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RESUMO

Ferreira, Alex Guerra. Epidemiologia molecular, resisténcia aos antimicrobianos
e marcadores genéticos de adaptabilidade em amostras de Pseudomonas
aeruginosa obtidas de pacientes com fibrose cistica cronicamente infectados:
um estudo multicéntrico. 2013. 109 f. Tese (Doutorado em Microbiologia) -
Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2013.

As infecgbes pulmonares crbnicas por Pseudomonas aeruginosa sao a
principal causa de morbi-mortalidade em pacientes portadores de fibrose cistica
(FC). No Brasil os estudos sobre epidemiologia e resisténcia desse micro-organismo
tem um carater local. Diante disto, foram selecionados 75 pacientes com infec¢éo
pulmonar cronica atendidos em quatro centros de referéncia no Brasil: Hospital das
Clinicas de Porto Alegre (HCPA), Rio Grande do Sul; Hospital Especializado Octavio
Mangabeira (HEOM), Bahia; Instituto Fernandes Figueira (IFF) e Hospital
Universitario Pedro Ernesto (HUPE), ambos do Rio de Janeiro. As amostras de P.
aeruginosa foram obtidas entre maio de 2009 e junho de 2011 e submetidas a
tipagem molecular por PFGE; a determinacdo do perfil de susceptibilidade a
antimicrobianos, a deteccdo de genes de resisténcia a carbapenens por PCR e ao
sequenciamento dos genes mucA e lasr. A tipagem molecular das 274 amostras
mostrou 224 clones. Nao foram encontrados clones circulantes entre os centros ou
dentro de um mesmo centro. No entanto, dois irmdos atendidos no HEOM
apresentaram amostras de um mesmo clone e, tanto no IFF quanto no HCPA foram
identificados “clusters” de dois pacientes distintos compartilhando um mesmo clone.
A infecc@o crbnica é caracterizada pela manutencdo de um mesmo clone em cada
paciente, porém, a maioria dos pacientes apresentou uma colonizacdo por clones
intermitentes. A analise geral do perfil de susceptibilidade mostrou os maiores
indices de resisténcia para amicacina, gentamicina (26%) e cefepime (22%). Na
comparacao entre os centros verificamos que estes trés antimicrobianos também
foram os menos efetivos no HCPA, porém no IFF e no HEOM as drogas com maior
indice de resisténcia foram tobramicina e piperacilina/tazobactam, respectivamente,
0 que indica a adocéo de diferentes protocolos de tratamento entre os centros. As
amostras do morfotipo Ndo Mucoide NM (presente nos estagios iniciais da infeccao)
foram significativamente mais resistentes a tobramicina do que as do morfotipo
mucoide (M) (associada a infeccdo mais tardia) tanto no IFF quanto no HCPA,
porém somente neste Ultimo as amostras M foram mais resistentes aos B-lactamicos
do que as NM. Cerca de 17% das amostras apresentaram multirresisténcia e
15(20%) pacientes estavam colonizados com pelo menos uma amostra com este
fendtipo. As 24 amostras de trés pacientes que apresentaram a manutencdo de um
mesmo clone foram submetidas ao sequenciamento dos genes mucA e lasR,
destas, 14 (58%) exibiram muta¢des em pelo menos um dos genes, cujas alteracdes
séo consideradas marcadores da infec¢do cronica. Esse trabalho destaca-se por ser
o0 primeiro de carater multicéntrico no ambito da FC no Brasil, ressaltando a
necessidade de um continuo monitoramento deste cenario no pais.

Palavras-chave: Pseudomonas aeruginosa. Fibrose Cistica. Resisténcia.

Epidemiologia.



ABSTRACT

Ferreira, Alex Guerra. Molecular epidemiology, antimicrobial resistance and
genetic markers of adaptability in Pseudomonas aeruginosa samples obtained
from chronically infected cystic fibrosis patients: a multicenter study. 2013. 109 f.
Tese (Doutorado em Microbiologia) - Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade
do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2013.

