpressdao deste sistema foi detectada em
alguns poucos isolados clinicos, no entanto, a contribuicdo deste sistema para o
desenvolvimento de fendtipos de resisténcia aos antimicrobianos no ambiente hospitalar

permanece ainda desconhecido (Chuanchuen et al., 2005).

3.3.2.6 Outros sistemas de efluxo da familia RND

As contribui¢des de outros sistemas de efluxo da familia RND para a
resisténcia comecaram a ser elucidados:

A expressdao do sistema MexGHI-OpmD ¢ detectavel em células do tipo
selvagem de P. aeruginosa e esta sobre o controle da proteina SoxR. Este sistema contém
uma proteina de fusdo MexH, localizada no espago periplasmatico, uma proteina de
membrana interna MexI que funciona como bomba e uma proténa de membrana externa
OpmD que representa o canal extrusivo. Também apresenta uma pequena proteina MexG,
cuja funcdo é desconhecida. Diversos estudos observaram que a expressio de MexGHI-
OpmD confere resisténcia a norfloxacina, ao brometo de etideo, a acriflavina, a rodamina 6G.
Em adicdo, este sistema exporta vanddio (Aendekerk et al., 2002).

Os perfis de substratos dos sistemas de efluxo MexVW, MexPQ-OpmE e
MexMN foram examinados utilizando um mutante deficiente nos outros sistemas de efluxo
caracterizados (AmeAB-oprM AMexCD-oprJ AmexEF-OprJ AmexXY) no qual foram
introduzidos plasmideos com genes que codificavam para cada sistema de efluxo a ser
estudado individualmente (Li et al., 2003, Mima et al., 2005). MexVW utilizou OprM e outras
proteinas de membrana externa para formar o sistema tripartido e exportar fluoroquinolonas,
tetraciclina, cloranfenicol e eritromicina (Li et al., 2003). MexPQ-OpmE elevou as CIMs das
fluoroquinolonas, tetraciclina, cloranfenicol e vérios macrolideos. A sensibilidade ao
cloranfenicol e ao tianfenicol foi diminuida nas cepas receptoras contendo MexMN associado
ao OprM (Mima et al., 2005).

TriABC foi a ultima bomba de efluxo a ser caracterizada para P.

aeruginosa. O operon triABC difere de outros operons da familia RND pois nele os genes
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triA e triB codificam conjuntamente para proteinas de fusdo da membrana e ambas sdo
requeridas para exportar um substrato. A proteina externa OmpH associa-se com TriABC para
organizar um sistema de efluxo funcional capaz de exportar triclosan. Nenhum antibiotico foi

reportado como substrato para este sistema até o momento (Lister, Wolter, Hanson, 2009).

3.3.3 Inativacdo Enzimatica dos Antimicrobianos

A inativagdo enzimatica dos antimicrobianos por P. aeruginosa tem sido
descrita como um mecanismo de resisténcia aos aminoglicosideos e aos [-lactamicos.

(Mesaros et al., 2007)

3.3.3.1 Inativacdo enzimatica dos aminoglicosideos

Os aminoglicosideos sdo antimicrobianos muito utilizados na terapia de
infecgdes causadas por P. aeruginosa, principalmente nas infec¢des pulmonares e em
pacientes com fibrose cistica. Estes agentes sdo bactericidas e exibem sinergismo com outras
classes de antimicrobianos como os -lactdmicos, com os quais sdo frequentemente
administrados nos regimes terapéuticos que associam estes farmacos. A resisténcia aos
aminoglicosideos, que possuem atividade anti-pseudomonas, inclue gentamicina, tobramicina
e amicacina. A resisténcia a estas drogas ¢ comum e esta presente em praticamente todo o
mundo, mas principalmente na Europa e na América Latina. A resisténcia estd associada a
hiper-expressdo de bombas de efluxo (MexXY-OprM), pela producdo de enzimas
modificadoras destes antimicrobianos ou, em algumas situagdes, estd relacionada a
impermeabilidade da ME (Bonomo, Szabo, 2006; Poole, 2005b).

A inativacdo de aminoglicosideos em cepas resistentes de P. aeruginosa
envolve a modificacdo destes antimicrobianos por enzimas que efetuam a fosforilagao
(aminoglicosideo fosfotransferases- APH), acetilacdo (aminoglicosideo acetiltransferases-
AAC) ou adenilacdo (aminoglicosideo nucleotidiltransferases-ANT) das moléculas. Estas
enzimas sdo determinantes comuns de resisténcia aos aminoglicosideos em P. aeruginosa,

sendo que um unico isolado desta bactéria pode carregar multiplos determinantes de
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resisténcia (de 2 a 5 enzimas diferentes) e, dessa forma, exibir resisténcia de amplo espectro
aos aminoglicosideos (Poole, 2005b).

A acetilacdo dos aminoglicosideos pelas AACs pode ocorrer nas posi¢des
1,3,6’e 2’ dos grupos amino destes antimicrobianos e envolve praticamente todos os
compostos de uso clinico (gentamicina, tobramicina, netilmicina e amicacina). As enzimas
que acetilam a posicdo 3 — AAC(3) e a posicao 6’-AAC(6’), foram as primeiras a serem
descobertas em P. aeruginosa e permanecem como as mais comuns acetiltransferases (Poole,
2005b).

A inativagdo dos aminoglicosideos tais como kanamicina, neomicina, e
estreptomicina pela fosforilagao ¢ realizada pelas fosfotransferases APH(3’) que modificam a
regido 3’-OH destes antimicrobianos. Varias APH(3”) foram descritas em P. aeruginosa e sao
predominantes em isolados clinicos resistentes a kanamicina e neomicina. Enzimas APHs que
promovem resisténcia a outros aminoglicosideos incluem a APH(3’)-VI que confere
resisténcia a amicacina e isepamicina € a APH(2’’) que confere resisténcia a gentamicina e
tobramicina.

A adenilagdo dos aminoglicosideos estreptomicina e gentamicina por cepas
resistentes de P. aeruginosa ¢ mediada pelas enzima ANT(2”)-I1 que juntamente com a
AAC(6’) e a AAC(3), representam os determinantes de resisténcia aos aminoglicosideos mais
comuns em P. aeruginosa. A ANT(2’’) inativa a gentamicina e a tobramicina mas ndo atua
sobre a amicacina ou netilmicina. Outras ANTs que estdo associadas com resisténcia aos
aminoglicosideos em P. aeruginosa incluem a ANT(3’) que confere resisténcia a
estreptomicina e a ANT(4’)-1I, associada a resisténcia a amicacina, tobramicina e isepamicina
(Poole, 2005Db).

As enzimas modificadoras de aminoglicosideos podem ser codificadas por
genes cromossomais, localizados em elementos genéticos que carregam determinantes de
resisténcia adicionais. Os genes aac(3) e aac(6) estdo associados com transposons e/ou
integrons em P. aeruginosa que carregam adicionalmente genes para ESBL, ML, e até
mesmo genes para outras enzimas modificadoras de aminoglicosideos. A presenca destes
determinantes em integrons com multiplos genes de resisténcia pode explicar a MR em

isolados de P. aeruginosa (Hancock, Speert, 2000; Mesaros et al., 2007; Poole, 2005b).
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3.3.3.2 Inativagdo enzimatica dos B-lactdmicos

A produgdo de B-lactamases (B-las) ¢ o mais importante mecanismo de
resisténcia aos P-lactamicos. Estas enzimas constituem uma familia de proteinas muito
eficazes nos BGNs porque se concentram no espaco periplasmatico e degradam ou modificam
as moléculas dos B-lactamicos antes que eles possam alcangar suas estruturas-alvo na célula
bacteriana, as proteinas ligadoras de penicilina - PBPs (Penicillin-Binding Protein). As B-las
ligam-se covalentemente a molécula carbonil do anel B-lactdmico e hidrolisam sua ligagao
amida, inativando o antimicrobiano (Babic, Hujer, Bonomo, 2006; Livermoore, Woodford,
2006).

Devido ao crescente ntimero de PB-las identificadas e a diversidade de
caracteristicas bioquimicas e moleculares apresentadas pelas mesmas, diferentes esquemas de
classificagdo foram propostos para estas enzimas.

Em 1980, Ambler propds classificar as B-las com base na sua estrutura
protéica primaria e na identidade da suas seqiiéncias de aminoacidos em quatro classes

moleculares principais:

classe A: serino B-lactamases, incluindo as -lactamases de espectro ampliado
(ESBL), penicilinases e carbenicilinases;

- classe B: metalo-B-lactamases

- classe C: cefalosporinases codificadas por genes cromossomais

- classe D: oxacilinases.

Uma segunda classificagao proposta por Bush em 1989 correlacionava o
substrato preferencial e propriedades inibitdrias a estrutura molecular da enzima (Bush,
1989a; Bush, 1989b). Em 1995, Bush, Jacoby e Medeiros propuseram uma atualiza¢do da
classificagdo inicial de Bush que combinava as caracteristicas estruturais ¢ funcionais das 3-
las.

A tabela 1 apresenta de modo simplificado a correlagdo entre a classificagdo
molecular de Ambler (1980) e a de Bush-Jacoby-Medeiros(1995) para as p-las.

Enzimas B-las de todas as classes sdo produzidas por isolados clinicos de P.
aeruginosa, ¢ desempenham um papel muito importante na resisténcia aos B-lactamicos. Os

genes codificadores de B-lactamases podem estar localizados no cromossomo bacteriano ou
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em elementos genéticos moveis como plasmideos e tranposons. Genes que codificam B-las
(genes bla) sao descritos continuamente como genes cassetes ancorados em integrons e estes
elementos, por sua vez, podem estar localizados em plasmideos e transposons atuando como
importantes fontes de disseminacao de genes bla e de outros determinantes de resisténcia em

procariotos (Mesaros et al., 2007).

A tabela 2 apresenta as principais B-las produzidas por P. aeruginosa.
Apresentaremos nas secdes sequintes apenas a revisdo referente as enzimas do grupo
funcional 1- classe molecular C, AmpC ou cefalosporinases cromossomais e as enzimas do

grupo funcional 3-classe molecular B — MBL.
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Tabela 1 — Caracteristicas funcionais € moleculares dos principais grupos de -lactamases.

Classificacado de BUSH-JACOBY- Classificacao de
MEDEIROS, 1995 AMBLER, 1980
Grupo Funcional Subgrupos Classe Molecular
1 C
2 A, D
2a A
2b A
2be A
2br A
2c A
2d D
2e A
2f A
3 3a, 3b, 3¢ B
4 ND

Caracteristicas funcionais

Enzimascodificadas por genes cromossomicas e plasmidiais em Gram negativos.
Isoladamente, conferem resisténcia a todos os B-lactamicos, exceto carbapenens. Nao
sdo inibidas pelo acido clavulanico.

Grande maioria das enzimas ¢ inibida pelo acido clavulénico.

Penicilinases produzidas por Staphylococcus spp. e Enterococcus spp. Conferem altos
graus de resisténcia as penicilinas.

B-lactamases de espectro limitado de bactérias Gram negativas. Inclui TEM-1, TEM-2 e
SHV-1.

B-lactamases de espectro ampliado conferem resisténcia as cefalosporinas de amplo
espectro € monobactamicos.

B-lactamases derivadas de TEM resistentes aos inibidores de B-lactamases (IRT).
Enzimas que hidrolisam a carbenicilina com maior eficiéncia

Enzimas que hidrolisam a cloxacilina (oxacilina); fracamente inibidas pelo acido
clavulanico
Cefalosporinases inibidas pelo &cido clavulanico

Enzimas que hidrolisam carbapenens possuem serina no sitio ativo e s@o inibidas pelo
acido clavulanico

Metalo-B-lactamases que conferem resisténcia aos carbapenens e todos os outros 3-
lactamicos, com exce¢do dos monobactamicos. No sdo inibidas pelo acido clavulanico

Enzimas com estrutura de aminoacidos ndo determinada e que nao sdo classificadas nos
outros grupos

Abreviatura: N.D., ndo determinada (Adaptado de Bush; Jacoby; Medeiros, 1995).
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Tabela 2 —  B-lactamases identificadas em Pseudomonas aeruginosa, de acordo com a respectiva
classificacdo funcional e molecular
Grupo Classe Enzimas Referéncias
funcional de molecular de
BUSH- AMBLER
JACOBY-
MEDEIROS
1 C AmpC (PDC-1, PDC-2% PDC-3", PDC-4, (Rodriguez-Martinez et al., 2009)
PDC-5%, PDC-6, PDC-7, PDC-8, PDC-9,
PDC-10)
2b A TEM-1, TEM-2, TEM-90 (TLE-1), TEM- (Kalai et al., 2009; Strateva &
110, SHV-1 Yordanov, 2009)
2be A PER-1, PER-2 (Strateva , Yordanov, 2009) ,
(Celenza et al., 2006)
VEB-1, -2, -3 (Strateva ,Yordanov, 2009), (Jiang
et al., 2006)
TEM-4, -21, -24, -42, -116 (Strateva, Yordanov, 2009)
SHV-2a, -5, -12 (Strateva, Yordanov, 2009)
GES-1, -2°, -5", -8 (IBC-2), -9 (Strateva, Yordanov, 2009)
BEL (Poirel et al, 2005; Strateva,
Yordanov, 2009)
CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-43 (al Naiemi et al., 2006; Celenza et
al., 2006; Picao et al., 2009)
2¢ A PSE-1 (CARB-2), PSE-4 (CARB-1), (Strateva & Yordanov, 2009)
CARB-3, CARB-4, CARB-like, AER-1 (Sanschagrin et al., 1998)
2d D Espectro restrito: LCR-1, NPS-1, OXA-1, (Giuliani et al., 2005; Pai, Jacoby,
-2,-3,-4,-5,-7,-9,-10, -12, -20, -21,-30, -  2001; Strateva, Yordanov, 2009)
31, -46
ESBL: OXA-4, -11, -13, -14, -15, -16, -17,  (Paterson, Bonomo, 2005)
-19, -18, -28, -31, -32, -35,-45 e -143.
carbapenemase - cromossomal: OXA-50  (Girlich et al., 2004; Poirel, Naas,
Nordmann, 2009))
- adquirida: OXA-24/40 (Sevillano et al., 2009)
2f A KPC-2, KPC-5. (Bennett et al., 2009; Villegas et
al., 2007; Wolter et al., 2009)
3 B IMP-1, -4, -6, -7, -9, -10,-12, -13,-15, -16,  (Strateva, Yordanov, 2009; Bert et

-18, -22.

VIM-1, -2, -3, -4, -5, -7, -8, -11, -13, -15, -
16, -17, -18.

SPM-1

GIM-1

AIM-1

al., 2007; Docquier et al., 2003;
Duljasz et al., 2009; Garza-Ramos
et al., 2008; Iyobe et al., 2002;
Mendes et al., 2004; Ryoo et al.,
2009).

(Castanheira et al., 2009; Koh et
al., 2008; Siarkou et al., 2009)
(Toleman et al., 2002)

(Castanheira et al., 2004)
(Yong et al., 2007)

% Variantes que apresentam maior atividade contra cefepime e imipenem, consideradas ESAC
(cefalosporinases de espectro estendido)

®. Varjantes que apresentam atividade hidrolitica contra imipenem.
Fonte: Picdo, (2009); Zavascki et al. (2010).
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As B-las do grupo funcional 1 ou da classe molecular C, denominada
AmpC, sdo codificadas por genes localizados no cromossomo de P. aeruginosa,
Acinetobacter spp. e em algumas espécies de enterobactérias. Estas enzimas hidrolisam
penicilinas e cefamicinas com grande eficiéncia, enquanto hidrolisam o aztreonam e as
cefalosporinas de terceira geragdo com menor eficiéncia. Normalmente, as cefalosporinas de
quarta geracao e os carbapenémicos sao fracamente hidrolisados por AmpC (Jacoby, 2009)

Entre os isolados clinicos de P. aeruginosa do tipo selvagem, a producao
desta B-la esta normalmente reprimida, havendo a produ¢do da mesma em baixas quantidades
ou em niveis basais, na auséncia de B-lactamicos. No entanto, na presenca de B-lactdmicos
indutores, estas enzimas passam a ser produzidas em grande quantidade. Alguns B-lactamicos
como a ampicilina e as cefalosporinas de 1* e 2% geragdo sdo considerados fortes indutores de
AmpC embora sejam hidrolisados pelas mesmas. Os carbapenémicos, principalmente o
imipenem, sdo fortes indutores. No entanto, permanecem estaveis a sua hidrolise sendo o
meropenem mais estavel a hidrolise da AmpC que o imipenem. O mecanismo de inducao de
AmpC ¢ controlado pela atividade de trés proteinas AmpG, AmpD e AmpR. O grau de
indugdo depende do B-lactdmico indutor e, em alguns casos, a produgdo dessa enzima pode
aumentar de 100 a 1000 vezes. Quando esses antimicrobianos indutores sao retirados do meio,
a producdo volta a niveis basais (Jacoby, 2009; Lodgee, Piddock, 1991).

Durante a terapia antimicrobiana as infec¢des por P. aeruginosa, pode
ocorrer a selecdo de mutantes parcial ou totalmente “desreprimidos” que hiperproduzem
AmpC fB-la permanentemente. As mutagdes que ocorrem nos genes ampR ¢ ampD podem
causar hiperexpressao constitutiva de ampC, ou seja, a produg¢do destas B-lactamases nao
diminui com a retirada do agente indutor. Os mutantes apresentam o fendtipo desreprimido, e
mostram-se também resistentes as cefalosporinas de quarta geracao cefepima e cefpiroma. As
ureidopenicilinas e a piperacilina, tdo bem quanto as cefalosporinas de espectro ampliado sao
B-lactdmicos considerados indutores fracos, mas capazes de selecionar estes mutantes. A
frequéncia de mutacdes que leva a producdo de B-lactamases AmpC desreprimidas em uma
populagio de P. aeruginosa é de 107 a 10” por unidade formadora de colénia (UFC) (Jacoby,
2009; Schmidtke, Hanson, 2006).

Recentemente, pesquisadores franceses detectaram variantes enzimaticas de
AmpC, as quais apresentavam mutacoes nos genes codificadores destas enzimas. As mutagoes
levavam a substituicdes de aminodcidos especificos nos sitios ativos das enzimas e

promoviam um aumento do espectro hidrolitico das mesmas, podendo hidrolisar o imipenem.
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Estas variantes de AmpC foram denominadas cefalosporinases de espectro ampliado
(estendido) e passaram a ser conhecidas na literatura mundial como Extended-Spectrum
AmpCs- ESACs. Os autores que caracterizaram estas variantes de AmpC enzimas propuseram
que as mesmas fossem nomeadas como PDE, Pseudomonas-derived cephalosporinases
(Rodriguez-Martinez et al., 2009).

As metalo-beta-lactamases classificadas no grupo funcional 3 e classe

molecular B serdo descritas mais detalhadamente na proxima se¢do (segdo 4).

3.3.4 Alteracao das Estruturas-Alvo dos Antimicrobianos

Em P. aeruginosa este mecanismo pode conferirir resisténcia aos [3-
lactamicos por alteracdes nas PBPs, aos aminoglicosideos pela metilacio do RNA ribossomal

16S e as quinolonas pela modificagdo dos alvos primarios de liga¢do destes antimicrobianos.

3.3.4.1 Alteragao de PBPs

O mecanismo mais raro de resisténcia aos B-lactamicos em P. aeruginosa
envolve modificagdes no seu sitio alvo, as PBPs. PBP-4s alteradas, com baixa afinidade por
B-lactamicos foram detectadas em isolados recuperados de pacientes apos o tratamento com
imipenem. ApoOs a administragao de altas doses de piperacilina em um portador de fibrose
cistica, uma diminui¢do gradual da afinidade das PBPs por penicilina G foi correlacionada
com a resisténcia aos B-lactdmicos e a um aumento na expressdo da PBP-6. A hiperprodugao
de PBP-3 também foi relacionada a reducdo da sensibilidade ao aztreonam, cefepime,

cefsulodina e ceftazidima (Pechere, Kohler, 1999; Strateva, Yordanov, 2009)

3.3.4.2 Metilagdao do RNA ribossomal 16S

A metilagdo do RNAr 16S tem emergido recentemente como um novo

mecanismo de resisténcia aos aminoglicoideos entre BGNNF como P. aeruginosa e A.
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baumanii e em espécies da familia Enterobacteriaceae (Doi, Arakawa, 2007). Este evento ¢
mediado por um novo grupo de metilases do RNAr 16S. Os genes que codificam estas
enzimas estdo localizados em transposons, que por sua vez encontram-se em plasmideos
transferiveis, os quais promovem a transferéncia horizontal destes genes, explicando
parcialmente a grande distribui¢do mundial deste novo mecanismo de resisténcia (Strateva,
Yordanov, 2009).

A primeira metilase do RNAr 16S, denominada RmtA foi descrita em um
isolado clinico de P. aeruginosa resistente aos aminoglicosideos, recuperada no Japao em
2003 (Yokoyama et al., 2003). A enzima conferiu alto nivel de resisténcia a todos os
aminoglicosideos administrados por via parenteral, incluindo amicacina, tobramicina,
isepamicina, kanamicina, arbekacina e gentamicina (CIMs > 1024 pg/mL). O gene estrutural
da RmtA estava associado a um elemento genético semelhante ao transposon Tn5047 (que
codifica resisténcia ao mercurio) de um plasmideo transferivel (Yamane et al., 2004).

Uma nova metilase RNAr 16S, denominada RmtD, foi identificada em um
isolado clinico PR de P. aeruginosa recuperada em 2005, de um paciente no Brasil. Bactérias
produtoras desta enzima apresentaram alto nivel de resisténcia a amicacina, tobramicina e
gentamicina e esta enzima exibiu um moderado grau de identidade com a RmtA. O referido
isolado produzia concomitantemente SPM-1 que conferia resisténcia a todos os B-lactamicos
(Dot et al, 2006). Uma taxa de 51% de co-producdo de RmtD e SPM-1 foi verificada em
isolados clinicos de P. aeruginosa resistentes ao imipenem recuperados no Hospital Sao Paulo
em 2007, sugerindo que este achado é um fendmeno comum nesta area geografica (Doi et al.,

2007).

3.3.4.3 Alteracao dos alvos de ligagao das quinolonas

Dois mecanismos estdo envolvidos na resisténcia de P. aeruginosa a estes
antimicrobianos: mutagdes nos genes regulatorios dos sistemas de efluxo (principalmente
MexXY-OprM e MexCD-Opr]J) e mutacdes associadas as enzimas-alvo das quinolonas, a
DNA girase (DNA Gyr) e a topoisomerase IV. O segundo mecanismo parece ser o mais
importante e essencial para conferir resisténcia as quinolonas em P. aeruginosa e altos niveis
de resisténcia a estas antimicrobianos sao verificados quando ocorre associacdo dos dois

mecanismos (Bonomo, Szabo, 2006).
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As enzimas DNAGyr e Topoisomerase IV sdo compostas por dois pares de
sub-unidades. As sub-unidades da DNA Gyr sao GyrA e GyrB, codificadas respectivamente
pelos genes gyrA e gyrB e as subunidades correspondentes da Topoisomerase IV sdo ParC e
ParE codificadas pelos genes parC e parE. As duas enzimas atuam em conjunto na célula
bacteriana nas etapas de replicacdo, transcricdo, recombinacdo e reparo do DNA. As
quinolonas bloqueiam a a¢ao destas enzimas por ligarem-se em locais especificos das sub-
unidades formando um complexo irreversivel DNA-Enzima-Antimicrobiano, ocorrendo a
denaturagdo enzimatica e quebras na dupla fita do DNA (Jacoby, 2005; Lambert, 2005).

A resisténcia as quinolonas resulta de muta¢des cromossomais nos genes
que codificam as suas sub-unidades, principalmente no gene gyrA (em P. aeruginosa e nos
BGN, em geral). Estas mutacdes resultam em substituicdes nos aminoacidos da subunidade
GyrA (freqiientemente nos aminoacidos de niimero 83 ou 87) numa regido denominada
Quinolone Resistance Determining Region - QRDR. Uma vez alteradas, as sub-unidades
reduzem a afinidade pelas quinolonas, resultando numa diminucdo da ligagdo destes
antimicrobianos ao complexo DNA-enzima e proporcionando resisténcia a estes farmacos em
diferentes niveis (Higgins et al., 2003).

Altos e baixos niveis de resisténcia ao ciprofloxacin estdo associados com
mutacoes no gyrA. Mutagdes no gene parC sao encontradas em isolados altamente resistentes
nos quais ocorre conjuntamente a mutagdo em gyrA. Mutacdes nos genes gyrB ja foram
descritas, mas sdo menos comuns e conferem menores niveis de resisténcia que as mutagdes

nos genes gyrA (Bonomo, Szabo, 2006; Higgins et a, 2003),.
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4 METALO-BETA-LACTAMASES

As MPBLs constituem um grupo de enzimas que receberam esta
denominagdo porque utilizam um ou dois ions zinco (Zn™*) ou outros cations divalentes no
seu sitio ativo para catalisar a hidrélise do anel B-lactimico. Embora sejam capazes de inativar
todas as classes de B-lactamicos, com exce¢do apenas do aztreonam, estas hidrolases sdo
enzimas especiais, pois exercem uma atividade hidrolitica eficiente e constante sobre a classe
mais estavel de B-lactamicos, os carbapenémicos. Esta caracteristica fez com que as MPBLs
sejam conhecidas também, como carbapenemases. Na verdade, estas enzimas constituem o
grupo mais importante de carbapenemases detectados na atualidade e o mais prevalente
determinante de resisténcia aos carbapenémicos isolados de patogenos -clinicamente
importantes como P. aeruginosa, A. baumannii, K. pneumoniaie ¢ outras espécies da familia
Enterobacteriaceae (Bebrone, 2007; Maltezou, 2008).

A capacidade de disseminacdo destas enzimas entre espécies de
microrganimos clinicamente importantes, as dificuldades para deteccdo das mesmas, bem
como a indisponibilidade, at¢é o momento, de inibidores de MBLs, tornaram a emergéncia
destas enzimas um problema de satide publica e um desafio terapéutico mundial (Maltezou,

2008).

4.1 CLASSIFICACAO DAS MBLS

Baseado nas propriedades funcionais das MPLs, Bush classificou estas
enzimas como pertencentes ao grupo 3 das fB-lactamases (Bush, 1989b). Este esquema foi

primariamente baseado nas seguintes caracteristicas universais apresentadas pelas MPBLs:

- capacidade de hidrolisar os carbapenémicos, principalmente o imipenem.

- inibicdo universal das mesmas pelo 4cido etileno-diamino-tetracético (EDTA)
ou outros agentes quelantes de ions metalicos (zinco), como 0s compostos
derivados do acido tiolatico (ex. acido 2-mercaptopropionico)

- resisténcia aos inibidores das serino-f-lactamases como &cido clavulanico,

sulbactam e tazobactam.
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A habilidade das MBLs para realizar a hidrolise do imipenem e dos outros [3-
lactamicos pode variar consideralvelmente e a taxa de hidrélise pode ou ndo estar
correlacionada com o nivel de resisténcia da bactéria aos carbapenémicos, ou seja, nem
sempre a producdo destas enzimas confere altos niveis de resisténcia aos carbapenémicos.
(Walsh et al., 2005).

Rasmussem e Bush (1997) atualizaram esta classificacdo separando as
enzimas nos subgrupos 3a, 3b e 3c, com base na hidrélise do imipenem e de outros B-

lactamicos:

3a- possuem amplo espectro de atividade sobre os -lactadmicos
3b- apresentam atividade preferencial por carbapenémicos,
3c- hidrolisam fracamente os carbapenémicos em comparagdo a outros substratos

B-lactamicos.

Na classificagdo molecular das B-lactamases feita por Ambler em 1980, as
MBLs foram classificadas na classe B, pois apresentavam ions divalentes (Zn?) como co-
fatores no seu sitio ativo. As MBLs diferiam de outras carbapenemases agrupadas na classe A
pois estas ultimas apresentavam, no seu sitio ativo, o aminoacido serina, sendo entdo,
denominadas serino carbapenemases (Ambler, 1980). Com a obtengdo da sequéncia de
nucleotideos das MPLs, Galleni e colaboradores (2001) subdividiram o grupo B em 3
subclasses: B1, B2 e B3. Este esquema foi atualizado por Garau e colaboradores (2004) apos
a elucidacao da estrutura tridimensional de algumas MBLs representantes de cada subclasse.

As enzimas agrupadas na subclasse Bl, sdo representadas pela enzima
prototipo BCII de Bacillus cereus, CCra de Bacteroides fragilis, BlaB de E. meningoseptica e
EBr-1 de Ependobacter brevis (Bebrone, 2007). Neste subgrupo estdo acomodadas também as
MBLs adquiridas (IMP, VIM, GIM, SIM, SPM-1) (Walsh et al., 2005).

As enzimas da subclasse B2 incluem as MBLs intrinsecamente produzidas
por varias species de Aeromonas, como a Cph produzida por Aeromonas hidrophyla e ImiS
produzida por Aeromonas veronii, tdo bem quanto a Sth-I produzida por Serratia fonticola
(Bebrone, 2007; Walsh et al, 2005).

A subclasse B3 das MBLs incluem a L1 e a GOB produzidas por isolados
clinicos de Stenotrophomonas maltophilia, Elizabethkingia meningoseptica, respectivamente
e por FEZ-1 isolada de Legionella gormanii. Pertecem também a subclasse B3, as MPBLs

produzidas por isolados ambientais como: THIN-B, Mbllb e BJP-1, produzidas
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respectivamente por Janthinobacter lividum, Caulobacter crescentus e Bradyrhizobium
japonicum (Bebrone, 2007; Walsh et al, 2005).

Como todas as P-lactamases, as MPLs sdo, também, classificadas como
MBLs cromossomicas (aquelas codificadas por genes cromossomais) e as MBLs mdveis ou
transferiveis que podem ser codificadas por genes cromossomais ou podem estar presentes em

elementos genéticos moveis como plasmideos ou transposons (Walsh et al., 2005).

4.2 MBLS INTRINSECAS

As MBLs codificadas por genes cromossomais podem ser produzidas natural
ou intrinsecamente por alguns microrganismos encontrados no meio ambiente e, menos
frequentemente, por alguns agentes patogénicos considerados oportunistas, como resultado da
pressao seletiva exercida pela exposi¢ao aos B-lactdmicos ao longo dos anos (Bebrone, 2007).

A primeira MBL foi identificada em 1966 em Bacillus cereus, sendo
denominada BCII. Durante as duas décadas seguintes esta foi a Unica MPL detectada e,
portanto, considerada apenas uma curiosidade bioquimica. Uma segunda penicilinase zinco-
dependente foi descrita em 1982 em S. maltophilia (denominada L1) (Bebrone, 2007).
Posteriormente foram descritas MBLs codificadas por genes cromossomais em varias outras
bactérias: Aeromonas spp., Aeromonas hydrophyla, Aeromonas sobria, Bacillus anthracis,
Caulobacter  crescentus,  Chryseobacterium  meningosepticum,  Chryseobacterium
indologenes, Chryseobacterium gleum, Flavobacterium johnsoniae, Janthinobacterium
lividum, Legionella gormanii, Serratia fonticola, Bradyrhizobacterium japonicum, Erwinia

carotovora (Bebrone, 2007; Stoczko et al, 2008).

4.3 MBLS MOVEIS OU TRANSFERIVEIS

Até o inicio dos anos 90 as MBL foram descritas como espécie-especificas,
produzidas intrinsecamente e codificadas cromossomicamente por microrganismos de pouca
relevancia clinica. A partir desta década, comegaram a ser descritas MBLs codificadas por

genes inseridos em elementos genéticos mdveis, em patdgenos clinicamente importantes, tais
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como P. aeruginosa, Acinetobacter spp. € em membros da familia Enterobacteriaceae
(Maltezou, 2008; Galani et al., 2007, Tognim et al., 2006). Estas enzimas passaram a ser
conhecidas como MBL moveis ou adquiridas e geraram grande preocupacdo na comunidade
médico-cientifica dado o potencial para sua disseminacdo e as limitagoes no tratamento das
infecgdes causadas por estes patogenos (Walsh et al., 2005).

As ML adquiridas sdao codificadas por genes bla (bla-beta-lactamases)
tipicamente encontrados como genes cassettes em integrons da classe 1, que por sua vez,
podem estar localizados no cromossomo ou em plasmideos. Estes genes movem-se entre os
microrganismos principalmente por meio de plasmideos conjugativos, facilitando a sua
disseminagao horizontal (Walsh, 2006).

Atualmente sdo conhecidas 9 subclasses de MPLs adquiridas: IMP
(imipenemase ) (Watanabe et al., 1991, Osano et al., 1994), VIM (Verona-Integron-encoded
metallo-beta-lactamase) (Lauretti et al., 1999), SPM (Sao Paulo metalo-beta-lactamase)
(Toleman et al., 2002) , GIM (German imipenemase) (Castanheira et al., 2004) , SIM (Seoul
imipenemase) (Lee et al., 2005), AIM (Australian imipenemase) (Young et al., 2007), KHM-1
(Kyorin Health Sciences MBL) (Sekiguchi et al., 2008), NDM (Nova Dheli MBL) (Young et
al., 2009) e DIM-1, a mais recente MBL detectada em um isolado de P. stutzeri recuperado na
Holanda.

Em P. aeruginosa foram descritas, at¢ o momento, as subclasses IMP, VIM,

SPM, GIM e AIM (Gupta, 2008).

4.4 CONTEXTO GENETICO E DISSEMINACAO DAS MBL MOVEIS

A grande capacidade de aquisicdo e disseminacdo dos genes que codificam
as MPLs entre espécies bacterianas de importancia clinica contribuiram para que estas
enzimas constituissem um dos principais determinantes de resisténcia aos carbapenémicos
entre os BGNs (Maltezou, 2008).

Embora a transferéncia vertical de genes seja um processo importante para o
desenvolvimento e disseminacdo da resisténcia aos antimicrobianos em procariotos, a
transferéncia horizontal dos genes codificadores das MBL tem exercido papel fundamental na
aquisicdo e rapida mobilizacdo dos mesmos entre bactérias da mesma espécie e/ou entre

espécies e géneros distintos. Uma variedade de elementos genéticos podem estar envolvidos
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neste processo como: integrons da classe 1 e 3, transposons, plasmideos e os mais
recentemente relatados elementos ISCR, do inglés Insertion Sequences Common Regions
também denominados elementos CR (Common regions) (Gupta, 2008; Toleman, Benet,
Walsh, 2006). As combinagdes ou arranjos e as permutas destes elementos genéticos dentro
das/ou entre as células bacterianas originam complexos genotipos que, por sua vez, resultam
em desafiadores fendtipos de resisténcia aos antimicrobianos (Walsh, 2005)

Embora os genes das MBL possam ser codificadas por genes cromossomais
ou por genes plasmidiais, a vasta maioria destes genes estdo ancorados em integrons da classe

1 ou em elementos ISCR (Walsh, 2008).