Chronic lung infections with Pseudomonas aeruginosa are the major cause of
morbidity and mortality in patients with cystic fibrosis (CF). In Brazil, epidemiology
and resistance studies of this microorganism has a local feature. Given this, we
selected 75 patients with chronic pulmonary infection attended in four reference
centers in Brazil: Hospital das Clinicas de Porto Alegre (HCPA), Rio Grande do Sul;
Hospital Especializado Octavio Mangabeira (HEOM), Bahia, Instituto Fernandes
Figueira (IFF) and Hospital Universitario Pedro Ernesto (HUPE), both of Rio de
Janeiro. P. aeruginosa isolates were obtained between May 2009 and June 2011
and submitted to molecular typing by PFGE; determining the antimicrobial
susceptibility profile, detection of carbapenem resistance genes by PCR and
sequencing of genes mucA and lasR. Molecular typing of 274 samples showed 224
clones. No clones were found circulating between the centers or within the same
center. However, samples from two brothers had attended at HEOM belong to the
same clone, and were identified clusters of two different patients sharing the same
clone in IFF and HCPA. Chronic infection is characterized by the maintenance of a
single clone in each patient, but most patients were colonized by intermittent clones.
A general analysis of the susceptibility profile showed the highest rates of resistance
to amikacin, gentamicin (26%) and cefepime (22%). Comparing the centers, we
found that these three antimicrobials were also the least effective at HCPA, but the
IFF and HEOM drugs with greater resistance rate were tobramycin and piperacillin /
tazobactam, respectively, which indicates the adoption of different treatment
protocols between centers. Non mucoid NM isolates (present in the early stages of
infection) were significantly more resistant to tobramycin than mucoid (M) (associated
with later infection) in IFF and HCPA, but only in the latter M isolates were more
resistant to B-lactam antibiotics than NM. About 17% of the samples has been
multiresistant and 15 (20%) patients were colonized with at least one sample with
this phenotype. The 24 samples from three patients with maintaining the same clone
were subjected to sequencing of genes mucA and lasR and of these, of then, 14
(58%) exhibited mutations in at least one gene, which alterations are considered
markers of chronic infection. This work stands out because its multicenter feature, the
first in FC scope in Brazil, highlighting the need for continued monitoring of this
scenario in the country.

Keywords: Psedomonas aeruginosa. Cystic Fibrosis. Resistance. Epidemiology.
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INTRODUCAO

Fibrose Cistica

A Fibrose Cistica (FC) é a doenca genética que mais comumente leva a
mortalidade na populacdo caucasiana (Cystic Fibrosis Foundation, 2011). Esta
doenca se manifesta por anormalidades na funcdo de glandulas exdcrinas
resultando em alteracbes na composicdo de ions e aumento da viscosidade de
secrecdes epiteliais. Ocorre, portanto um distirbio generalizado no sistema secretor
de todas as glandulas exdcrinas, o que afeta principalmente as glandulas produtoras
de muco, e os sistemas digestério e respiratério (Lyczak, Cannom & Pier, 2002;
Voynow & Scanlin, 2005).

A doenca tem origem genética autossdmica recessiva, causada pela perda
da expressdo ou funcdo da glicoproteina reguladora de condutancia
transmembranar (CFTR), devido a mutacbes em um Unico gene situado no
cromossomo 7, que a codifica. Esta proteina é um canal de cloro, mas também
regula canais de outros ions, incluindo sédio e potassio (Schwiebert et al., 1999), e
esta presente em células epiteliais de diversos tecidos, atuando na homeostase de
ions e fluidos. Sdo reconhecidas mais de 1900 mutacdes relacionadas com
diferentes gravidades e manifestacdo da doenca (Shreve et al., 1999; Moore et al.,
2004; Riordan, 2007; http://www.genet.sickkids.on.ca/StatisticsPage .html).

De todos os 6rgéos que podem ser comprometidos pela doenca, o pulméo € o
mais severamente afetado e, em decorréncia disto, infec¢cdes pulmonares cronicas
causam 95% dos 0Obitos nos pacientes com FC (Voynow & Scanlin, 2005; Doring et
al., 2012; Taylor-Robinson et al., 2012). Isto se deve ao defeito no canal de cloreto
que resulta em perda ou reducao da secrecdo deste ion, no epitélio das vias aéreas,
e do aumento da absorcao ativa de sédio, o que leva a diminuicdo do conteudo de
agua do muco que reveste as células mucosas. Essa desidratacdo da camada de
muco resulta em uma acdo mucociliar defeituosa e no acumulo de secregbes
viscosas hiperconcentradas, que obstruem principalmente as vias aéreas e
favorecem o estabelecimento de microrganismos (Lyczak, Cannom & Pier, 2002;
Sadikot et al., 2005; Mayer-Hamblett et al., 2007).
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A doenca pulmonar é resultado da faléncia de func¢des do sistema imune inato
do tecido pulmonar: acdo mucociliar defeituosa, perda da atividade antimicrobiana e
faléncia de mecanismos de opsonizacdo e destruicdo bacteriana, associados a
liberacdo de varios mediadores pro-inflamatorios, principalmente proteases e
elastases de neutrofilos, que contribuem significativamente para o declinio da funcéo
pulmonar. Com isso, obstrucdo pulmonar crénica, infeccdo e inflamacdo levam a
bronquiectasias e faléncia pulmonar (Voynow, Fischer & Zheng, 2008).

A primeira descri¢do da FC foi em 1938. Inicialmente, 80% dos recém-natos
afetados por esta doenca ndo chegavam ao primeiro ano de vida e todos iam a o6bito
até os 10 anos de idade. Ja4 na década de 1960, a média de vida era de seis anos
(Renders et al., 2001; Manno et al., 2005) e estudos ja descreviam uma consideravel
proporcdo de pacientes alcancando a adolescéncia (Nivens et al., 2001; Lyczak,
Cannom & Pier, 2002). Em 1990, aproximadamente um terco dos individuos FC
atingia a idade adulta e atualmente mais de 48% apresentam 18 anos ou mais. Este
avanco se deu em funcdo do maior conhecimento sobre a doencga, o diagndstico
precoce, a instituicdo de programas de tratamento e o surgimento de centros de
atendimento especializado, além de novos antimicrobianos, anti-inflamatérios e
agentes mucoliticos (Alvaréz et al., 2004; Garcia et al., 2004; Cystic Fibrosis
Foundation, 2011).