4.4.1 Integrons

A maior parte dos genes que codificam as MPLs, principalmente das
subclasses IMP, VIM, GIM e SIM sao encontrados em integrons da classe 1, embora genes da
subclasse IMP possam também ser encontados em integrons da classe 3. Estes elementos sao
frequentemente relatados em isolados clinicos MRD onde estdo localizados no cromossomos,
em plasmideos ou associados a transposons (Shibata et al., 2003; Walsh et al, 2005, Walsh,
2008).

Integrons sdo elementos genéticos capazes de capturar, expressar e
mobilizar genes de resisténcia aos antimicrobianos denominados genes cassetes ou cassetes
génicos. Sao elementos que desempenham um papel importante na disseminacdo da
resisténcia bacteriana porque podem acumular determinantes de resisténcia a diversas classes
de antimicrobianos, formando complexas estruturas semelhantes a operons que podem ser
expressos e disseminados por transferéncia horizontal de genes (Carattoli, 2001; Hall,
Collis, 1995).

A estrutura basica de um integron compreende um gene int/ que codifica
uma proteina com atividade de recombinase sitio-especifica, pertencente a familia das

integrases e um sitio de reconhecimento e ligacdo, denominado att/ (attachment site), onde se
integra o cassette génico de resisténcia. Entre o int e o attl encontram-se os promotores Pjn
P, € P, que promovem a expressdo de qualquer gene que esteja integrado adequadamente.

P, promove a expressdo do gene da integrase intl ¢ P; e P, a expressdo dos genes cassetes
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integrados, uma vez que 0s mesmos nao possuem promotor proprio (Caratolli, 2001,
Gonzalez et al., 2004).

Os genes cassetes constituem-se de DNA circular, com aproximadamente
1kb que compreendem um unico gene capaz de codificar resisténcia a antimicrobianos como
aminoglicosideos, B-lactdmicos, cloranfenicol. trimetoprim, etc. Em seguida a este gene, na
extremidade 3'do mesmo, encontra-se um sitio de recombinacdo integrase especifico,
denominado elemento de 59 bases (59-be), ou sitio a#tC. Cada 59-be possue terminagdes
repetidas e invertidas (IR) de aproximadamente 20 pb. A integrase interage com os sitios
primarios de recombinagdo, o sitio a#t/ dos integrons e o sitio a#tC do cassete génico
promovendo a inser¢ao ou a excisao dos cassetes em um integron receptor. Varios genes
cassetes podem ser inseridos em sequéncia, numa mesma orientagdo em um mesmo integron
(Partridge et al., 2009). Desta forma considera-se que os genes de resisténcia encontrados nos
genes cassetes podem ser altamente moveis, embora eles ndo codifiquem produtos envolvidos
na sua propria mobilidade (Hall, Collis, 1995).

Virias classes de integrons associados a resisténcia aos antimicrobianos tém
sido descritas de acordo com a sequéncia de nucleotideos do gene intl. No entanto, a maioria
dos genes de resisténcia dos BGNs e os que codificam as MBLs estdo ancorados em integrons
da classe 1 (Partridge et al., 2009).

Os integrons da classe 1 sdo caracterizados pela presenca de duas regides
conservadas, a regido conservada 5 (5'-CS) e a a regido conservada 3" (3'-CS). A 5’-CS
contém o gene intl, o sitio attl e os promotores, enquanto a 3'CS ¢ composta pelo gene
gacEAI que codifica resisténcia aos compostos quaternarios de amoénio (usados como
desinfetantes), truncado ao gene sull, que confere resisténcia as sulfonamidas. Em adicdo, a
3’-CS carreia a open reading frame 5 (ORF5) que codifica uma proteina de fun¢do ndo
conhecida (Caratolli, 2001). A Figura 3 esquematiza a estrutura basica de um integron da
classe 1 e de um gene cassete circular e esboga 0 modelo de integracdo dos dois elementos

genéticos.
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Figura3 - Representacao esquematica de um integron da classe 1 e de um modelo de aquisicao de

cassete génico. O processo pelo qual um gene cassete circular livre (gene de resisténcia
2) ¢é inserido no sitio aff/ em um integron da classe 1 contendo um gene cassette
residente (Gene de resisténcia 1) é representado na figura. Os genes ¢ as open reading
frames das sequéncias conservadas 5'-CS e 3°-CS sdo representados pelos retangulos.
Os genes cassetes de resisténcia inseridos no integron sdo indicados pelos retangulos
cinzas e as barras verticais pretas representam os sitios de recombinagéo attC. P1 e P2
sdo os promotores associados ao integron. P, ¢ o promotor do gene da integrase (int/1).
A direita, a 3'-CS, contendo a estrutura truncada qgacEA1/sull e ORFS.
Fonte: Adaptado de Carattoli (2001).

Entre as sequéncias conservadas 5'CS e 3'CS, os cassetes gé€nicos de
resisténcia aos antimicrobianos sdo inseridos, sendo esta regido denominada regido variavel
dos integrons. A capacidade que os integrons possuem em adquirir novos genes cassetes ou de
excisar genes cassetes ja integrados tornam estes elementos importantes na evolucdo do
genoma dos plasmideos e transposons que os contém (Hall, Collis, 1995; Partridge et al,
2009).

Uma caracteristica importante dos integrons ¢ a capacidade de integrar
genes de resisténcia de diferentes classes de antimicrobianos em sua regido variavel. O
sinergismo entre estes diferentes genes permitem que a bactéria que os contém possa ser
selecionada por cada classe individual de agente antimicrobiano (Carattoli, 2001; Walsh,

2006). A maioria dos integrons que contém os genes das MBLs possuem, adicionalmente, em
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sua regido variavel, outros genes cassetes que codificam resisténcia a antimicrobianos,
principalmetne os genes de resisténcia aos aminoglicosideos. O gene mais frequentemente
encontrado ¢ o aacA4 que codifica resisténcia a kanamicina, neomicina, amicacina e
estreptomicina. Desta forma, estes antimicrobianos podem selecionar isolados clinicos que
possuam integrons contendo o gene aacA4, comprometendo os regimes antimicrobianos
(Walsh, 2006).

Os integrons sdo incapazes de moverem-se sozinhos, no entanto, os genes
cassetes que os contém podem ser mobilizados para outros integrons ou para sitios
secundarios no genoma bacteriano. Eles podem ser disseminados de um microrganismo para o
outro com a ajuda de plasmideos conjugativos e/ou através de complexos plasmideos
conjugativos/transposons (Bennet, 1999).

A maioria dos genes que codificam MBLs sdo encontrados em plasmideos
com tamanhos que variam de 120 a 180 Kb. Contudo, plasmideos com tamanhos inferiores ja
foram descritos como ¢ o caso do plasmideo conjugativo de 24 Kb que possui o gene blay.7,
detectado nos Estados Unidos. A transferéncia in vivo de plasmideos de alto peso molecular
carreadores de genes de MPBLs provavelmente envolve a plasticidade genética da bacteria
receptora, tanto quanto o tamanho do plasmideo e a natureza dos outros genes carreados por
ele (Walsh et al., 2005).

A associagdo de genes codificadores de MPLs com a presenga de
transposons foi primeiramente descrita em 2003 para o gene blanpi3 detectado em um isolado
de P. aeruginosa recuperado na Italia. Foi relatado que este gene fazia parte de um integron
da classe 1 que, por sua vez, estava associado a estruturas que caracterizavam um transposon
do tipo 7Tn5051 (Toleman et al., 2003). Paralelamente, os autores detectaram um isolado de
P. aeruginosa na Polonia que possuia o gene blayn, inserido em um integron da classe 1 e
associado a idénticas estruturas que caracterizavam o transposon 7n5051. Os isolados de P.
aeruginosa da Italia e da Polonia apresentaram perfis genéticos diferentes e ndo mostraram
qualquer evidéncia da presengca de plasmideos. Desta maneira, foi sugerido que este
transposon estava envolvido na dissemina¢do do integron da classe 1, que por sua vez, foi
capaz de capturar diferentes genes de MBLs em isolados clinicos de P. aeruginosa distintos
(Toleman et al., 2003).

Um novo elemento carreador de genes de MBL foi descrito recentemente em
um isolado de P. aeruginosa portadora do gene blayiv-. Neste elemento genético, a estrutura
truncada gacEAI/sull do integron da classe 1 foi substituida por um transposon functional

conhecido como Tn5090. A detec¢ao do mesmo foi feita por PCR do gene que codifica a
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enzima resolvase deste transposon ou gene miC. Os pesquisadores que descreveram este
elemento propuseram que originalmente e anteriormente ao uso das sulfas e dos detergentes
quaternarios de amonio, o Tn5090 estaria acoplado a regido 5-CS de um integron da classe 1,
e que a partir do uso destes agentes o tnic foi substituido pela regido gacEA1/sull(Toleman et
al, 2007). Esta versdo ancestral de integrons da classe 1 carreando o gene blayiv., estd
largamente disseminada em algumas areas geograficas e parece ser tdo comum quanto o0s
tipicos integrons da classe 1, exercendo assim, um papel importante na disseminagdo de genes

cassetes de resisténcia (Walsh, 2008).

4.4.2 Elementos ISCR

Enquanto a maioria de genes de MPL parecem estar associados a integrons
e/ou transposons, alguns genes sdo mobilizados por ISCR, veiculos genéticos recentemente
descritos que estdo associados com regides de “mega resisténcia aos antimicrobianos”
(Walsh, 2006)

Os ISCR ou simplificadamente elementos CR, constituem um grupo ndo
usual de ISs que apresentam similaridade estrutural e funcional com as IS91, no entanto, sdo
distintos destas porque perderam as suas terminagdes repetidas invertidas e se mobilizam
através de um evento de transposi¢ao denominado recombinagao por circulo rolante (“rolling
circle”-RC). Neste tipo de mobilizac¢do estdo envolvidas duas estruturas, a ori-IS que funciona
como origem de replicagdo e a ter-IS que representa o sitio de terminagdo. Estas regides
codificam transposases responsaveis pelas etapas de iniciacdo e término da replicacao,
anteriormente a etapa de recombinacdo envolvida no processo de transposi¢cdo. Os elementos
ISCR podem mobilizar estruturas adjacentes a ele quando durante a replicagdo, a transposase
erra ao identificar a regido que determina o término da replicacdo, prosseguindo a replicagao
do DNA adjacente. Desta forma, grandes fragmentos de DNA adjacentes podem ser co-
transpostas com o elemento /SCR (Toleman, Bennet, Walsh, 2006).

Nos ultimos anos, os ISCR estdo sendo frequentemente detectados em
localizagdes adjacentes a genes de resisténcia aos antimicrobianos, particularmente a genes
que codificam B-lactamases em BGNs. Até o presente, 19 membros desta familia de

elementos genéticos foram descritos



67

(<http://www.cardiff.ac.uk/medic/aboutus/departments/medicalmicrobiology/genetics/iscr/isc
relements.htmlI>) (Gltimo acesso 20/11/2009) (Toleman, Walsh, 2008).

Os elementos ISCR podem ser divididos em 2 grupos: Os elementos /SCR-1
que formam complexos com integrons da classe 1 (sendo também capazes de mobilizar estas
estruturas) e os ISCR2 a ISCR-19 associados a outras classes de integrons. Alguns elementos
ISCR foram encontrados adjacentes a genes de MPBL tendo sido associados a mobilizacao dos
mesmos. (Toleman, Bennet, Walsh, 2006).

O gene bla spm.1 que codifica a MPBL SPM-1, esta localizado junto de uma
variante de ISCR denominada ISCR-4 (Toleman, Bennet, Walsh, 2006). A ISCR-4 foi
primeiramente detectada por amplificacdo do gene que codifica a sua transposase denominado
de orf495. Em isolados clinicos de P. aeruginosa detectados no Brasil, foram encontrados 2
elementos ISCR4 flanqueando o gene bla spm.i (Poirel et al, 2004). A Figura 4 mostra a
representacdo esquematica do elemento ISCR4 encontrado nestes isolados de P. aeruginosa.
A sequéncia localizada upstream ao ISCR-4 codifica uma sequéncia de aminoacidos com 89%
e 87% de identidade com as proteinas GroEL de Desulfitobacterium hafniense e S.
maltophilia, respectivamente (Poirel et al, 2004). A sequéncia downstream ao gene blaspm-|
codifica uma proteina com 73% de identidade a protein GroEL de Xanthomonas campestris

(Toleman et al., 2002).

----- groEL - ISCRAA ~-------w---w---------blagpyg 1 ~-------groEL - ISCRABY
] - 1O

Figura 4 — Representacdo esquematica do /locus genético do elemento /SCR4 encontrado em isolados
clinicos de P. aeruginosa produtoras da MBL SPM-1 e recuperadas no Brasil (nimeros
de acesso ao Genbank: AY3412249 e AJ492820). Open reading frames sao representadas
pelos retangulos coloridos e os circulos representam as origens de replicacdo dos
elementos ISCR-4. Os elementos ISCR4A e ISCR4B apresentam as mesmas sequéncias
de nucleotideos.

Fonte: Toleman; Walsh (2008)

Um outro elemento classificado como ISCR-10 foi encontrado adjacente ao
gene blaam.1 que codifica a MPBL AIM-1 e parece estar envolvido na mobilizagdo deste gene
de forma semelhante ao ISCR4 ao gene blagpym.1(Yong et al., 2007).

A presenca de elementos ISCR no genoma de patdgenos bacterianos tem

sido pesquisada extensivamente nos Ultimos anos e varios estudos detectaram estes elementos
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em isolados clinicos de P. aeruginosa que possuem genes codificadores de MBLs. No entanto,
a participagdo destes elementos na mobilizacdo dos genes das MPLs necessita ainda ser
caracterizada. O elemento ISCR2 foi detectado em um isolado de P. aeruginosa recuperado
no Brasil que também posuia o gene blanp-1, enquanto o ISCR3 foi descoberto em duas cepas
de P. aeruginosa que também continham o gene blayp.1. O elemento ISCR11 foi encontrado
em um isolado clinico de P. aeruginosa da Grécia que continha o gene blay.;. Finalmente,
um isolado clinico de P. aeruginosa produtor de SPM-1 recuperado no Brasil, apresentou no

seu genoma 2 elementos ISCRs, ISCR4 e ISCR12 (Toleman, Bennet, Walsh, 2006).

4.5 SUB-CLASSES DE MBL TRANSFERIVEIS PRODUZIDAS POR P. AERUGINOSA

4.5.1 MBL da Sub-classe IMP

O primeiro relato de uma ML transferivel ocorreu em 1991, a partir de
uma cepa de P. aeruginosa isolada no Japao (Watanabe et al, 1991). O gene responsavel pela
resisténcia ao imipenem foi encontrado num plasmideo conjugativo transferivel capaz de
mover-se facilmente para outras cepas de P. aeruginosa. Esta enzima foi caracterizada
bioquimicamente, entretanto, ndo foi sequenciada ou nomeada. Trés anos apds, Osano et al
(1994) encontraram o mesmo gene codificando uma MPL e a denominaram IMP-1
(imipenemase). Esta enzima foi detectada em um isolado de Serratia marcescens recuperado
da urina de um paciente do Hospital de Aichi, Okazaki, Japao. O gene blapvp.; foi encontrado
em um integron da classe 3, que por sua vez estava localizado em um plasmido de alto peso
molecular (120kb) (Arakawa et al, 1995)

Uma caracteristica importante, verificada pelos pesquisadores dos dois
primeiros trabalhos descritos acima, foi que a presenca dos gene blapp.; nem sempre estava
associada com niveis elevados de resisténcia ao imipenem. Alguns isolados de S. marcescens
e P .aeruginosa apresentaram CIMs ao imipenem inferirores aos breakpoints de resisténcia
estabelecidos para este antimicrobiano. Os autores denominaram estes genes de genes
“cripticos”, sugeriram que a atividade das sequéncias promotoras destes genes estruturais

(cripticos) poderia estar suprimida por mecanismos regulatorios ainda ndo identificados e
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discutiram que a analise das sequéncias promotoras deveria constituir objeto de investigagao
(Ito et al., 1995, Senda et al., 1996).

Inicialmente, as MPLs do tipo IMP foram detectadas quase que
exlusivamente no Japdo e poucas outras localizagdes do sudeste asidtico. Em um estudo
conduzido no Japao durante 2001 e 2002, MBLs foram detectadas em 73,4% (431/587) de
BGN MR, dos quais 357 possuiam o gene blapp.; (Shibata et al, 2003). A identificagao de
enzimas do tipo IMP, fora do Japdo ou do continente asiatico, ocorreu com a detec¢do de
IMP-2 e IMP-5 em isolados de A. baumannii da Itdlia (1997) e em Portugal (1998),
respectivamente, mudando assim o panorama de deteccdo desta sub-classe de enzimas
(Riccio et al., 2000; Silva et al., 2002)

Atualmente, 26 variantes de MPLs do tipo IMP foram detectadas em
isolados de P. aeruginosa, Pseudomonas spp., Acinetobacter spp. e espécies da familia
Enterobacteriaceae, em paises dos varios continentes (<www.lahey.org/studies>, ultimo

acesso em 18/11/2009)

4.5.2 MBLs da Sub-classe VIM

Em 1999 foi descrita a segunda subclasse de MPL adquirida denominada
VIM-1, que exibiu menos que 31,4% de similaridade na sequéncia de aminoacidos com a
enzima IMP-1. Esta enzima foi detectada em 1997, em uma cepa de P. aeruginosa
recuperada de ferida cirrgica de uma paciente hospitalizada na UTI do Hospital Universitario
de Verona, na Italia. O gene blayi.; estava localizado num integron da classe 1, por isso
recebeu a denominagdo de VIM (Verona integron-encoded metallo-beta-lactamase). A
expressdo do gene blayiv. estava relacionado com uma reduzida sensibilidade as penicilinas,
cefalosporinas e carbapenémicos, mas retinha a sensibilidade ao aztreonam (Lauretti et al,
1999).

ApOs o primeiro isolamento, varias outras deteccdes foram relatadas em
patdgenos do sul da Europa (Franga em 1995, Italia em 1997 e Grécia em 1998), seguido de
outros relatos de detecdo em paises europeus como Poldnia, Portugal, Espanha, Suécia,
Hungria, Croacia e Alemanha. A principio, as enzimas da subclasse VIM foram consideradas
MBL européias devido a prevaléncia das mesmas nos paises deste continente (Walsh et al,

2005). No entanto, atualmente, estas enzimas estabeleceram endemicidade nao somente na
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Europa mas também na Cor¢ia e foram reportadas na América do Norte ¢ América Latina,
Australia, India, Iran e, recentemente, no continente africano (Maltezou, 2008, Pitout et al,
2008).

Um total de 23 variantes de MPLs do tipo VIM foram relatadas
(<www.lahey.org/studies>, ultimo acesso em 18/11/2009) em P. aeruginosa, A. baumannii e
Enterobacteriaceae. Destas, a variante VIM-2 ¢ considerada a MBL mais detectada no mundo
todo, tendo sido encontrada em 38 paises de 5 continentes (Walsh, 2008; Pitou et al., 2008)

Recentemente, o gene blayin-, foi detectado em duas cepas de P. aeruginosa
isoladas de um rio e de agua de um esgoto proximos a um hospital de Portugal. Por meio de
métodos moleculares verificou-se que ambas as cepas tiveram origem hospitalar (Quinteira,
Peixe, 2006). O significado epidemioldgico deste achado ainda ¢ desconhecido, mas os
autores sugeriram que o sistema de esgoto e aquatico pode exercer um papel na manutengao e

transferéncia do genes das MPBLs (Maltezou, 2008).

4.5.3 MBLs da Sub-classe SPM

A terceira subclasse de MPL adquirida denominada SPM-1 (Sao Paulo
ML) foi detectada em uma cepa de P. aeruginosa obtida a partir da cultura de urina de uma
paciente com leucemia linfoblastica aguda, hospitalizada em 1997 no Complexo Hospitar Sao
Paulo da cidade de Sao Paulo. Um isolado clinico de P. aeruginosa foi obtido do sangue da
paciente a partir de 5 dias do isolamento de P. aeruginosa da urina. A paciente apresentou
neutropenia febril e foi a 6bito devido a um quadro de choque séptico (Toleman et al., 2002).
O isolado clinico produtor de SPM-1 apresentou-se resistente a todos os B-lactamicos (com
exce¢do do aztreonam), aminoglicosideos e fluoroquinolonas, sendo apenas sensivel a
colistina. A cepa obtida de hemocultura denominada 48-1997A ¢ representativa de SPM-1 e ¢
utilizada em vérios estudos para comparag¢ao do perfil genotipico de isolados de diferentes
locais (Walsh et al., 2005).

A MBL SPM-1 apresentou moderada identidade em sua sequéncia de
aminoacidos com a IMP-1 (35.5%), no entanto difere significativamente das enzimas da
subclasse VIM. A enzima SPM-1 apresenta uma inser¢do de 24 aminoacidos logo apds o sitio
ativo, que mostrou ser muito flexivel atuando como uma alga que, provavelmente, aumenta a

ligacdo e hidrolise dos B-lactamicos de diferentes classes (Walsh et al., 2005).
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Uma caracteristica importante das enzimas da subclasse SPM-1 ¢ que elas
ndo estdo associadas a integrons e transposons como a maioria das MBLs IMP ou VIM. O
gene bla spy.1 nd0 € um gene cassete que faz parte de um integron, nem sequer encontra-se nas
proximidades de um integron da classe 1. Até o momento, este gene foi encontrado adjacente
aos elemento ISCR4 e pode estar também relacionado ao elemento ISCR12 como descrito
anteriormente. A localizagdo do gene bla spm. foi, a principio descrita por Poirel e
colaboradores (2004) como adjacente a um elemento ISCR que, por sua vez, fazia parte de
uma ilha de patogenicidade gendmica modvel encontrada em um plasmideo de alto peso
molecular (aproximadamente 180 Kb), altamente relacionada com Salmonella enterica
sorovar typhimurium. No entanto, um trabalho de revisao recente afirma que as SPM-1
descritas até o momento sdo, sem excecdo, codificadas por genes cromossomais (Walsh,
2008).

O gene bla gpy1 foi detectado apenas em P. aeruginosa até o momento € a
enzima SPM-1 estd amplamente disseminada no Brasil, com um clone endémico identificado
em diferentes cidades denominado clone Sdo Paulo (clone SP) (Gales et al., 2003). Esta
enzima foi detectada exclusivamente no territorio brasileiro até 2008, quando houve o relato

de SPM-1 em um isolado de P. aeruginosa recuperada na Suica (El Salabi et al., 2009)

4.5.4 MBL da Sub-classe GIM

Uma nova subclasse de MBL detectada em 2002 foi denominada GIM-1
(German imipenemase). Esta enzima foi detectada em cinco isolados de P. aeruginosa
resistentes aos carbapenémicos que foram recuperados de diferentes pacientes internados na
mesma ala de um hospital em Dusseldorf, Alemanha (Castanheira et al., 2004). Os isolados
produtores de GIM-1 foram sensiveis apenas as polimixinas e apresentaram O mesmo
gendtipo quando submetidos a andlise de eletroforese em campo de pulsos alternados
(Castanheira et al., 2004).

O gene blagm.; foi encontrado como gene cassete localizado na primeira
posicdo de um integron da classe 1 (In77) que, por sua vez, ¢ carreado por um plasmideo
pequeno (~45kb), ndo conjugativo. Este integron apresentou, adicionalmente, trés outros
genes de resisténcia, dois genes de resisténcia aos aminoglicosideos (aacA4 e aadAl) e um

gene que codificava uma B-lactamase blapxa-» (Castanheira et al., 2004).
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4.5.5 MBL da Sub-classe AIM

AIM-1 (Australian imipenemase) constitue uma nova subclasse de MBL
detectada em 2002 num isolado de P. aeruginosa. O isolado clinico foi recuperado de um
paciente aborigene do sexo masculino que apresentava imunossupressao € encontrava-se
hospitalizado no Royal Adelaide Hospital, Australia. P. aeruginosa produtora de AIM-1 foi
resistente a todos os agentes anti-pseudomonas com exce¢do de amicacina, aztreonam e
colistina. O gene estrutural da MPL, blaamn.; contém 915 pb e codifica uma proteina com 305
aminoacidos. A sequencia de aminodcidos da proteina AIM-1 apresentou pouca identidade
com outras MPLs clinicamente importantes como IMP, VIM, SPM-1 ou GIM e foi
classificada como uma MBL B3. Adjacente ao gene blaan.; foi encontrado um elemento
genético ISCR-10, indicando que, semelhante a SPM-1 os elementos ISCR podem estar
implicados na mobilidade deste gene (Yong et al., 2007).

4.6 EPIDEMIOLOGIA DAS MBLS DE P. AERUGINOSA NO BRASIL

O primeiro relato de P. aeruginosa produtora de MBL no Brasil foi
publicado em 2002 por Pellegrino e colaboradores. O estudo desenvolvido por este grupo
analisou isolados de P. aeruginosa MR obtidos de 4 hospitais do Rio de Janeiro, recuperados
entre 1999 e 2000. A presenca de MBL foi verificada por métodos fenotipicos, mas nenhuma
deteccao de genes codificadores destas enzimas foi realizada (Pellegrino et al., 2002).

Paralelamente, neste mesmo ano, Toleman e colaboradores (2002),
caracterizaram uma subclasse de MBL denominada SPM-1. Conforme descrito anteriormente,
esta enzima foi detectada em um isolado de P. aeruginosa recuperada no complexo Hospital
Sao Paulo/UNIFESP em 1997.

Em 2003, Gales e colaboradores realizaram um estudo multicéntrico onde
foi avaliada a producdo de MPLs em isolados clinicos de P. aeruginosa resistentes ao
imipenem recuperados em hospitais de diferentes regides do Brasil (Bahia, Ceara, Distrito
Federal, Sdo Paulo e Parand). O HU de Londrina participou deste estudo enviando ao
laboratorio ALERTA/UNIFESP, isolados clinicos de P. aeruginosa resistentes ao imipenem,

recuperados no laboratério de Microbiologia Clinica do HU no ano de 2002. Entre as 16
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cepas de P. aeruginosa avaliadas no estudo, 15 foram produtoras de SPM-1, sendo que entre
estas, a cepa Pa2528, isolada em Londrina, apresentou-se positiva para esta enzima. Todos os
isolados de P. aeruginosa produtores de SPM-1 pertenceram a um Unico clone que foi
denominado SP (clone S3o Paulo), mostrando assim que o mesmo estava disseminado em
varias regides do Brasil e estava associado a um fendtipo MR de resisténcia aos
carbapenémicos em isolados clinicos de P. aeruginosa (Gales et al., 2003).

Um relato de P. aeruginosa produtora de SPM-1 em isolados clonais de
diversos hospitais de Recife foi realizado em 2004. Neste estudo, a localizacdo do gene
blaspm.1 foi investigada e os autores caracterizaram pela primeira vez o elemento ISCR4
adjacente ao gene de SPM-1, sugerindo que este elemento € reponsavel pela mobilizagao do
respectivo gene (Poirel et al., 2004).

Em 2004, Mendes e colaboradores reportaram uma nova variante de ML, a
IMP-16, detectada em um isolado de P. aeruginosa recuperado em 2002, no hospital de Base
de Brasilia. Esta nova variante de IMP apresentou alta identidade na sua sequéncia de
aminoacidos com a variante IMP-11 (90,3%). O gene blanp-16 foi localizado em um integron
da classe 1 que possui, adicionalmente, 2 genes cassetes fundidos [aac(6")-30/aac(6")Ib] os
quais’ codificam duas enzimas modificadoras de aminoglicosideos. O isolado de P.
aeruginosa produtor de IMP-16 apresentou altos niveis de resisténcia aos [-lactamicos
(incluindo os carbapenémicos) e aos aminoglicosideos (Mendes et al., 2004).

Em 2005, Sader e colaboradores relataram a presenga de diversas subclasses
de MBL em isolados clinicos de P. aeruginosa isoladas de hemoculturas no Hospital Sao
Paulo entre os anos de 2000 e 2001. Os autores verificaram que, aproximadamente um a cada
5 isolados de P. aeruginosa resistentes aos carbapenémicos produziam algum tipo de ML
transferivel. A subclasse mais frequente foi a SPM-1 (55,6%), seguida por VIM-2 (30,6%) e
IMP-1(8,3%). Os isolados apresentaram diversidade clonal sendo que 7 ribogrupos foram
detectados entre o isolados produtores de SPM-1 (Sader et al., 2005).

O primeiro surto de infeccdo nosocomial causado por P. aeruginosa
produtoras de SPM-1 foi relatado por Zavascki e colaboradores, em 2005, num hospital de
Porto Alegre. Neste estudo, os autores verificaram uma prevaléncia muito alta de SPM-1 entre
os isolados de P. aeruginosa resistentes aos carbapenémicos (>77,1%). A maioria dos
isolados de P. aeruginosa produtores de SPM-1 mostraram resisténcia a todos os agentes anti-
pseudomonas sendo sensiveis apenas a colistina (Zavascki et al., 2005).

Em 2006, Marra e colaboradores detectaram a presenca de trés subclasses de

MBLs (SPM-1, IMP-1 e IMP-16) entre isolados clinicos de P. aeruginosa recuperados de
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hemoculturas no periodo de 2002 a 2003 de pacientes hospitalizados em um hospital de Sao
Paulo. Esta foi a segunda detec¢ao de IMP-16 no territério brasileiro e a primeira detecg¢ao
desta enzima no sudeste do Brasil. O isolado produtor de IMP-16 foi resistente a todos os
agentes anti-pseudomonas inclusive aos carbapenémicos sendo sensivel apenas a colistina. Os
autores observaram que pacientes com infecgdes na corrente sanguinea por P. aeruginosa
produtoras de MBLs apresentaram altas taxas de morbidade e mortalidade (Marra et al.,
2006).

Neste mesmo ano foi relatada a presenca de IMP-18 em isolados de P.
aeruginosa MR recuperadas em Salvador no ano de 2001. O gene blapvp.1s estava localizado
num integron da classe 1 (Xavier et al., 2006).

Em 2006 dois grupos de pesquisa independentes relataram a presenca de
SPM-1 em isolados clinicos de P. aeruginosa recuperados em dois hospitais universitarios
distintos do Rio de Janeiro entre os anos de 1999 e 2002 (Pellegrino et al., 2006; Carvalho et
al., 2006). A frequéncia de ocorréncia de SPM-1 obtida para os dois hospitais foi de
aproximadamente 20%, e o clone SP foi detectado em todos os isolados produtores de SPM-1
em um destes hospitais (Carvalho et al., 2006).

A partir do primeiro relato da detecdo de SPM-1 (Toleman et al, 2002) e da
constatacdo que isolados de P. aeruginosa produtores desta enzima estavam disseminados
pelo pais (Gales et al., 2003) varios relatos desta enzima foram obtidos em diferentes estados
e cidades do Brasil. Isolados de P. aeruginosa produtores de SPM-1 foram detectados em
centros como Sdo Paulo, Brasilia, Salvador, Fortaleza, Sdo Luis do Maranhdo, Santo André,
Londrina, Curitiba, Blumenau, Porto Alegre (Mendes et al., 2006).

Em 2007, Martins ¢ colaboradores relataram a dissemina¢ao de isolados
clinicos de P. aeruginosa produtoras de SPM-1-/ike e IMP-1-/ike em dois hospitais de Porto
Alegre. Entre os 92 isolados clinicos de P. aeruginosa estudados, 18 foram produtores de
SPM-1-like ¢ 5 de IMP-1-like. Dois clones diferentes foram obtidos para cada subclasse de
enzima. Trés dos cinco isolados produtores de IMP-1-/ike foram sensiveis aos imipenem
(CIMs= 4pg/mL) (Martins et al., 2007).

Um achado de grande importancia na epidemiologia das MBLs do Brasil foi
o relato de um isolado clinico de P. aeruginosa sensivel aos carbapenémicos que carreava o
gene blagpy.y mas ndo era produtor da enzima SPM-1. Em geral, os isolados clinicos
produtores de SPM-1 apresentam complexos fen6tipos MR e altas CIMs aos carbapenémicos.
O isolado relatado foi resistente aos aminoglicosideos, B-lactdmicos e fluoroquinolonas, mas

apresentou CIM=1pg/mL para o imipenem. Este isolado foi recuperado da urina de um
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paciente de 46 anos, que recebeu varios cursos de antibioticoterapia apo6s ter sido admitido no
Hospital Universitario Clementino Fraga Filho do Rio de Janeiro (Pellegrino et al., 2008).

Nos ultimos anos, estudos relataram a presenga de MBLs em BGN isolados
de sistemas aquaticos e esgotos hospitalares. No Brasil, um estudo realizado por Fuentefria e
colaboradores (2009), pesquisou a presenga dos genes blayp, blayiv € blaspy em isolados de
P. aeruginosa recuperados de amostras de esgoto hospitalar de cinco hospitais de Porto
Alegre e Passo Fundo - Rio Grande do Sul e de aguas superficiais de corpos de agua que
recebem o esgoto de 2 destes hospitais. Dos 614 isolados clinicos de P. aeruginosa isolados,
5% apresentaram o gene blaspm.; € produziram a respectiva MBL. Este achado atenta para o
risco da dissemina¢ao ambiental deste determinante de resisténcia bacteriana.

SPM-1 ¢ a subclasse de MPBL mais prevalente no Brasil e, até o momento,
s foi detectada entre isolados clinicos de P. aeruginosa. Até 2007 esta enzima estava restrita
ao territorio brasileiro, quando foi detectada em um isolado clinico de P. aeruginosa na Suiga.
O isolado BH121 foi recuperado de um paciente de 34 anos de idade que apresentou uma
infeccdo de ferida e foi hospitalizado no University Hospital Basel, Suiga. Um fato importante
¢ que este paciente recebeu atendimento primario no Hospital Regional Geral de Recife antes
de ser transportado para a Suiga. O perfil genético apresentado por este isolado foi similar ao
de isolados clinicos de P. aeruginosa produtores de SPM-1 recuperados em hospitais
brasileiros no periodo de 1997 a 2007. O gene blaspym.1 estava localizado no cromossomo
desta cepa de P. aeruginosa que, curiosamente apresentou 2 copias deste gene. Adjacente aos
genes blaspy.; foram encontradas 2 copias do elemento ISCR4 flanqueando estes genes,
exatamente como a descricdo feita por Poirel et al (2004) para a primeira cepa de P.
aeruginosa produtora de SPM-1 isolada em 1997. Este achado indicou dois fatos importantes:
primeiro, que o elemento ISCR4 foi perfeitamente conservado entre cepas de P. aeruginosa
produtoras de SPM-1 durante 10 anos (1997-2007) e segundo, que o elemento ISCR4 estava
provavelmente ativo dada a presenca de uma segunda copia do gene blaspy.] NO CrOMoOSSOMo

do isolado suico de P. aeruginosa (El Salabi et al., 2009).
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4.7 DETECCAO LABORATORIAL DA PRODUCAO DE MBLS E DE GENES CODIFICADORES DESTAS
ENZIMAS

A realizacdo na rotina clinica de testes para a detecgdo de MPLs ainda nao
foi recomendada pelo Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) (CLSI, 2009). Nem
mesmo outros comités internacionais, como 0s europeus, sugeriram um teste para a detecao
de isolados clinicos produtores de MPL. No entanto, taxas crescentes de ocorréncia de
isolados clinicos produtores destas enzimas sdo verificadas por todo o mundo assim como no
territorio brasileiro, onde valores tdo altos quanto 70% ou maiores ja foram obtidos em
situacdes de surtos de infeccdo nosocomiais (Zavascki et al., 2005). Além disso, existem
evidéncias clinicas de que a implementagdao de medidas para controlar a disseminacao de
isolados produtores de MBLs podem ndo obter sucesso em locais (ambientes hospitalares)
onde as taxas de ocorréncia destes isolados excedem a 25% (Maltezou, 2008; Walsh, 2008).
Desta forma, torna-se fundamental a realizagdo de testes de deteccdo para este fendtipo de
reisténcia em laboratdrios de microbiologia clinica.