Aspectos Microbioldégicos na Fibrose Cistica

A morbidade e mortalidade na FC sédo decorrentes da progressiva perda da
funcdo pulmonar, resultante de ciclos de inflamacéo e infeccdo (Zhang et al., 2005).
As infeccdes pulmonares geralmente sdo polimicrobianas e, a maioria de etiologia
bacteriana e restritas a alguns patégenos como: Staphylococcus aureus,
Haemophilus influenzae e espécies do grupo dos bastonetes Gram negativos néo
fermentadores (BGN-NF), caracterizando-se por quadros progressivamente crénicos
com episodios de exacerbacgéo (Saiman & Siegel, 2004).

A prevaléncia dos patogenos nos pulmdes dos pacientes com FC varia com a
idade e como numa espécie de sucessdo microbiologica. S. aureus e H. influenzae

sdo 0s patdgenos encontrados inicialmente colonizando o pulmao destes pacientes.
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Quando os pacientes atingem a adolescéncia, outros microrganismos sao
encontrados nas secrecdes respiratorias, sendo a maioria do grupo dos BGN-NF,
microrganismos caracteristicamente ambientais, destacando-se a Pseudomonas
aeruginosa como o patdgeno de maior relevancia. Nos Estados Unidos, estudos
envolvendo criancas portadoras de FC, com idades entre seis e 10 anos revelara
indices de colonizacédo de 60% para S. aureus, 40% para P. aeruginosa e 25% para
H. influenzae. A maioria dos adultos (cerca de 80%) é cronicamente colonizada por
P. aeruginosa (Cystic Fibrosis Foundation Patient Registry, 2011).

S. aureus € o patdogeno mais frequente na primeira década de vida, sendo
encontrado em 30% de fluidos de lavado broncoalveolar de criancas fibrocisticas
com média de idade de trés meses (Foweraker, 2009) e, frequentemente, persiste a
despeito do tratamento (Kahl et al., 2003). Sugere-se que a infec¢ao por S. aureus
precede a infeccdo do parénquima pulmonar dos fibrocisticos pelos BGN-NF (Burns
et al.,, 2001). O uso de antibioticoterapia anti-estafilococica, de forma rotineira ou
intermitente, a fim de prevenir a progressao da infeccdo, tem sido clinicamente
efetivo, mas seu papel como profilatico em longo prazo é incerto (Smyth & Walters,
2003).

O aumento no isolamento de S. aureus resistentes a Meticilina (MRSA) é
causa de preocupacao, pois nestes casos, as opcoes de tratamento sado limitadas. O
mecanismo que confere resisténcia a meticilina € o mesmo para todos os beta-
lactamicos. Muitas cepas de MRSA também tém adquirido resisténcia a
antimicrobianos nao relacionados, como as quinolonas e os aminoglicosideos
(Foweraker, 2009). A prevaléncia de MRSA nos pacientes com FC, embora
pequena, vem aumentando gradualmente (Coia et al., 2006; Macfarlance et al.,
2007; Vergison et al., 2007).

Em criancas com menos de cinco anos de idade € comum se observar a
infeccdo por H. influenzae encapsulado do sorotipo b, onde o biotipo 1 é o mais
frequentemente encontrado (Renders et al., 2001; Jeffrey et al.,, 2002; Lyczak,
Cannom & Pier, 2002). Alguns estudos mostram um aumento na resisténcia a
antimicrobianos usados para o tratamento de infec¢gdes por este microrganismo, com
37% dos pacientes infectados com cepas resistentes a duas ou mais classes de
antimicrobianos, incluindo resisténcia a ciprofloxacina, que € raramente observada

em pacientes sem FC (Roman et al., 2004; Watson, Burns & Smith, 2004). Em geral,
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apos 11 meses de colonizacdo, este microrganismo gradualmente torna-se
resistente aos antimicrobianos usados no tratamento (Starner et al., 2008).