Embora a detegdo de genes codificadores de MPLs através de técnicas
moleculares e a avaliagdo espectofotométrica da hidrdlise de carbapenémicos sejam,
respectivamente, os testes padrdo-ouro para deteccdo genotipica e fenotipica da producao
destas enzimas, estas técnicas sao laboriosas, requerem técnicos altamente treinados e
equipamentos especiais, nem sempre disponiveis nos laboratdrios de rotina.

Viérios testes fenotipicos podem ser utilizados para detectar estas enzimas e
todos eles se baseiam na propriedade universal das mesmas de serem inibidas ou inativadas
por quelantes de ions divalentes ou de Zn™, como o EDTA. Adicionalmente, as MPLs sdo
também sensiveis a inibicdo por agentes que alteram a conformacao do sitio ativo, como o0s
derivados do tiol e 4cido dipicolinico (Boerzel et al., 2003; Payne et al., 1997).

O teste descrito por Arakawa e colaboradores (2000) ¢ amplamente utilizado
para a detecgao fenotipica de MBLs, denominado como teste de disco aproximagdao (ANEXO
B - Figura 1). Para a realizacdo do mesmo, um disco contendo um substrato B-lactdmico e um
disco contendo um inibidor de MBL sdo dispostos em uma placa de agar Miiller-Hinton
previamente inoculada com a bactéria teste. A deformagdo do halo do antimicrobiano em
direcdo ao disco contendo o inibidor, ou o aprecimento de uma zona fantasma entre os dois
discos € o critério positivo para detectar a produgcdo de MPL. Os autores utilizaram

ceftazidima como substrato e EDTA e derivados do tiol, 4cido mercaptopropidonico (MPA),
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acido mercapto acético (MAC) e mercaptoetanol (MET), como inibidores. A ceftazidima foi
utilizada com o intuito de aumentar a sensibilidade do teste, devido ao fato de que alguns
isolados produtores de MBL apresentam baixo grau de resisténcia aos carbapenémicos.

O teste de disco combinado proposto por Yong e colaboradores (2002)
consiste na comparag¢ao do tamanho dos halos formados por discos de imipenem e discos de
imipenem associados com um inibidor de MBL (disco combinado). O aumento igual ou
superior a 7 mm na zona de inibicdo produzida pelo disco combinado € o critério positivo
adotado para a producdo de MPL. De acordo com o resultado deste estudo, discos de
imipenem combinados com 750ug de EDTA foram altamente sensiveis para a deteccdo de
MBL em diferentes isolados.

O Etest® para deteccdo de MPL tem sido amplamente utilizado por
pesquisadores do mundo todo principalmente para detecdo de MPL em isolados de
Acinetobacter spp. ¢ P. aeruginosa. Este teste baseia-se em uma fita impregnada com
concentragdes crecentes de imipenem de um lado (4-256 pg/mL) e, do lado oposto, com
imipenem (1-64 pg/mL) associado ao EDTA (320 pg/mL). Sdo considerados produtores de
MBL os isolados que apresentarem uma redugdo da CIM de imipenem > a trés diluigdes
(Walsh et al., 2002)( ANEXO B- Figura 2).

As técnicas de dupla difusdo em agar e de discos combinados, como as
decritas anteriormente, sdo as mais utilizadas para detectar a producao de MBLs nos diversos
géneros bacterianos. Entretanto, algumas limitacdes podem ser encontradas. O nivel de
inibicao apresentado por diferentes inibidores de MBLs varia entre estas enzimas e também ¢
variavel a habilidade das mesmas em conferir resisténcia a ceftazidima € ao imipenem, 0s
dois substratos mais utilizados nas triagens para dete¢ao de MPBL (Walsh et al., 2005).

Resultados falso-negativos foram verificados quando se utilizou a
metodologia do Etest® para dete¢do de MBLs em isolados clinicos com baixos valores das
CIMs para o imipenem (Walsh et al., 2002). Além disso, este teste também apresentou
limitagdes para isolados em que as CIMs para imipenem foram maiores que 256 ng/mL e ou
imipenem+EDTA apresentaram valores de CIM maiores que 64 pg/mL. Nestes casos o
reultado do teste ¢ inconclusivo (Walsh et al., 2002; Martins et al., 2007).

Um estudo recente realizado por Picdo e colaboradores (2008) avaliou a
acuracidade do teste de Disco — Aproximagdo (ou disco sinergismo) e do teste de disco
combinado utilizando dois substratos (imipenem e ceftazidima) e vérios inibidores de ML,
para detectar a produ¢do de MPL entre isolados ndo relacionados geneticamente de P.

aeruginosa, P. putida, Acinetobacter spp e algumas espécies de Enterobacteriaceae. Este
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estudo avaliou a produ¢ao de enzimas variantes do tipo IMP, VIM, SPM-1 e GIM-1. Neste
estudo os autores verificaram que o teste de disco aproximacao, utilizando o acido 2-
mercapto-propidnico como inibidor de MBL a 2,0 cm de distancia dos discos de ceftazidima e
imipenem, constitui um bom método para detec¢do de isolados clinicos de P. aeruginosa e
Acinetobacter spp. produtores de MPLs, podendo ser recomendado para a triagem da
producdo destas enzimas em isolados clinicos dos respectivos géneros bacterianos. Entre as
enterobactérias, o teste com maior acuracia para detectar MBL foi o de disco combinado,
utilizando imipenem associado a 10uL de uma solugdo de EDTA a uma concentragdo de 100
mM. Desta forma, os autores verificaram que o método a ser empregado para a deteccdo de
MBL deve levar em conta o género bacteriano a ser testado (Picao et al., 2008).

M¢étodos moleculares tém sido utilizados para pesquisar os genes que
codificam as MPBL e os integrons da classe 1 que contém estes genes. A reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) e a utilizagdo de sondas de DNA s3ao os métodos moleculares mais
frequentemente utilizados. Varias sequéncias de genes que codificam diferentes variantes de
MBLs sao depositadas no Genebank e o desenho de oligonucleotideos iniciadores especificos
pode ser realizado para detecdo, por PCR, dos genes que codificam estas enzimas (Gupta,
2008). No entanto, estes dois métodos moleculares indicam apenas a subclasse da enzima a
ser detectada. Para se conhecer a variante enzimatica ¢ necessario que se realize o
sequenciamento dos produtos de PCR obtidos (Walsh et al, 2005). Recentemente, dois
estudos descrevendo a metodologia de PCR multiplex e PCR multiplex em tempo real foram
padronizadas para deteccdo de genes que codificam as principais subclasses de MBLs: IMP,
VIM, SPM, GIM e SIM, com o objetivo de tornar o ensaio mais rapido e diminuir os custos

dos mesmo (Ellington et al., 2007; Mendes et al., 2007).

4.8 IMPACTO CLINICO DE PATOGENOS PRODUTORES DE MBLS

Infecgdes causadas por patdégenos produtores de MPLs ocorrem
principalmente em pacientes com severas co-morbidades, internados nas UTIs ou com
historico de cirurgia. Neonatos de baixo peso internados nas UTIs neonatais também
apresentam alto risco para contrair infec¢des por estes agentes (Maltezou, 2008).

Um estudo de caso-controle desenvolvido no Japao por Hirakata e

colaboradores (2003) comparou 69 pacientes com infec¢des causadas por P. aeruginosa
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produtoras de IMP com 247 pacientes com infec¢des por P. aeruginosa nao produtoras de
MBLs. Os autores verificaram que hospitalizacao prolongada, quimioterapia, corticosteroides,
cateteres urinarios, duracdo da administracido de antimicrobianos, dose total de
antimicrobianos administrada e dose total de carbapenémicos utilizada nos pacientes, foram
fatores estatisticamente significativos associados com o desenvolvimento de infecgdes por P.
aeruginosa produtoras de IMP (Hirakata et al., 2003).

No Brasil, dois estudos avaliaram fatores de risco para aquisicdo de
P.aeruginosa produtoras de SPM-1. O primeiro deles realizado em um hospital universitario
do Rio de Janeiro verificou que o principal fator de risco para aquisi¢ao de P. aeruginosa
produtoras de SPM-1 foi o uso de antimicrobianos, sendo que entre estes agentes o uso de
quinolonas foi o maior fator de risco associado a colonizac¢do e infec¢do por este patdgeno
(Nouér et al, 2005). O segundo estudo realizado em 2 hospitais universitarios de Porto Alegre
verificou que a exposi¢do aos B-lactamicos foi o principal fator de risco associado com as
infeccdes por estes agentes. Doengas neuroldgicas, ITUs, insuficiéncia renal e tempo de
permanéncia em UTIs foram também fatores associados com alto risco para aquisi¢do de
infecgdes por P.aeruginosa produtoras de SPM-1 (Zavascki et al., 2006b).

Surtos de infec¢do por patégenos produtores de MBLs tem sido reportados
em varios hospitais e instituigdes de cuidados da saude por todo o mundo, principalmente em
UTIs, unidades de cuidados para neonatos, em departamentos médicos e cirurgicos e em
unidades de transplantes de medula dssea. Geralmente estes surtos de infec¢do envolvem
varias alas ou departamentos de um hospital e podem se estender por meses ou anos
(Maltezou, 2008). Ensaios de tipagem molecular usando a técnica de PFGE mostram que
estes surtos podem ser monoclonais ou oligoclonais na sua origem e que as maos dos
profissionais responsaveis pelos cuidados da saude dos pacientes sdo os principais veiculos de
disseminagdo de MPLs entre pacientes. Os pacientes colonizados ou infectados por estes
microrganismos sdo as principais fontes de infeccado (Chikhani et al., 2006). Bactérias
produtoras de MBLs de baixa viruléncia encontradas no ambiente hospitalar (ex. P. putida e
P. fluorescens) podem também constituir reservatdrios para a disseminagdo nosocomial dos
genes de MBLs (Koh, Wang, Song, 2004). Equipamentos como estetoscopios e superficies
umidas contaminadas do ambiente hospitalar (pias, torneiras) também estdo implicados na
transmissdo nosocomial destes patogenos (Crespo et al., 2004; Tsakris et al., 2008).

Infeccdes causadas por isolados clinicos produtores de MPLs estdo
associadas a taxas de mortalidade que variam de 25 a 75%. Em um estudo realizado com P.

aeruginosa causando infec¢des noscomiais isoladas em dois hospitais brasileiros, os autores
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verificaram que os isolados clinicos de P. aerugionosa produtores de MBLs da subclasse
SPM-1 apresentam taxas maiores de mortalidade intra hospitalar (51,2% versus 31,2%,
respectivamente) e de mortalidade geral (17,3 versus 11,8 por 1000 pacientes dia,
respectivamente) quando comparados com os isolados ndo produtores destas enzimas
(Zavascki et al., 2006b). Similarmente, um estudo canadense encontrou um ndmero
aumentado das taxas de mortalidade entre os pacientes com infec¢des causadas por P.
aeruginosa produtores de MBLs (IMP-7, VIM-2), comparados com pacientes com infec¢des
causadas por P. aeruginosa nao produtoras destas enzimas (Laupland et al., 2005). Zavascki
e colaboradores (2006) sugeriram que uma terapia inicial inapropriada parece estar
relacionada as maiores taxas de mortalidade, e que a introdu¢do de uma terapia
antimicrobiana adequada até 72 horas ap6s o inicio da infec¢do pode ser o Unico fator capaz

de diminuir a mortalidade dos pacientes (Zavascki et al., 2006b).

4.9 TERAPIA DAS INFECOES POR PATOGENOS PRODUTORES DE MBLS

O tratamento das infecgdes causadas por patogenos produtores de MPBLs
constitue um desafio uma vez que estas bactérias sdo usualmente resistentes aos B-lactamicos,
aminoglicosideos e fluoroquinolonas, permanecendo sensiveis apenas as polimixinas. Uma
terapia adequada para tratar estas infec¢des ainda permanece desconhecida. Como alternativas
terap€uticas, tém sido utilizadas combinagdes de agentes antimicrobianos na tentativa de se
obter sinergismo entre fAirmacos que seriam ineficazes como monoterapia, ou ainda, faz-se o
uso de antimicrobianos antigos, como as polimixinas (Walsh, 2005).

Um dos principais motivos para detectar a producdo de MBLs em isolados
clinicos € a contra-indica¢do do uso dos carbapenémicos no tratamento das infecgdes. Poucos
estudos avaliaram os resultados da utilizacdo destes agentes em monoterapia ou em
associagdo com outros antimicrobianos como aminoglicosideos, e a utilizagdo destes agentes
na terapia das infecgdes por isolados clinicos produtores de MPLs continua incerta.
(Rossolini, 2005).

Embora as MBLs ndo hidrolisem eficientemente o aztreonam e um grande
nimero de isolados produtores de MPLs apresentem sensibilidade in vitro a este
antimicrobiano, o uso deste fairmaco como monoterapia ou em associagdo com outros

antimicrobianos no tratamento das infec¢des por patogenos produtores de MBLs ¢ duvidoso.
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Estudos utilizando modelos animais obtiveram resultados conflitantes e os dados clinicos sdo
limitados (Belais et al., 2002; Lee et al., 2004; Peleg et al., 2005)

Alguns isolados bacterianos produtores de MBLs apresentam sensibilidade
in vitro a piperacilina-tazobactam e este antimicrobiano foi largamente utilizado em infec¢des
por P. aeruginosa produtoras de MBLs na regido de Calgary, Canada entre 2002 e 2004. Nos
46 pacientes tratados adequadamente com este agente, 29 como monoterapia, a sobrevida foi
de 84% (Parkins et al., 2007).

Estudos in vitro tem mostrado que tigeciclina e as polimixinas s3o os
agentes que apresentam consistente atividade contra isolados bacterianos produtores de
MBLs. Tigeciclina ¢ uma glicilglicina anéloga a minociclina que exibe atividade contra BGNs
com taxas que podem chegar a 100% em isolados clinicos MR de A. baumanii, K.
pneumoniae ¢ outras espécies da familia Enterobacteriaceae; No entanto, este agente ndo
apresenta atividade efetiva contra isolados de P. eruginosa (Maltezou, 2008; Grossi,
Gasperina, 2006).

As polimixinas constituem uma antiga classe de antibidticos polipeptideos
cationicos que incluem 5 diferentes compostos quimicos (polimixina A, B, C, D e E).
Somente duas delas, polimixina B e E (colistina) sdo utilizadas na clinica médica. O espectro
de atividade das polimixinas engloba alguns BGNs como: P. aeruginosa, Acinetobacter spp.,
Klebsiella spp e Enterobacter spp. Estes antimicrobianos sdo utilizadas hd décadas para o
tratamento topico de infec¢des, mas o seu uso parenteral foi abandonado desde o inicio dos
anos 80 em muitos paises, devido a relatos de nefrotoxicidade e neurotoxicidade. No entanto,
com a aumentada incidéncia de BGNs MR, PR e de patogenos produtores de MBLs, estes
antimicrobianos passaram a ser novamente introduzidas para a terapia das infec¢des causadas
por BGN (Grossi, Gasperina, 2006; Maviglia, Nestorini, Pennisi, 2009). Estudos recentes
mostraram a eficacia das polimixinas para o tratamento das infec¢des causadas por BGN MR
ou que apresentaram sensibilidade somente a este antimicrobiano. Adicionalmente, estes
estudos também relataram que as polimixinas apresentaram menor toxicidade do que a
relatada em estudos anteriores (Levin et al., 1999; Michalopoulos et al, 2005; Sader et al,
2006). Em um estudo em que foram avaliados 60 pacientes tratados com polimixina B, 14%
apresentaram faléncia renal, no entanto esta condicdo clinica ndo foi associada
exclusivamente ao uso da polimixina, pois outros antimicrobianos e fairmacos nefrotoxicos
foram administrados concomitantemente (Ouderkik et al., 2003). Estes estudos demonstram

também que a toxicidade das polimixinas ndo difere muito dos outros antimicrobianos
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utilizados e que a fung¢do renal pode ser recuperada com a retirada do antimicrobiano (Sader et
al., 2000).

Alguns estudos recentes relatam a utilizacdo das polimixinas em
combina¢cdo com outros antimicrobianos (Petrosillo, loanniddou, Fallagas, 2008; Maviglia,
Ventorini, Pennisi, 2009). Um estudo in vitro verificou sinergismo entre polimixina B e
rifampicina e esta combinagdo mostrou-se favoravel para o tratamento das infec¢des por P.
aeruginosa MR ou produtoras de MPLs (Tascini et al., 2004). Recentemente, Basseti e
colaboradores (2008) relataram resposta clinica e microbioloégica em 76% dos casos de
infecgdes graves por A. baumanii MR tratadas com esta associacao.

A emergéncia da resisténcia as polimixinas ¢ preocupante, uma vez que
estas drogas podem, em muitas ocasides, representar a unica op¢do terap€utica para o
tratamento das infec¢des por patdogenos produtores de MBLs. Até o momento sdo poucos os
relatos de cepas que apresentaram resisténcia a estas drogas (Landman et al., 2005, Li et al.,
2006). Embora o wuso clinico de terapias combinadas de polimixina com outros
antimicrobianos necessita de mais estudos, a utiliza¢do da terapia combinada de polimixina
com rifampicina e/ou carbapenémicos e, possivelmente, com azitromicina, parece contribuir
na prevencao da resisténcia as polimixinas (Landman et al., 2005).

Em uma revisao sobre opcdes terapéuticas para infec¢des por P. aeruginosa
MR, Mesaros e colaboradores apresentaram as novas drogas que estdo em fase III de estudo
clinico. Uma cefalosporina de amplo espectro (ceftobiprol), um novo carbapenémico
(doripenem), sdo duas das principais drogas em estudo (Mesaros et al., 2007).

O ceftobiprol ¢ uma cefalosporina de amplo espectro, utilizada para
administracdo endovenosa, € ativa in vitro contra estreptococos e estafilococos inclusive
isolados de Streptococcus spp. resistentes a penicilina e S. aureus resistentes a meticilina.
Apresenta atividade in vitro contra P. aeruginosa comparavel a do cefepime e ceftazidima.
Sao necessarios estudos em infecgdes com P. aeruginosa MR, mas o espectro de atividade
deste antimicrobiano sugere que o mesmo pode ser um agente apropriado para o uso em
regimes combinados com aminoglicosideos ou fluoroquinolonas (Mesaros et al., 2007).

O doripenem ¢ um carbapenémico parenteral com uma estrutura que confere
estabilidade a B-lactamases e resisténcia as dehidropeptidases renais, portanto ndo necessita
ser administrado com cilastatina. A atividade contra Gram-positivos ¢ semelhante a do
imipenem e contra Gram-negativos apresenta atividade duas vezes maior que a do
meropenem e 4 vezes maior que a do imipenem (Pappas, Saplaoura, Fallagas, 2009). Este

agente tem sido relacionado a menores taxas de resisténcia espontanea quando comparado
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com outros agentes anti-pseudomonas inclusive quando comparados com os outros
carbapenémicos. No entanto este antimicrobiano esta sujeito a efluxo pelo sistema MexAB-
OprM (Grossi, Gasperina, 2006).

Nos ultimos anos, novos compostos tém sido investigados como inibidores
de MPBLs. No entanto, até o presente, nenhum agente estd sob desenvolvimento ou pode ser
utilizado na clinica médica. Embora estes inibidores sejam extremamente desejaveis para o
tratamento das infec¢des por patdgenos produtores de MPBLs, as variacdes no sitio ativo
apresentada pelas diferentes subclasses e variantes de MBLs, constituem o maior obstaculo
para o desenho de um inibidor que possa atuar contra todos os tipos destas enzimas (Mesaros
et al., 2007).

Uma vez que nenhum antimicrobiano para o tratamento das infec¢des por
BGNs encontra-se em fase final de desenvolvimento pré-clinico, faz-se necessario direcionar
os esforgos na prescri¢do racional dos antimicrobianos ja existentes, em associacdo com uma
vigilancia eficaz da emergéncia de mecanismos de resisténcia e implementacao de medidas de
controle de infec¢do. Além disso, a resisténcia aos antimicrobianos mais eficazes no
tratamento das infec¢des por patogenos produtores de MBLs, as polimixinas e a tigeciclina,

deve ser monitorada (Maltezou, 2008).
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5 TIPAGEM MOLECULAR DE P. AERUGINOSA POR PFGE

Os métodos de tipagem sdo importantes meios para se estabelecer as fontes
e o modo de transmissdo de cepas bacterianas epidémicas. Diferentes sistemas de tipagens
para Pseudomonas aeruginosa tém sido descritos e as vantagens e desvantagens inerentes aos
diversos métodos tem sido consideradas (Sader et al., 1995, Pfaller et al., 2001).

Nos ultimos anos, com as facilidades de manipulagdo do DNA, técnicas de
tipagem molecular estdo sendo utilizadas, as quais permitem produzir perfis genotipicos para
estudos epidemioldgicos. Estas técnicas sdo mais reprodutiveis e discriminatdrias que a
analise das caracteristicas fenotipicas (Pfaller et al., 2001).

A caracterizagdo de cepas bacterianas usando técnicas de tipagem molecular
pode ajudar na avaliacao de surtos hospitalares causados por um determinado microrganismo,
na deteccdo de disseminagdo local, regional e global de bactérias multirresitentes aos
antimicrobianos ¢ na avaliagdo de infecgdes recorrentes (Sader et al., 1995, Pfaller et al.,
2001).

Dentre os métodos moleculares utilizados na diferenciacao de isolados de
Pseudomonas aeruginosa, destacam-se:

- Métodos que ndo utilizam amplificagio do DNA por PCR: Estes métodos analisam o DNA
cromossomico apos clivagem com enzimas de restricdo. Os mais utilizados sdo: Pulsed Field
Gel Electrophoresis-PFGE e Restriction Fragment Lenght Polymorphism — RFLP.

- Métodos que utilizam amplificagdodo DNA cromossdmico por PCR: Random-amplified
polymorphic-DNA, RAPD, Repetitive element based PCR: Rep-PCR e Multilocus Sequencing
Typing - MLST

O PFGE ¢ um método ou técnica frequentemente considerado como o
padrao-ouro ou gold standard dos métodos de tipagem molecular. Apresenta um elevado
poder discriminatorio e elevada reprodutibilidade. Para a técnica de PFGE, os isolados
bacterianos crescidos em caldo ou em meio sélidificado sdo combinados com agarose fundida
e introduzidos em pequenos moldes (plugs). Os plugs resultantes, contendo agarose e as
células bacterianas inteiras sdo sujeitas a uma lise in sifu com enzima e detergente e, numa
proxima etapa, o DNA cromossomico €, entdo, clivado com enzimas de restricdo que
permitem a formac¢do de um numero limitado de fragmentos (5 a 20), relativamente grandes
(10 a 800 kb). Os plugs contendo o DNA bacteriano digerido sao inseridos dentro de um gel

de agarose e submetidos a eletroforese em um aparelho no qual a polaridade da corrente ¢
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mudada em diferentes posicdoes a intervalos pré-determinados. Os padroes ou perfis de
eletroforese sao visualizados apos coloragdao do gel com um corante fluorescente como
brometo de etidio. O gel pode entdo ser fotografado e os dados analisados visualmente ou por
meio de softwares disponiveis comercialmente que podem gerar dendogramas (Olive, Bean,
1999).

Tenover e colaboradores (1995) propuseram um sistema de padronizacao
para interpretacdo dos padrdoes de PFGE em relagdo a similaridade dos perfis de bandas
(fragmentos) eletroforéticas geradas. No seu esquema, isolados bacterianos originando o
mesmo padrao ou perfil de PFGE sdo considerados a mesma cepa, ou isolados indistinguiveis.
Isolados bacterianos que diferem por 1 a 3 bandas eletroforéticas (em decorréncia de um
evento genético - de substitui¢do de um nucleotideo até insercdes ou dele¢des de sequéncias
de DNA maiores) sdo estritamente relacionados. Isolados que possuem 4 a 6 bandas
diferentes (representando dois eventos genéticos independentes), sdo possivelmente
relacionados. Finalmente, isolados bacterianos contendo mais que 6 bandas de diferenga
(representativo de trés ou mais eventos genéticos) sdo considerados ndo relacionados. Estes
critérios sdo muito utilizados, principalmente quando as andlises sdo realizadas por inspe¢ao
visual e geralmente sdo aplicados em pequenos estudos locais nos quais a variabilidade
genética ¢ limitada (Olive, Bean, 1999; Van Belkum et al., 2007).

A analise dos perfis eletroforéticos por meio de programas
computadorizados sdo utilizados quando um grande nimero destes perfis deve ser comparado,
ou quando os perfis sdo gerados em diferentes momentos ou tempos. Nos programas
computacionais calculos de similaridade e andlise de grupos clonais sdo obtidos. Para isolados
clinicos de P. aeruginosa e Acinetobacter spp., em geral, uma porcentagem de similaridade >
80% tem sido o ponto de corte para delinear um clone, correspondendo aos critérios de
Tenover de até 3 bandas ou fragmentos eletroforéticos de diferenca (Van Belkum et al.,

2007).
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Summary

Metallo-B-lactamase (MBL) production is an important mechanism of carbapenem resistance
among clinical isolates of Pseudomonas aeruginosa, and this mechanism is becoming more
frequently observed in Brazil. This study was designed to evaluate the antimicrobial
susceptibility profile and describe the frequency and molecular characteristics of MPBLs
among P. aeruginosa isolates recovered from inpatients and outpatients treated at two
teaching hospitals in Londrina, Brazil. A total of 240 P. aeruginosa isolates consecutively
collected from March 2003 to March 2005 were evaluated and 141 isolates non-susceptible to
ceftazidime and carbapenems were selected to detect MBL production and the presence of
MBL genes by PCR. The MBL-producing isolates were submitted to molecular typing by
PFGE. A high rate of antimicrobial resistance was found and only the polymyxins showed
100% activity against the P. aeruginosa isolates evaluated. A total of 47 isolates were MBL-
producers, and the blaspy.; and bla np-16 genes were found in 45 and 2 isolates, respectively.
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SPM-1 isolates comprised 11 clones with different multidrug-resistance profiles. The IMP-16
isolates belonged to another single clone. The SPM-1 isolates of clone A showed close
genetic relatedness to the Brazilian epidemic SPM-1 strain termed the SP clone, indicating
spread of this clone in our hospitals. The SPM-1-producing isolates were mainly recovered
from patients hospitalized in the male patients’ ward and ICUs, suggesting an important role
of these areas in the nosocomial dissemination of MBL-producing strains.

Keywords: Carbapenem resistance. Metallo-beta-lactamase. Molecular epidemiology.
Pseudomonas aeruginosa.

Introduction

Pseudomonas aeruginosa strains producing metallo-B-lactamases (MBLs)
are increasingly implicated in nosocomial infections. These strains constitute a therapeutic
challenge that severely limit treatment options.' The acquired MBLs are zinc-dependent
enzymes characterized by a broad hydrolytic activity against all B-lactams except aztreonam,
and by non-susceptibility to therapeutic serine B-lactamase inhibitors.” Genes encoding these
enzymes are usually clustered with other determinants of resistance, on mobile DNA elements
that provide them with a broad potential for expression and dissemination.’

Five types of acquired MBLs (IMP, VIM, SPM, GIM and AIM) have been
identified in clinical isolates of P. aeruginosa worldwide. The MBLs show complex
multidrug-resistant (MDR) phenotypes and sometimes cause extensive outbreaks of
nosocomial disease.>* In Brazil, IMP-1, IMP-16, VIM-2 and SPM-1 MBL-types have been
identified to date in clinical isolates of P. aeruginosa™®. SPM-1 is the predominant MBL
detected, and the blagpy.; gene is widely disseminated in Brazilian hospitals, contributing to
the high carbapenem resistance rates among P. aeruginosa isolates.’

Since the early 2000s an increasing frequency of isolation of the MDR P.
aeruginosa has been noted by the Division of Microbiology at the Hospital Universitario da
Universidade Estadual de Londrina. An analysis of microbiological data showed an alarming
rise of carbapenem resistance among P. aeruginosa producing nosocomial infections from
17% in 1998 to 70% in 2004 (unpublished data). In addition, a multicenter study, conducted
in 2002, detected the presence of an epidemic SPM-1-producing P. aeruginosa strain in this
hospital.”

Given the importance of MBL-producing P. aeruginosa as a pathogen and
the recognition of its presence in our hospital we decided to investigate the molecular

epidemiology of MBL-producing P. aeruginosa strains in the Hospital Universitario (HU) and
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the Ambulatorio do Hospital das Clinicas (AHC), two teaching hospitals of the Universidade
Estadual de Londrina (UEL), located in the city of Londrina, southern Brazil.

Methods
Study setting

The HU/AHC complex includes two teaching hospitals affiliated with the
Universidade Estadual de Londrina, which constitute a medical reference center for the
region. They provide general and high-complexity medical and diagnostic services and public
health care for the population of >1 million residing in the Londrina Metropolitan Region and
numerous surrounding cities. The Division of Microbiology of the HU includes two integrated
laboratories, the Clinical Microbiology Laboratories (CML) that perform all the routine

clinical and infection control microbiology services for both hospitals.

Demographics data

Demographics data including gender, age, sex, unit, and body/site of

bacterial isolation were collect from the microbiology archives at the CML.

Bacterial isolates

Non-duplicate isolates collected consecutively at the CML from March
2003 to March 2005 and obtained from single patients were selected for this study. Bacterial
identification was performed by means of the MicroScan WalKaway (Dade Behring, West
Sacramento, CA, USA) and by conventional techniques.® Isolates were kept frozen at -20°C in
tripticase soy broth (TSB) (Oxoid, Basingstoke, England) containing 30% glycerol (v/v) until
further testing.

Antimicrobial susceptibility testing

The Minimal Inhibitory Concentrations (MICs) were initially determined by
microdilution assay in the MicroScan Automated system (Dade Behring, West Sacramento,
CA, USA) using the microdilution panels (MicroScan Gram-negative NMIC30; Dade
Behring). The antimicrobials tested were, aztreonam, ceftazidime, cefepime, ciprofloxacin,

imipenem, meropenem, piperacillin/tazobactam, amikacin, gentamicin and tobramycin. In
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addition, the antimicrobial susceptibility to colistin (Oxoid) was assessed by the disk diffusion
method.” All the isolates were confirmed by standard agar dilution for imipenem
(Merck/Sharp & Dome, Rahway, NJ, USA), meropenem (Astra-Zeneca, Cotia, SP, Brazil)
and polymyxin B (Sigma, Steinheim, Germany) on Muller Hinton medium (MH) (Oxoid)
with a final inoculum of 10* CFU/spot, following the guidelines of Clinical and Laboratory
Standard Institute (CLSI)."® Quality control was carried out using P. aeruginosa ATCC 27853
and Escherichia coli ATCC 25922. Tests were read and interpreted as recommended by the
CLSI guidelines."'

Screening for carbapenemase activity and metallo-beta-lactamase detection

Those isolates which were intermediate or resistant (nonsusceptible—NS) to
carbapenems (imipenem, meropenem) (MIC > 8 pg/mL) and/or to ceftazidime (MIC > 16
png/mL), here termed C/CAZ-NS, were evaluated for carbapenemase activity and MBL
production. The carbapenemase activities of cell sonicates from overnight broth cultures were
determined by spectrophotometric assay as previously described.””'? Briefly, 10 mL of an
overnight broth culture was harvested and then disrupted by sonication. Whole-protein
extracts were obtained after centrifugation. The hydrolytic activity of 20 pl of the crude
extract was determined against 100uM imipenem in 100mM phosphate buffer (pH 7.0), and
measurements were carried out at a wavelength of 297nm. The C/CAZ-R P. aeruginosa
isolates were evaluated for the presence of the MBL phenotype by the triple-disk synergy test
(TDST) using EDTA (Sigma, Steinheim, Germany) and 2-mercaptopropionic acid (2-MPA)
(Sigma) for MBL inhibition."> A 0.5 McFarland bacterial suspension was inoculated on a
(MH) agar plate (Oxoid). Imipenem (10pg), meropenem(10pug) and ceftazidime (30pg) disks
(Oxoid) were aligned around blank filter disks containing 5.0 uL of 100 mM EDTA and 3.0
uL of 2-MPA (7.0 mM, diluted 1:8). The distances tested between the substrates and
inhibitors were 1.5 and 2.0 cm (from center to center) for EDTA and 2-MPA, respectively.
The appearance of either an enhanced or a phantom zone between the antimicrobial agents
and the inhibitor disk was considered a positive result and indicative of MBL production. The
clinical isolates that showed positive results for TDST were additionally assessed by the ML

E-test method (AB Biodisk, Solna, Sweden), as recommended by the manufacturer.
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Amplifications of MBBLs genes and sequence analysis

The presence of blanp, blavim, blaspm, blagiv, and blaspny MBL genes was
evaluated for all the C/CAZ-NS P. aeruginosa strains. A multiplex PCR was carried out using
previously described conditions and primers targeting the conserved regions of the MBL."
Sequencing of both strands of the purified amplicons (Purelink Quick Gel Extraction Kit,
Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) was performed with the PCR primers14
and an Automated Sequencer (MegaBACE 1000/Automated 96 Capillary DNA Sequencer,
GE Healthcare, Little Chalfont, Buckinghamshire, UK). Sequencing of the IMP genes was
performed using the class1 integron primers 5CS (5’-GGC ATC CAA GCA GCA AG-3’) and
3°CS (5°-AAG CAG ACT TGA CCT GA-3) in combination with IMP primers.'*"> Analysis
of the nucleotides sequences and their deduced protein products were performed by the
computational program BioEdit Sequence Editor Version 5.0.9.'° Nucleotides sequences were
compared with those available in the GenBanK database by the basic local alignment search

tool (BLAST) accessible through the Internet (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).