Nas ultimas décadas, o aumento da sobrevida dos pacientes foi
acompanhado do aumento na frequéncia de isolamento de outros BGN-NF, além da
P. aeruginosa, como as bactérias do Complexo Burkholderia cepacia (CBc),
Stenotrophomonas maltophilia e Achromobacter xylosoxidans. Destes, o CBc foi o
mais impactante para esses pacientes a partir da década de 1980. (Gilligan, 1991;
Gladman et al., 1992; Burns & Saiman, 1999, Sibley, Rabin & Surette, 2006). O CBc
consiste de espécies fenotipicamente muito similares, mas genotipicamente
distintas, anteriormente nomeadas como genomovares (Vandamme et al., 1997).
Atualmente, o CBc é composto por 17 espécies, B. cepacia, B. multivorans, B.
cenocepacia, B. stabilis, B. viethamiensis, B. dolosa, B. ambifaria, B. anthina, B.
pyrrocinia, B. ubonensis, B. latens, B. diffusa, B. arboris, B. seminalis, B. metallica,
B. contaminans e B. lata e exceto B. ubonensis, as demais ja foram isoladas das
secrecdes respiratdrias de pacientes com FC (Vanlaere et al., 2009; Li Puma, 2010;
Vandamme & Dawyndt, 2011). As espécies variam em frequéncia de isolamento,
apresentacao clinica, resisténcia a antimicrobianos e atributos de viruléncia
(Carvalho et al., 2006). Além disso, algumas espécies possuem alta capacidade de
transmissao entre os pacientes (Coenye et al., 2001; Saiman et al., 2003; Govan,
Brown & Jones, 2007).

O curso clinico apés a colonizacgdo inicial pelo CBc pode variar desde uma
colonizacdo assintomatica até a deterioracdo pulmonar aguda com bacteremia,
pneumonia necrozante, sepse e evolugcdo rapida do paciente ao Obito:
caracterizando a “sindrome cepacia” (Coenye, Gillis & Vandamme, 2000; Vinion-
Dubiel et al., 2004, Govan, Brown & Jones, 2007).

InfeccBes por S. maltophilia podem aumentar o risco de morbi-mortalidade
nesses pacientes, devido a sua resisténcia intrinseca a multiplos antimicrobianos
(Beringer & Appleman, 2000), porém estudos recentes mostram que a sua
significancia clinica possa ser limitada, ndo sendo associada com deterioracao
pulmonar (Goss et al., 2004; Foweraker, 2009).

A melhoria nos métodos de identificagdo laboratorial nos ultimos anos,
também permitiu o reconhecimento, embora em menor frequéncia, de muitos outros
bastonetes Gram negativos nesses pacientes, incluindo espécies dos géneros

Ralstonia, Elizabethkingia, Comamonas, Moraxella, Acinetobacter, Bordetella,
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Inquilinus, além de membros da familia Enterobacteriaceae. Até o momento o
significado clinico destes microrganismos € desconhecido (Coenye et al., 2002;
Foweraker, 2009).

Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa é uma bactéria ubiqua, com predilecdo por ambientes Umidos,
sendo encontrada no solo, 4gua e plantas. S&o pouco frequentes como constituintes
da microbiota de individuos saudaveis (Kiska & Gilligan, 2001). Trata-se de um
microrganismo com elevado potencial adaptativo, de carater oportunista, associado
a uma variedade de infeccdes em humanos e outros animais (Dubois et al., 2001;
Salunkhe et al., 2005).

E o principal patdgeno, tanto em importancia quanto em prevaléncia,
encontrado no pulméo dos pacientes com FC. Em geral, as criangas com infeccéo
por esse microrganismo apresentam uma reducédo da expectativa de vida de cerca
de 10 anos, quando comparadas aquelas sem infeccao pela bactéria. (Saiman et al.,
2003). A partir do segundo ano de vida do paciente, P. aeruginosa torna-se um dos
patbgenos mais frequentes e até o terceiro ano sua freqiéncia atinge 33%
(Simmonds, 2010). Cerca de 80% dos pacientes adultos sdo infectados por esses
microrganismos (Li et al., 2005 & Hauser et al.,2011).

Na FC, as infec¢Bes pulmonares crbnicas por P. aeruginosa, associada a
inflamacéo das vias aéreas, levam a um dano progressivo do tecido pulmonar, com
consequente faléncia respiratéria e oObito (Lyczak, Cannon et al., 2002; Sermet-
Gaudelus et al., 2009). Alguns mecanismos tém sido sugeridos para explicar a
associacdo entre P. aeruginosa e células respiratérias: falhas das células epiteliais
na internalizacdo e morte dessas bactérias (Pier et al.,, 1996); inativacdo de
substancias antibacterianas — defensinas, devido a alta concentragcdo de sais
existentes nas secrecdes respiratorias (Goldman et al., 1997); disfuncdo do
movimento ciliar das células epiteliais por exoprodutos bacterianos (Look et al.,
2005); a propria estagnacao de secrecbes na superficie das células do epitélio
respiratorio com a consequiente proliferacdo de microrganismos em geral (Lee et al.,

2005) e, ainda, o aumento da expressao de asialo-GM1 na superficie apical das
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células do epitélio respiratério favorecendo a adeséo destes microrganismos (Yagci
et al., 2007).

A colonizagao/infecgcdo por P. aeruginosa inicialmente surge de forma
intermitente e posteriormente a bactéria estabelece uma colonizagao/infec¢édo
cronica, onde o0 paciente pode se apresentar estavel ou com exacerbacdes
respiratorias. O fenotipo ndo mucoide (NM) é o responsavel pela colonizacao inicial
das vias aéreas dos pacientes com FC e pelo inicio da patogénese, devido ao
arsenal de fatores de viruléncia que expressa, como lipolissacarideo, pili, sistema de
secrecdo do tipo Ill, exotoxina A, elastases e proteases, fatores estes que,
associados a resposta inflamatoria, causam o dano tecidual no pulmé&o (Hentzer et
al., 2001; Finnam et al., 2004).

Estudos longitudinais mostram que o fendtipo inicial NM de P. aeruginosa,
pode permanecer no pulméao dos fibrocisticos por varios anos (Mahenthiralingam et
al., 1996; Bjarnsholt et al., 2009). Entretanto, esta infeccdo pode evoluir para o
estagio crbnico, caracterizado pela presenca constante da P. aeruginosa nas
culturas respiratérias destes pacientes (Johansen & Hoiby, 1992), uma vez
estabelecida a cronicidade € muito dificil erradicar esta bactéria do trato respiratorio
dos pacientes (Hoiby, 2000; Koch, 2002).

A capacidade da P. aeruginosa de estabelecer a infeccéo crbnica esta ligada
a sua persisténcia no ambiente hostil que € o pulméo destes individuos, o que tem
sido atribuido a versatilidade e adaptabilidade verificada nesta bactéria decorrente
do seu vasto genoma (Winstanley, 2009). Esta versatilidade é mediada por variacao
genética, ou seja, a ocorréncia de mutacdes simples levando a perda de funcdo em
alguns genes, o0 que em longo prazo aumentaria o fitness da bactéria (Mena et al.,
2008, Hauser et al., 2011).

As alteracbes genéticas descritas atualmente como sendo as mais
importantes para a persisténcia da P. aeruginosa séo: a conversdo para o fenétipo
mucoide (M), a inativacdo dos genes regulados via quorum-sensing e 0 aumento da
expressdo ou a aquisicdo de genes ligados a mecanismos de resisténcia aos
antimicrobianos (Gibson et al., 2003; D’Argenio et al.,2007 & Hoffman et al., 2009).

O fendtipo M é resultado da hiperproducéo de alginato, um polimero acetilado
de acidos manuronico e gulurénico (Ryder, Byrd & Wozniak, 2007). A conversao
para o morfotipo M esta associada principalmente a mutagdes no gene regulador

mucA. O operon para biossintese do alginato esta sob controle do promotor do gene
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algD, que codifica uma enzima importante nesta via, este promotor € regulado
positivamente pelo fator sigma AlgT, porém existem outros trés genes (mucA, mucB
e mucD) que codificam proteinas que atuam como fatores anti-sigma e controlam
negativamente a expresséo de algD ao se ligarem a AIgT (Mahenthiralingam et al.,
1994; Drenkard & Ausubel, 2002). O aparecimento do morfotipo M esta associado a
um pior prognoéstico para os pacientes, com aumento da deterioracdo pulmonar
(Pedersen et al., 1992; Demko, Byard & Davis, 1995; Li Puma, 2010; Hauser et al.,
2011).

Estudos mostram que uma minoria de pacientes que nao apresenta o fenotipo
M possui a funcdo pulmonar significativamente melhor que aqueles colonizados por
este fendtipo (Sener et al., 2001; Bagge et al., 2004; Heijerman, 2005). O alginato
atua como um importante fator de protecéo contra a acdo das imunidades inata e
adquirida, protegendo o microrganismo contra a fagocitose, o estresse oxidativo e o
sistema complemento, além de agir como uma relevante barreira a acdo de
antimicrobianos, garantindo, assim, a persisténcia da P. aeruginosa no ambiente
pulmonar (May, Shinabarged & Mahara, 1991; Moss, 1995; Hentzer et al., 2001,
Lyczak, Cannom & Pier, 2002).

O quorum-sensing é um mecanismo através do qual as bactérias podem se
comunicar para alterar sua expressdo génica em resposta a mudancas na
densidade populacional (Schuster & Greenberg, 2006). P. aeruginosa produz uma
série de moléculas que participam deste sistema, porém os dois principais sistemas
sdo Las e Rhl. In vitro, verificou-se que o sistema Las é o principal nesta bactéria e
modula a expressdo de cerca de 10% dos genes da P. aeruginosa, que em sua
maioria participam de vias metabdlicas importantes, mas também incluem possiveis
sistemas de efluxo e proteinas de fungéo ainda desconhecida (Wagner et al., 2003).

Dentre os genes regulados pelo sistema Las estdo os que codificam fatores
de viruléncia importantes como a elastase, protease alcalina, fosfolipase C,
piocianina e a exotoxina A (Storey et al., 1998; Schaber et al., 2004; Hoboth et al.,
2009). No inicio da colonizacao/infeccdo, estes fatores desempenham um papel
importante, porém para o estabelecimento do estagio crdnico é necessario que haja
uma atenuacgdo da viruléncia, o que tem sido atribuido a mutacdes no gene lask e
uma consequente deficiéncia neste sistema de quorum-sensing (Feliziani et al.,
2010).
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Estudos mostram que em até 46% dos pacientes com FC infectados por P.
aeruginosa nao € possivel detectar no escarro a presenca das moléculas de
quorum-sensing, além disso, observou-se que em algum pacientes, cerca de 80%
das amostras haviam sofrido perda funcional do sistema Las, indicando que esta
seria uma das adaptacbes mais importantes para o estabelecimento da infeccéo
cronica (Midlleton et al., 2002; Lee et al.,2005; Heurlier et al., 2006; Wilder et al.,
2009).