Molecular strain typing

P. aeruginosa isolates producing MBLs were investigated for genetic
relatedness by macrorestriction profiling of genomic DNA after the digestion of DNA with
Spel (New England Biolabs, Beverly, MA, USA) and fragment separation by pulsed-field gel
electrophoresis (PFGE) as described previously.'” The DNA patterns generated by PFGE
were interpreted using the BioNumerics software, version 5.10 (Applied Maths, Saint-
Martens-Latem, Belgium), for analysis. A dendrogram was constructed using the unweighted
pair-group method of the arithmetic average clustering method with the Dice coefficient.
Isolates were considered genetically related if the Dice coefficient correlation was 80% or
greater, which corresponds to the “possibly related (4-6 bands difference)” criterion of

I'® in agreement with the guidelines described previously."” An additional three

Tenover et a
non-MBL-producing strains of P. aeruginosa from our hospital, representative of each study
year, were used as controls for PEGE. The P. aeruginosa isolate 48-1997A % (i.e., Brazilian
epidemic SPM-1-producing strain termed the SP clone), was included in the PFGE

experiments for direct comparison of genotypes.
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Results

Demographics data of patients and bacterial isolates

During the 25-month study period, a total of 547 isolates of P. aeruginosa
were consecutively collected at the CML, of which 240 (43.8%) were obtained from single
patients and were evaluated in this study. One-hundred and-fifty-three (63.8%) and 87
(36.2%) were isolated from male and female patients, respectively. The patients’ ages ranged
from 17 days to 92 years with a median age of 54 years. P. aeruginosa isolates were
recovered from patients hospitalized in medical-surgical wards 57.9% (139 of 240) and ICUs
26.7% (64 of 240;) at the HU, and the remaining 15.4% (37) from outpatients treated at the
AHC. Specimens for the isolates were as follows: 110 isolated from urine, 60 from purulent
exudates or secretions, 24 from blood and catheter tips, 23 from skin and soft tissues, 12 from

peritoneal and cerebrospinal fluids, and 11 from respiratory specimens.

Antimicrobial susceptibility

The rates of resistance to 12 antipseudomonal antimicrobials for three
groups of P. aeruginosa are listed in Table 1. Of the 240 isolates included in this study, 141
(58.7%) were considered non-susceptible to carbapenems and/or ceftazidime (C/CAZ-NS).
Only polymyxin B and colistin were active against 100% of the isolates. The MICs for
polymyxin B ranged from 0.5 to 2.0ug/mL. Except for polymyxins, the highest susceptibility
was obtained for piperacillin-tazobactam (70.8%) followed by meropenem (58.4%),
aztreonam (57.2%), imipenem (56.6%), ceftazidime (49.6%), cefepime (46.2%), amikacin
(42.9%) ciprofloxacin (41.3%) tobramycin (40.8%) and gentamicin (32.9%) (Table 1). All the
C/CAZ-NS were resistant to three or more antimicrobial classes (MDR). The MBL-producing
P. aeruginosa isolates were always characterized by an MDR phenotype including 100%
resistance to aminoglycosides, ciprofloxacin, and cephalosporins. Except for two isolates that
showed susceptibility to meropenem and were intermediate for imipenem, all the others MBL-
producing isolates showed resistance to both carbapenems and exhibited identical MICs, and

MICy for these drugs corresponding to 128ug/mL and 256 pg/mL, respectively.
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Table 1 — Antimicrobial activity of selected antipseudomonal agents tested against three
groups of P. aeruginosa clinical isolates recovered at the HU/AHC complex
during 2003-2005.

Antimicrobial activity (%)

Antimicrobial Total isolates studied® C/CAZ-NS MSBLproducer®

S I R S I R S I R
Pip.Tazobactam  70.8 - 292 518 - 482 596 00 404
Aztreonam 572 116 312 454 113 759 702 43 25.5
Ceftazidime 49.6 58 446 142 99 759 00 0.0 100.0
Cefepime 46.2 92 446 149 113 738 00 0.0 100.0
Imipenem 56.6 6.7 367 255 114 631 00 43 95.7
Meropenem 58.4 58 358 29.8 9.9 60.3 4.3 0.0 95.7
Ciprofloxacin 41.3 08 579 142 07 8.1 00 0.0 100.0
Amikacin 42.9 13 558 142 99 759 00 0.0 100.0
Gentamicin 32.9 88 583 121 42 837 0.0 0.0 1000
Tobramycin 40.8 21 571 135 07 8.8 00 0.0 100.0
Polymyxin B 100.0 0.0 0.0 1000 0.0 0.0 1000 0.0 0.0
Colistin 100.0 0.0 0.0 1000 0.0 0.0 1000 0.0 0.0

Total isolates C/CAZ-NS MBL producer®

studied®
MICs MIC,, MIC;, MICy MICs MICyy

Imipenem 4 256 32 256 128 256
Meropenem 4 256 32 256 128 256
Polymyxin B 2 2 2 2 2 2

a, 240 non-repetitive isolates selected for study; b, C/CAZ-NS: Non-susceptible isolates intermediate or
resistant to carbapenems (n= 141); ¢, MBL-producer isolates (n=47). S, susceptible; I, intermediate; R,
resistant. (Interpretive criteria for each antimicrobial tested were those published by the CLSI'); MIC,
minimal inhibitory concentration (pg/mL)

Detection of MBL production

The spectophotometric assay detected carbapenemase activity in 48 (34.0
%) of the 141 C/CAZ-NS isolates. Using the TDAT, 47 (33.3 %) of the 141 isolates were
presumptive MBL producers and 45 (32.9%) of these isolates were confirmed as positive for
MBL production by the E-test MPL strips. Two isolates that were MBL positives in TDAT
showed negative results by the Etest method. In addition, the spectophotometric assay
detected carbapenemase activity in one isolate that did not show MBL production by the
TDAT or the E-test. This isolate was further submitted to PCR assay for detection of blakp.

and blages genes > and originated one amplification product with the GES primers.
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Identification and sequencing of the MBL genes

Of the 141 C/CAZ-NS P. aeruginosa strains assayed by PCR for MBL
genes, 45 isolates showed amplification products with the SPM primers, and 2 isolates
amplified with the IMP primers. The remaining 94(66.7%) isolates were negatives for all
MBL genes tested.

Sequence analysis of the SPM amplicons revealed identity with the
sequence of the P. aeruginosa strain, previously described (GenBank accession number
AJ492820).”Nucleotide sequencing of two isolates that yielded amplification products with
blanp genes showed 100% identity to the blamp-16 gene (accession number AJ584652), first
detected in a P. aeruginosa clinical isolate termed 101-4707 strain recovered from Brasilia,

Brazil in 2004.°

PFGE

PFGE identified 12 different clones among the 47 MBL producing isolates.
Five clones included more one isolate which presented >80% similarity in the PFGE profiles
(Figure 1). For one isolate, Pa537, satisfactory PFGE profile was not obtained. Two major
clusters, A and B were observed among the SPM-1-producing isolates. The cluster A included
13 isolates recovered from inpatients admitted to the general wards of the HU and outpatients
attended at two different clinics of the AHC. The PFGE profile displayed by SP clone, was
closely related to PFGE profiles included in clone A. The 19 isolates pertaining to cluster B
were predominantly recovered from patients admitted to the ICUs and the Male Patients’
Ward (MPW) of the HU. The remaining 15 SPM-1-producing isolates were distributed in 9
other clones. The two IMP-16-producer isolates showed close PFGE profiles with 96.8 %
similarity. They were designated as the same clonal group (clone D), although they were
recovered from two non-related patients: one inpatient of the MPW of the HU, and another
outpatient attended at the Urology Clinic of the AHC. Except for the two isolates producing
IMP-16 MBL, which displayed the same resistance pattern, no correlation between the clones

and specific resistance patterns could be established.
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Figure 1 — Legend. PFGE patterns and dendrogram of MBL-producing Pseudomonas aeruginosa
strains isolates from the HU/AHC complex during March 2003 to March 2005. The scale
represents percentages of simililarity. The line in the dendrogram denotes the threshold
80% homology for defining groups of genetic similarity. Capital letters indicate clonal
groups with > 80% homology. a, SP clone; b, non satisfactory PFGE profile; CS/03,
CS/04, CS/05; three non-MBL-producing strains of P. aeruginosa from our hospital,

representative of each study year.
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Discussion

Pseudomonas aeruginosa isolated at the HU/AHC complex in the
2003-2005 period showed high rates of resistance to the majority of commercially available
antipseudomonal drugs. Only the polymyxins showed consistent in vitro activity, and
represented the only reasonable option for empirical treatment of severe infections caused by
P. aeruginosa. Additionally, the C-CAZ-NS strains showed high rates of cross-resistance to
other antimicrobial agents evaluated, including piperacillin-tazobactam, aztreonam, cefepime,
ciprofloxacin, amikacin, gentamicin, and tobramycin. The intensive use of antimicrobial
agents in the hospital setting may have favored the selection of MDR strains. However, this
study did not evaluate the risk factors related to increased antimicrobial resistance.

Because an SPM-1-producing P. aeruginosa was detected at the HU in
20037, we intended to assess the frequency of occurrence of this carbapenem resistance
mechanism, as well as the current status of the MBLs-types in our institution. Among 141 C-
CAZ-NS P. aeruginosa identified in our study, 47 (33.3%) were MBL-producers, suggesting
that the production of this enzyme represents an important mechanism of carbapenem
resistance in the HU/AHC complex. Even if this analysis includes the total number of P.
aeruginosa studied (240 isolates) a worrisome rate of MBL occurrence is observed (19.5%),
since there is evidence that implementation of infection-control measures for controlling the
further spread of MPL-producing strains may not succeed in settings with rates of MPBL-
producing strains > 25%.’

An isolate of P. aeruginosa carrying blaspy.igene was first described by
Toleman et al. in 2002.%° This is the most common ML type in Brazil’*, and was also the
most common ML type found among our isolates (95.7%). As in other reports”*** the
SPM-1-producing P. aeruginosa isolates assessed, in our study, also exhibited resistance to
broad-spectrum cephalosporins and, aminoglycosides, and high levels of carbapenem
resistance, with 9 isolates being pan-resistant (susceptible only to polymyxins), limiting the
choices available for treatment of infections caused by this microorganism.

In contrast to other studies that reported that SPM-1-producing isolates

frequently pertain to the same PFGE type or clonal group’>**

, our SPM-1-producing isolates
belonged to 12 clonal groups. The majority of SPM-1-producing isolates (78.7%) were
recovered from patients hospitalized in the MPW and ICUs of the HU, suggesting that these
areas have an important role in the nosocomial spread of the MBL strains. Furthermore, we

found different MDR patterns among SPM-1 isolates within the same clone. This probably
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reflects different selective pressures and adaptations of the strains to areas or patient
colonization.

SPM-1 producers have been reported as endemic in Brazilian territory
because of the dissemination of SP clone’. This clone was previously documented in the early
MPBL-producer P. aeruginosa strain detected in our hospital’. In this study, we compared our
MBL-producer isolates with SP clone strain and observed a close relatedness to the PFGE
profiles of 13 isolates included in clone A, suggesting that the SP clone is also spreading in
our hospitals.

In addition to the SPM-1-producing isolates, our study detected the presence
of IMP-16 in southern Brazil. This strain has been previously found among P. aeruginosa
isolated in Brasilia and S3o Paulo, two cities in different regions on the country.**® Here, the
blanp-16 gene was detected in two isolates recovered from an outpatient seen at the AHC, and
from another inpatient hospitalized in the HU. Although these isolates were recovered from
non-related patients, they showed close genetic relatedness and were included in the same
clone D.

Our study also verified the presence of one isolate that showed
carbapenemase activity, but did not produce MBL or any amplification product using MBL
primers. When tested for the presence of the blaggs and blaxpc genes, this isolate originated
an amplification product with the GES primers. Unfortunately, this amplicon was not
sequenced, and we could not confirm the detection of a possible GES with carbapenemase
activity or a novel carbapenem resistance mechanism among our isolates. This possibility will
be explored further.

In conclusion, we found a high level of antimicrobial resistance among the
P. aeruginosa isolates obtained in the HU/AHC complex during the period studied. The
relatively high rates of SPM-1-producing isolates probably contributed to the resistance to
carbapenems, and may further represent a major determinant of dissemination and
maintenance of an MBL endemic status in our hospitals. The presence of the two MBL-types,
SPM-1 and IMP-16, coexisting in the same clinical setting indicates the necessity for
continuous molecular surveillance to monitor the emergence of the novel MBL-types and to

prevent the generalized spread of this powerful resistance mechanism in our institution.
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Abstract

In this study we characterized two IMP-16-producing P. aeruginosa isolates non-resistant to
carbapenems. Pa30 and Pa43 isolates carried the blapvp.16 gene as a single cassete in a novel
class-1 integron located in a 60Kb plasmid. Conjugation and transformation experiments
failed to transfer pPa30 and pPa43. The same PFGE patterns were shared by Pa30 and Pa43
isolates indicating clonal origin. The isolates showed transcriptional level of oprD and ampC
genes similar that Pa01, probably indicating normal expression of OprD and basal amounts of
AmpC production. Transcriptonal level of mexD and mexY of Pa30 and Pa43 isolates were
significantly higher than that PAOI, possibily indicating the MexCD-OPrJ and MexXY
hiperexpression. In addition, transcriptional levels of blapp were similar among Pa30, Pa43
and PalMP-18, a carbapenem-resistant isolate characterized in our laboratory. These findings
are worrisome since P. aeruginosa carrying MBL-encoding genes may show carbapenem
susceptibility, acting as reservoirs of such resistance determinants with potential for silent
spread.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa. Carbapenem resistance. Metallo-beta-lactamases.
Introduction

In the last decades, different genes encoding acquired metallo-beta-
lactamases (MBLs) have been reported in Pseudomonas aeruginosa from numerous
geographic regions. To date, five families of MBLs, namely IMP, VIM, SPM, GIM and AIM,
have been identified in P. aeruginosa (1, 2). These enzymes constitute the most clinically
significant carbapenem resistance determinants in this species (3). However, a carbapenem

susceptible P. aeruginosa clinical isolate that produced the MBL SPM-1was recently noticed
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in Brazil (4). Furthermore, three IMP-1-producing P. aeruginosa isolates showing imipenem
susceptibility were detected in the same country (5). These findings are worrisome since P.
aeruginosa carrying MBL-encoding genes may show carbapenem susceptibility, acting as
reservoirs of such resistance determinants with potential for silent spread.

In the present study, we report 2 cases of infection with carbapenem non-
resistant P. aeruginosa clinical isolates producing the metalo-f-lactamase IMP-16. The
expression of genes associated with carbapenem resistance was investigated, as well as the
genetic context and support of the blayp-16 gene.

These cases were diagnosed in a complex of two teaching hospitals (HU and
AHC), belonging to Universidade Estadual de Londrina, located in Southern Brazil.

Case report 1. On April 2003, a 24-year-old male patient victim of a traffic
accident was admitted to the HU emergency room. He presented an open femur fracture and
was submitted to femur osteosynthesis. He was hospitalized at the orthopedic ward for 74
days. After the surgical procedure, the patient received cephalotin 1g every 6 hours,
gentamicin 80 mg every 12 hours and metronidazol 500 mg every 8 hours, for 31 days. A
surgical wound infection was diagnosed on the 24" day of hospitalization and debridement of
the necrotic tissue was performed. Antimicrobial therapy was empirically changed to
vancomycin 500 mg every 6 hours (for 21 days) and ciprofloxacin 200 mg every 12 hours for
14 days. Culture of the necrotic tissue recovered three microorganisms: P. aeruginosa (Pa30),
Staphylococcus aureus and Enterobacter cloacae. Despite of inappropriate therapy according
to the antimicrobial susceptibility testing, the infection was treated and the patient was
discharged.

Case report 2. A 54 year-old male patient was admitted in the ambulatory
of AHC for monitoring renal function and control of urinary tract infection (UTI). The patient
had intermittent catheterization due to a neurogenic bladder caused by a spinal cord injury,
reason why he had recurrent UTIs. The urine sample collected on June 2003 displayed
leukocituria of 5.100.000/mm’ with 3+ of bacteria. The patient received an empirical
treatment with 160 mg trimethoprim (TMP) and 800 mg sulfamethoxazole (SMZ) every 6
hours for 14 days and was oriented to return in 15 days. Urine culture recovered P.
aeruginosa (Pa43) with a count of 10'CFU/ml. When the patient returned, his antimicrobial
therapy was changed to 500 mg levofloxacin every 12 hours, for 14 days. The next control
urinary cultures were negative. Despite of inappropriate therapy according to the

antimicrobial susceptibility testing, the infection was treated and the patient was discharged.
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Characterization of P. aeruginosa clinical isolates Pa30 and Pa43.
Species identification and routine antibiogram of the Pa30 and Pa43 isolates were performed
using the MicroScan Walkaway automated system (Dade Behring, West Sacramento, CA)
with Combo negative CN30 Panels. Antimicrobials tested included piperacillin-tazobactam,
ceftazidime, cefepime, aztreonam, imipenem, amikacin, gentamicin, tobramycin and
ciprofloxacin. Susceptibility to aztreonam, ceftazidime, carbapenems (imipenem and
meropenem) and polymyxins (polymyxin B and colistin) was simultaneously determined by
the CLSI disk diffusion method (6). The MicroScan antibiogram showed that Pa30 and Pa43
isolates were only susceptible toaztreonam, polymyxins, piperacillin-tazobactam and
carbapenems. Disk diffusion confirmed imipenem, meropenem and polymyxins susceptibility
for both isolates (Table 1)

During the years 2003 and 2005, all ceftazidime-resistant P. aeruginosa
isolates recovered in the microbiology laboratory of HU and AHC, were routinely screened
for the production of carbapenemases using both Hodge test (7) and MBL phenotypic
detection test by Disk-sinergy test and spectophotometric assay (8, 9). Surprisingly, isolates
Pa30 and Pa43 presented phenotypes that were suggestive of MBL production.

Susceptibility testing was subsequently determined by CLSI agar-dilution
(10), and resistance to amikacin, ciprofloxacin, ceftazidime, cefepime was confirmed, as well
as susceptibility to polymyxins and meropenem. However, the imipenem MICs increased to 8

ug/ml, which is within the intermediate category of the current CLSI document (Table 1) (6).
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Table 1 — Antimicrobial susceptibilities values obtained in different antimicrobial

susceptibility methods for the P. aeruginosa isolates carrying blapp.16 gene.

Method Antimicrobial Isolates
Pa30 Pa43
Microscan Amikacin >32 >32
Walkaway Aztreonam <8 <8
automated Cefepime >16 >16
method Ceftazidime >32 >32
MIC Ciprofloxacin >2 >2
(ng/ml) Gentamicin >8 >8
Imipenem <4* <4*
Piperacillin/Tazobactam 32 >16
Tobramycin >8 >8
E test- MPL Imipenem <4 <4
MIC Imipenem/EDTA <1 <1
(ng/ml)
E test Meropenem 0.19 1
MIC Colistin 1.5 1.5
(ng/ml)
Disk- Diffusion Imipenem 18 22
inhibition Meropenem 20 26
zone diameter Ceftazidime 10 0
(mm) Aztreonam 26 27
Polymyxin B 15 15
Colistin 16 16
Agar-Dilution Imipenem 8* 8*
MIC Meropenem 1 1
(ng/ml) Ceftazidime >64 >64
Cefepime 32 32
Ciprofloxacin >8 >8
Amikacin >128 >128
Polymyxin B 2 2

Interpretative criteria for each antimicrobial tested were those published by the CLSI (6)
MIC, Minimal Inhibitory Concentration (pg/ml)
* Different Imipenem MICs obtained by MicroScan antibiogram and Agar —dilution methodology
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The presence of MBL-encoding genes blamp, blayiv, blaspm, blagiv and
blasiv, was performed by multiplex PCR, as previously described (11). Both Pa30 and Pa43
isolates presented an amplicon consistent with blanp gene. PCR reactions targeting blanp and
the conserved sequences 5’CS and 3’CS of class 1 integrons were performed as described
(12,13). Sequencing revealed that both isolates carried the blayvp.16 gene as a single cassette in
a novel class-1-integron. The corresponding integrase genes presented a weak P version

(TGGACA-N17-TAAGCT) and an inactive P2 (Figure 1).

ot o)

TGGACA-(N) 7 TAAGCT Noo | TTGTTAMN) TACAGT

Pant P2

Figure 1 — Schematic representation of class-1-integron-containing clinical isolate P. aeruginosa
Pa30 and Pa43. The novel integron carried blapsp.16 as a single gene cassette. Arrows
represent genes and their transcriptional direction. Open circle represent the att/ site;
filled circle represent the a#¢C site (e.g. the 59-base element).

Plasmid extraction was performed by the Kieser method (14), using
Escherichia coli NCTC50192 as positive control. Southern blot and hybridization using
blawp-16 specific labeled probe (ECL direct nucleic acid labeling and detections system; GE
Healthcare, Piscataway, NJ) revealed that blapp.16 was carried on a 60-kb plasmid in both
Pa30 and Pa43. Conjugation experiments performed as described (15), failed. In addition,
repetitive attempts to transfer pPa30 and pPa43 by transformation were unsuccessful,
regardles of the recipient strain used, either £. coli TOP10 or P. aeruginosa PAOI.

The genetic relatedness of Pa30 and Pa43 was evaluated by PFGE of Spel-
digested DNA samples (16), and results were interpreted according to the Tenover criteria
(17). Pa30 and Pa43 shared the same restriction pattern, indicating their clonal origin.

We next analyzed the transcriptional levels of oprD, ampC, mexB, mexD,
mexF and mexY genes, encoding the porin OprD, the chromosomal cephalosporinase AmpC,
and constituents of the efflux systems MexAB-OprM, MexCD-Opr], MexEF-OprN and

MexXY-OprM, respectively. The transcriptional levels of clinical isolates were compared to
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those observed in wild type P. aeruginosa PAO1 reference strain. Transcriptional levels of
blanp-16 in Pa30 and Pa43 were also evaluated, and results were compared to those obtained
for blanp-1s from PaIMP-18, an IMP-18-producing P. aeruginosa previously characterized in
our lab, that was fully resistant to carbapenems (MIC imipenem and meropenem > 64),
ceftazidima (MIC>256) and cefepime (MIC>256) (18). Isolation of total RNA, cDNA
synthesis and real-time PCR analysis were performed as previously described (19). The rpsL
housekeeping gene coding for the ribosomal protein S12 was used as internal control.

Pa30 and Pa43 presented transcriptional levels of oprD similar to that of
PAO1 reference strain (Table 2), probably indicating normal expression of the OprD porin.
Conversely, PalMP-18 presented enhanced porin expression compared to PAOI.
Nevertheless, these results indicate that no MBL producer had porin loss contributing to the
phenotype observed.

The analysis of ampC transcriptional levels showed that Pa30 and Pa43
probably produced basal amounts of AmpC enzyme (Table 2), whereas ampC transcriptional
levels of PalMP-18 were 109-fold higher than that of PAOI, suggesting AmpC

overproduction in that isolate.

Table 2 — Transcriptional levels of genes mexB, mexD, mexF, mexY, ampC, oprD and
blanp in clinical isolates of P. aeruginosa

Strains Relative mRNA transcription level

mexB mexD  mexF mexY oprD ampC blaywp®
PAO1(wt") 1 1 1 1 1 1 ND®
Pa30 4.5 1651 5.4 249 0.8 0.2 0.4
Pa43 1.9 2017 0.2 441 1.7 3.7 0.8
PalMP-18 9.7 0.2 0.6 1.4 5.6 109 1

PalMP-18 was used as reference strain,
® wt- wild-type PAOI1 reference strain.
°ND, not determined.

Transcriptional levels of mexD were significantly higher than that of PAO1
in both Pa30 and Pa43, whereas PaIMP-18 presented increased transcriptional levels of mexB,
possibly indicating MexAB-OprM overexpression. In addition, transcriptional levels of blapp

were similar among Pa30, Pa43 and PaIMP-18.
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It has been previously observed that mutants hyperexpressing the MexCD-
OprJ usually show imipenem hypersusceptibility (20). Although the mechanism involved in
such phenotype is unknown, it is well established that it is not related to OprD loss or AmpC
repression (21). In addition, it has been previously reported that ciprofloxacin may favor the
selection of clinical isolates hyperexpressing MexCD-OprlJ. In this study, the patients have
received ciprofloxacin therapy previous to Pa30 and Pa43 recovery, which might have
contributed to selection of such mutants.

Pa30 and Pa43 also showed higher transcriptional levels of mexY than
PAO1, possibly indicating MexXY-OprM hyperexpression, contributing to aminoglycosides
and quinolones resistance observed.

In this study we have observed the occurrence of MPBL-producing P.
aeruginosa clinical isolates that were not resistant to carbapenens. Fortunately, despite of the
inadequate therapy received, patients were not immunocompromised and had their infections
treated.

Our results suggest that the expression of IMP-16 was not enough to confer
high level resistance to carbapenens. In addition, the presence of a compensatory mechanism
leading to imipenem hypersusceptibility among strains hyperexpressing MexCD-OprJ is
probably enrolled in the phenotype observed. Our findings are worrisome since carbapenem
non-resistant MPBL producers might act as a silent reservoir of such resistance determinants,

especially since blanp-16 Wwas plasmid mediated.
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CONCLUSOES

Altas taxas de resiténcia aos antimicrobianos foram verificadas entre os
isolados de P. aeruginosa estudados. Os resultados de sensibilidade aos antimicrobianos
obtidos para os isolados clinicos de P. aeruginosa sugerem a utiliza¢do da polimixina B e da
colistina como antimicrobianos de escolha para o tratamento das infec¢des sérias por este
agente nos hospitais estudados.

Aproximadamente 1/5 dos isolados clinicos estudados foram produtores de
MBL indicando que estas enzimas constituem importantes determinantes de resisténcia aos 3-
lactamicos entre os isolados de P. aeruginosa recuperados no HU/AHC.

A alta frequéncia de detec¢do do gene blagpy.; entre os isolados produtores
de MPBL sugere que este determinante de resisténcia exerce um papel importante na
dissemina¢do e manutencdo intra-hospitalar de um possivel estado endémico de resisténcia
aos carbapenémicos.

A presenga de dois clones predominantes entre os isolados de P. aeruginosa
produtores de MPBL sugere a transmissao cruzada como o principal mecanismo de
disseminagdo destes isolados nos hospitais estudados. Entretanto, a deteccdo de isolados
produtores de MPL com diversidade genotipica indica que a pressdo seletiva exercida pela
utilizagdo de antibidticos também deve ocorrer.

A presenca do clone SP em 1/4 dos isolados produtores de MPBL
recuperados de pacientes internados em diferentes setores do HU indica que o clone
epidémico brasileiro encontra-se disseminado neste hospital.

A co-existéncia de duas sub-classes de MBL, SPM-1 ¢ IMP-16, no mesmo
ambiente hospitalar demonstra a necessidade para a continua vigilancia da deteccdo destas
enzimas a fim de monitorar e prevenir a disseminagdo de novos tipos de MBL no HU/AHC.

A detecao de MBL em isolados clinicos de P. aeruginosa nao resistentes aos
carbapenémicos alerta aos laboratdrios de microbiologia para a pesquisa destas enzimas entre
isolados nao resistentes a estas drogas. Além disso, enfatiza a importancia de uma rigorosa
adesdo as medidas de controle de infeccdo preconizadas a fim de reduzir o risco de

transferéncia destes genes cripticos de resisténcia.
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Figura 1 — Distribuicdo por Unidade Hospitalar dos 240 isolados clinicos de P. aeruginosa
recuperados no Laboratorio de Microbiologia Clinica do HU, no periodo de marco de
2003 a margo de 2005.
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ANEXO A (continuagao)
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Figura 2 - Distribuicdo dos 240 pacientes portadores de P. aeruginosa por sexo ¢ idade em anos. A
idade média apresentada pelos pacientes de ambos os sexos foi de 54 anos.
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ANEXO B

Figura 1 -

Teste de Disco Aproximacdo utilizando trés substratos (ceftazidima, imipenem, meropenem)
para um isolado de P. aeruginosa produtor de MBL. Notar a distor¢do do halo de inibig¢ao
dos antimicrobianos imipenem, ceftazidima e meropenem, na presenga dos inibidores
EDTA e acido 2- mercapto propidnico (2-MPA).
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ANEXO B (Continuagao)

Figura 2 — E test para deteccdo de isolados clinicos produtores de MBL. As setas nas figuras indicam
as CIM para o Imipenem (IPM) e Imipenem+ EDTA (IPI). Observar que nos isolados
positivos a CIM para IP tem trés ou mais dilui¢des de diferenga que a CIM para IPI.
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ANEXO C

Tabela 1 — Oligonucleotideos iniciadores utilizados para deteccdo dos genes que codificam
MBL por PCR Multiplex segundo Mendes et al (2007).

Tamanho do

Genes Oligon. Sequéncia produto
MBL (5>-3) amplificado
(pb)
bla wp IMP-1- gen F1, GAATAGRRTGGTTAAYTCTC
IMP-1- gen F2° CCAAACYACTASGTTATC 188
bla vim VIM-gen-F2° GTTTGGTCGCATATCGCAAC
VIM-gen-R2° AATGCGCAGCACCAGGATAG 382
bla spm- SPM-1-F1 CTAAATCGAGACCCTGCTTG
SPM-1-R1 CCTTTTCCGCGACCTTGATC 798
bla g1 GIM -1-F1 TCAATTAGCTCTTGGGCTGAC
GIM -1-R1 CGGAACGACCATTTGAATGG 72
bla sp SIM-1-F1 GTACAAGGGATTCGGCATCG
SIM-1-R1 TGGCCTGTTCCCATGTGAG 300
16S 16S-8F AGAGTTTGATCCTGGCTCAG
16S1493-R ACGGCTACCTTGTTACGACTT 1499

? primers genéricos para detec¢do de genes que codificam as MBL da familia IMP

® primers genéricos para detecgdo de genes codificadores as MBL da familia VIM

Tabela 2 — Oligonucleotideos iniciadores utilizados para detec¢do dos genes que codificam GES e

KPC B3- lactamases.

Tamanho
Genes Oligon. Sequéncia do produto Referéncia
MBL (5>-3) Esperado
(pb)
bla Ggs GES-gen-F1 ATGCGCTTCATTCACGCAC
GES-gen-R1 CTATTTGTCCGTGCTCAGG 846 Wang et al, 2007
bla xpc Kpc-1F GCTACACCTAGCTCCACCTTC
Kpe-1R GCATGGATTACCAACCACTGT 380 Yigit et al, 2001
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Tabela 3 — Oligonucleotideos iniciadores utilizados para identificagdo e seqiienciamento do
gene blagpym.1 € do integron contendo o gene blayvp

Oligon. Sequéncia Alvos para Referéncia
5-3) sequenciamento
SPM-1-F CCTACAATCTAACGGCGACC Amplificagdo e Toleman et al,
SPM-1-R TCGCCGTGTCCAGGTATAAC sequenciamento do gene 2002
blaspM-l
IMP-gen-F GGAATAGAGTGGCTTAAYTCT Amplificagdo e
IMP-gen-R CCAAACYACTASGTTATCT sequenciamento do gene  Ellington et al,
blalMp 2007
IMP-1-F CTACCGCAGCAGAGTCTTTG Amplificagdo e Poirel et al, 2007
IMP-1-R GAACAACCAGTTTTGCCTTACC sequenciamento do gene
blayvp
5°CS GGCATCCAAGCAGCAAG Amplificagdo e Levesque et al,
IMP-gen-R CCAAACYACTASGTTATCT sequenciamento do(s) 1995
gene(s) entre 5°CS e bla p  Ellington et al,
2007
IMP-gen-F GGAATAGAGTGGCTTAAYTCTC Amplificagdo e Ellington et al,
3°CS AAGCAGACTTGACCTGA sequenciamento do(s) 2007
gene(s) entre bla yype 3’CS  Levesque et al,
1995
INT-F CGTTCATACAGAAAGCTG Amplificagdo e Siarkou et al,
IMP-R CCAAACYACTASGTTATCT sequenciamento do(s) 2009
gene(s) entre intl ¢ bla yyp  Ellington et al,
2007
IMP-R CCAAACYACTASGTTATCT Amplificagdo e Ellington et al,
QacR CGGACTTCAGCTTTTGAAGG sequenciamento do(s) 2007
gene(s) entre bla pyp € Siarkou et al,
qacEA1 2009
IMP-R CCAAACYACTASGTTATCT Amplificagdo e Ellington et al,
Sul-R CCGACTTCAGCTTTTGAACG sequenciamento do(s) 2007

gene(s) entre bla pyip e sull

Siarkou et al,
2009
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ANEXO D

-500ob
-200 ph

Figura 1 — Eletroforese em gel de agarose do produto de amplificacdo da reagdo de PCR multiplex
para deteccdo da presenca dos genes codificadores de MPBL entre isolados clinicos de P.
aeruginosa C/CAZ- NS.

1- DNA Ladder 100pb (Invitrogen); 2- amplicon de SPM-1 (798 pb; cepa controle- P. aeruginosa 48-
1997a; 3- amplicon de SIM-1 (569 pb; cepa controle — A. baumannii 03-9-T104); 4 - amplicon de VIM
(382 pb- P. aeruginosa 7-406); 5- amplicon de IMP (188 pb-controle- P. aeruginosa 7-406); 6 —
amplicon de GIM (72 pb- controle- P. aeruginosa 73-5671); 7- isolado Pa30 (produtor de IMP-16,
gendtipo D); 8- isolado Pa43 ( produtor de IMP-16, genotipo D); 9 isolado Pal3 (produtor de SPM-1,
gendtipo A); 10- isolado Pa 41 (produtor de SPM-1, genétipo B); 11- isolado Pal (ndo produtor de
MBL); 12- isolado Pal70 (ndo produtor de MBL); 13- isolado Pa377(produtor de SPM-1, gendtipo C);
14 - isolado Pa549, gendtipo E); 15, isolado Pa213 (produtor de SPM-1, genétipo H); 16 DNA Ladder
100pb (Invitrogen).



ANEXO E — Caracteristicas dos isolados clinicos de P. aeruginosa produtores de ML
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' Pronto Socomo

MIC (ug/ml)
Isolado Data de Unidade Material MBL Clone PFGE
Isolamento Hospitalar Clinico IPM MEM POLEB
Pal3 10/04/2003 " Ambulatério Utina SPM-1 A 236 756 2
Urologia




ANEXO E (Continuagao)
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Pa333

28/059/2004

Pediatrica

Socorro

Socormro

256

256

MIC (ug/ml)
Isolado Data de Unidade Material
Isolamento | Hospitalar Clinico MpL Clone PFGE TPM MEM POL B
Pa223 05/03/2004 | Enfermana Urina SPM-1 B 512 256 i

ik
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ANEXO E (Continuagao)
MIC (ng/ml)
Isolado Data de Unidade Material
Isolamento Hospitalar Clinico MBL Clone PFGE IPM MEM POL B
Pa413 10/01/2005 Pronto Socorro Urina SPM-1 C 128 128 1

Pad416 11/02/2005 Enfermaria Urina SPM-1 I 64 64 2
Masculina

Pa424 29/04/2003 ProntoSocorro Liquido SPM-1 B 256 256 1
Peritoneal

Pa 427 04/03/2005 UTI Urina SPM-1 C 256 128 1

Pa438 10/02/2005 UTI Urina SPM-1 B 128 128 2

Pa524 15/09/2004 UTI Urina SPM-1 K 256 256 2
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ANEXO E (Continuagao)
MIC(pg/ml)
Isolado Data de Unidade Material
Isolamento Hospitalar Clinico MBL Clone PFGE IPM MEM POL B
Pa535 30/12/2004 Enfermaria Urina SPM-1 L 512 512 2

Masculina

Pa540 23/08/2004 Enfermaria Urina SPM-1 B 256 256 2
Masculina

Pa557 07/07/2004 UTI Urina SPM-1 B 256 256 1

Pa573 17/01/2005 Enfermaria Liquido SPM-1 B 128 128 2
Masculina Peritoneal