Apesar do tratamento com drogas anti-pseudomonas ser necessario para
impedir o rapido declinio da funcdo respiratéria dos pacientes infectados, a
emergéncia de mutantes resistentes a multiplos antibidticos invariavelmente ocorre,
com consequente faléncia terapéutica. A administragcdo de antimicrobianos por via
inalatéria, como tobramicina (TOB) e polimixina (POL) tem sido usada como uma
tentativa de promover a erradicacdo da bactéria no pulmdo do individuo, ja que
desta forma, a droga é capaz de atingir concentracdes mais elevadas no sitio da
infeccdo. Contudo, P. aeruginosa pode gerar mutantes que sao resistentes a
concentracbes de uso clinico, para todos os agentes usados no tratamento
(Livermore., 2002).

Resisténcia aos antimicrobianos em P. aeruginosa.

Um dos grandes problemas nas infec¢cdes por P. aeruginosa € a resisténcia
intriseca e adquirida a diversos antimicrobianos. A resisténcia intrinseca pode ser
devido a escassa permeabilidade de sua membrana externa, ao seu eficaz sistema
de efluxo e a producdo de B-Lactamase do tipo AmpC, que confere resisténcia a
ampicilina, acido clavulanico, e cefalosporinas de primeira, segunda e terceira
geracdo, com excecao da ceftazidima, ticarcilina, piperacilina, as cefalosporinas de
quarta geracédo, aztreonam e aos carbapenémicos (Hancok & Speert, 2000).

A resisténcia adquirida em P. aeruginosa ocorre principalmente por mutagcfes
(mutacdes pontuais, delegbes, insergdes e inversdes no genoma bacteriano) e por
transferéncia genética horizontal (plasmideos, transposons, integrons). P.
aeruginosa apresenta diferentes mecanismos para adquirir resisténcia as diversas

classes de antimicrobianos, sendo os principais: a diminuicdo da absorcao da droga
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(porinas mutantes); aumento da eliminacdo por bombas de efluxo, inativacdo ou
modificacdo dos sitios alvo (mutacdes em proteinas ribossomais, proteinas ligantes
de penicilina, metilagcdo ou mutacdo do RNAr), a aquisicdo de genes de resisténcia,
hidrélise enzimatica (como por exemplo pB-lactamases) e modificagdo dos
antimicrobianos (como por exemplo a enzima modificadora de aminoglicosideos) (Li
et al., 2000; Normark & Normark, 2002).

P. aeruginosa com capacidade de produzir metalo-B-lactamases (MBLS) tem
sido descritas, o0 que representa um problema mundial de grande importancia clinica.
As MBLs sado enzimas com atividade sobre varios pB-lactamicos, incluindo
cefamicinas e carbapenémicos e, ainda, sobre os inibidores B-lactamicos, como o
sulbactam (Bush et al., 1995, Arakawa et al., 2000, Santos Filho et al., 2003).

Baseado em estudos moleculares de enzimas, dois grupos com capacidade
de hidrolisar os carbapenémicos tem sido descritos. As enzimas que possuem serina
como sitio ativo, chamadas de grupo dois, e enzimas que requerem cations
divalentes como co-fatores para sua atividade enzimética, denominadas MBLSs,
grupo trés, que podem ser inibidas por quelantes de metais, como o EDTA ou
compostos tidlicos. As MBLs pertencem ao grupo 3a, fazendo parte de uma classe
funcional comum de metalo-enzimas classificadas com base em sua habilidade de
hidrolisar o imipenem (Santos Filho et al., 2003; Shibata et al., 2003; Bush & Jacoby,
2010).

Dentro da classe B das metalo-enzimas, as duas primeiras B-lactamases
encontradas nas amostras de P. aeruginosa foram a IMP-1 e VIM-1, ambas
possuindo uma ampla diversidade de substratos para hidrélise que inclui penicilinas,
cefalosporinas, cefamicinas e carbapenémicos, mas que nao atingem o0s
monobactamicos (Bush, 2001). As amostras de P. aeruginosa produtoras de MBL,
VIM-1 e VIM-2 sdo susceptiveis apenas ao aztreonam (Poirel et al., 2000). Existem,
ainda, outras variantes identificadas na Asia e em outras regiées, como é o caso da
VIM 3 em Taiwan (Yan et al., 2001). Atualmente j4 estdo descritas mais de 40
variantes do tipo IMP e 30 do tipo VIM presentes em amostras de P. aeruginosa
(Castanheira et al., 2009; Jeannot et al., 2012; Pournaras et al., 2013;
http://www.lahey.org/Studies/).

A propagacdo de P. aeruginosa produtoras de MBL tém sido descrita em
varios locais do mundo. No Brasil, foram isoladas as primeiras amostras no Hospital

Universitario da Universidade Federal do Rio de Janeiro, havendo registros,
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também, na regido nordeste e em Sao Paulo (Pellegrino et al., 2002; Santos Filho et
al., 2003; Samuelsen et al., 2010; Camargo et al., 2011; Lee & Ko, 2012; Rieber et
al., 2012; Koutsogiannou et al.,, 2013). Em 2002, Tolleman et al., descreveram a
caracterizagdo bioquimica e molecular de uma nova MBL, presente em isolado
proveniente de uma crianca com quatro anos de idade, em Sao Paulo. Essa nova
MBL foi denominada SPM-1 e faz parte de uma nova subfamilia com caracteristicas
proprias. Assim como as amostras do tipo IMP e VIM, a SPM-1 também néo
hidrolisa o acido clavulanico, nem o aztreonam. (Murphy et al., 2003; Walsh et al.,
2005).

German Imipenemase- GIM-1 foi descrito como uma MBL Unica, localizada
em uma estrutura distinta de integron, e representa a quarta sub-classe de MBL. Foi
descrita em 2002, em amostra clinica de P. aeruginosa isoladas na Alemanha. As
amostras produtoras dessa enzima apresentam susceptibilidade apenas a
polimixina. (Castanheira et al., 2004; Walsh et al., 2005). Na Australia, foi descrita
uma classe de enzima, denominada AIM, também isolada em amostras de P.
aeruginosa (Yong, 2007).

O primeiro relato de amostras de P. aeruginosa produtoras de MBL na FC
aconteceu em 2008, e desde entdo outros trabalhos tem reportado a ocorréncia
deste fendtipo na FC (Cardoso et al.,, 2008; Pollini et al., 2011). Assim, o
monitoramento dessas enzimas, bem como a deteccdo precoce deste perfil de
resisténcia, tornou-se crucial para um tratamento eficaz e para o controle da
infeccdo e da disseminacédo de amostras com este fenotipo (Migliavacca et al., 2002;
Yong et al., 2002).

A enzima Kebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC) é um grande
problema atualmente, ja que confere resisténcia a todos os [-lactamicos. Esta
enzima sO havia sido encontrada em membros da familia Enterobacteriaceae,
contudo ja se identificou a presenca desta enzima em amostras de P. aeruginosa na
América Latina (Villegas et al.,, 2007). Em outro estudo, dentre 33 amostras
resistentes ao imipenem, 25 apresentaram o gene blax,c € mais recentemente foi
relatado o primeiro caso de P. aeruginosa produtora de KPC nos Estados Unidos,
tornando evidente a disseminagédo pelo continente americano (Wolter, et al., 2009,
Poirel et al., 2010; Mataseje et al., 2012; Pasteran et al., 2012).

Em pacientes com FC o primeiro e unico relato de KPC foi em uma amostra

de Klebsiella pneumoniae em paciente atendido em um centro de referéncia no Rio
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de Janeiro (Ledo et al., 2011). Diante disto, a capacidade de disseminacdo deste
genotipo associada aos frequentes casos de co-infeccdo nesses pacientes ressalta

a necessidade de vigilancia deste mecanismo de resisténcia.

Tipagem Molecular

Devido a importancia de P. aeruginosa como agente de infeccdes
hospitalares, e o0 surgimento de amostras multirresistentes, 0s estudos
epidemiologicos que estabelecam o grau de similaridade entre as amostras tornam-
se muito importantes, pois permitem a caracterizacdo de surtos de infeccdo bem
como a avaliacdo de possiveis fontes de transmissao e aquisicdo deste patégeno.
Podem, também, determinar a prevaléncia de grupos clonais dentro de uma
populacdo bacteriana, visando o monitoramento da emergéncia e disseminacgéao de
bactérias mulltirresistentes e/ou potencialmente virulentas (Olive & Bean, 1999;
Sader et al., 2003).

Métodos genotipicos como amplificacdo de segmentos do DNA empregando
a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e principalmente, a analise dos perfis de
fragmentacdo do DNA, apds digestdo com enzimas de restricdo, através de
eletroforese em campo pulsado (Pulsed-Field Gel Electrophoresis — PFGE), séo
recomendados para a tipagem de microrganismos com propositos epidemiolégicos.
Estes métodos sdo menos sujeitos as variagbes e apresentam maior poder
discriminat6rio, maior reprodutibilidade e, em alguns casos, permitem o
estabelecimento de bancos de dados para caracterizacdo dos microrganismos
(Tenover, Arbeit & Goering, 1995; Olive & Bean, 1999; Belkum et al., 2001).

O método de macrorrestricdo € o mais discriminatério dos métodos
moleculares em P. aeruginosa. Nele as bactérias sdo incluidas em blocos de
agarose e lisadas in situ e seu DNA gendmico € digerido com enzimas de restricdo
gue clivam o cromossomo e o material obtido € submetido a eletroforese em gel de
campo pulsado (Adodi et al., 2000).

Estudos mostram um alto nivel de diversidade genotipica entre amostras de
P. aeruginosa isoladas de pacientes com FC, refletindo a mesma diversidade

verificada em amostras ambientais, 0 que sugere que estes pacientes adquirem as
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cepas de P. aeruginosa de maneira independente, provavelmente de reservatérios
ambientais distintos (Jensen et al., 1997; Burns et al., 2001).

Cepas de P. aeruginosa genotipicamente diferentes podem colonizar 0s
pacientes com FC. No entanto, acredita-se que, uma vez infectados, os pacientes
tendem a abrigar o mesmo clone de P. aeruginosa durante o curso da doenca,
indicando que, mesmo durante os periodos de antibioticoterapia, a cepa original nao
é erradicada (Ro6mling, Fiedler & Bobhammer, 1994; Burns et al., 2001; Li Puma,
2010; Hauser et al., 2011). Outros pacientes parecem manter variantes de um clone
original, caracterizados por pequenas diferencas no genoma, sugerindo uma
adaptacdo da bactéria ao microambiente pulmonar dos pacientes, durante a
infeccdo crénica. Este processo corresponde as consideraveis adaptacdes genéticas
e acumulacdo ou perda por mutacbes funcionais em genes especificos da P.
aeruginosa (Silbert, Barth & Sader, 2001; Smith et al., 2006).

A colonizacaol/infeccdo do pulméo dos pacientes com FC por P. aeruginosa é
um processo muito dinamico, ja que frequentemente verifica-se uma colonizagcéo
mista por diferentes clones isolados em momentos diferentes (Renders et al., 1996;
Silbert, Barth & Sader, 2001; Jelsbak et al., 2007).

Em pacientes acompanhados por longos periodos foi identificada a ocorréncia
de diversos clones distintos, com periodos de estabelecimento de uma infecgéo
seguidos pela eliminacdo de clones especificos, indicando a substituicdo de clones
infectantes (Wayne et al., 2009; Cramer et al., 2012). Essa troca seria resultado de
uma intensa competicdo por nichos especificos no pulméo dos pacientes, revelando
gue alguns clones possuem fatores competitivos mais vantajosos, principalmente no
que tange as condi¢des nutricionais, a tolerancia ao sistema imune e aos periodos
de antibioticoterapia (Silbert, Barth & Sader, 2001; Jelsbak et al., 2007). Estudos
similares sugerem que a transmissao cruzada de P. aeruginosa entre pacientes com
FC ocorre mais frequentemente quando o contato € mais intenso, principalmente
entre irméos (Silbert, Barth & Sader, 2001; Jelsbak et al., 2007).

A ocorréncia de cepas de P. aeruginosa altamente transmissiveis em centros
de atendimento a individuos com FC tem sido demonstrada, indicando que alguns
clones tém a habilidade de se difundir entre os pacientes. Esta transmissdo pode
ocorrer por rota direta ou indireta e estes clones possuem vantagens evolutivas
significativas para colonizar o pulmé&o dos pacientes. Embora as vias de aquisicéo e

0S meios de transmissdo nao sejam ainda bem estabelecidos, sdo crescentes 0s
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relatos de surtos envolvendo cepas epidémicas altamente transmissiveis em
unidades de atendimento a FC, e em alguns casos, as cepas apresentam também a
caracteristica de multirresistencia (Scott & Pitt, 2004; Panagea et al., 2005; Jelsbak
et al., 2007; Tingpej et al., 2007).

Romling e colaboradores (1994) descreveram um clone epidémico,
denominado clone C, que se encontra disseminado em alguns paises europeus.
Cerca de 28% dos isolados dos pacientes estudados apresentavam este clone, o
que também foi detectado, com uma frequéncia similar (21%) em amostras do meio
ambiente, como por exemplo, agua de rio, de piscina e mesmo agua potavel. Na
Inglaterra, uma cepa epidémica apresentando multirresisténcia (LES, Liverpool
Epidemic Strain) foi encontrada em 59% das amostras de P. aeruginosa obtidas de
criangcas em uma clinica pediatrica na cidade de Liverpool (Cheng et al, 1996),
sendo posteriormente isoladas em pacientes adultos com FC (McCallum et al, 2001).
Jones e colaboradores (2001), em um estudo prospectivo com 159 pacientes adultos
cronicos, verificaram a presenca de um clone denominado Manchester. Scott and
Pitt (2004) relataram a presencga de um novo clone epidémico, Midlands 1, sendo o
segundo gendtipo mais comumente encontrado, detectada em 10% das amostras de
P. aeruginosa na Inglaterra e no pais de Gales. Essa mesma cepa também ja foi
isolada na Austrélia.

Centros especializados no acompanhamento de pacientes com FC adotam,
em suas rotinas, diferentes critérios para a segregacdo de pacientes, incluindo os
individuos colonizados por P. aeruginosa com genaétipo transmissivel (Jones et al.,
2001. Armstrong et al, 2002). Nos EUA, 65% dos centros de atendimento a FC
apresentam politica de controle de infeccdo. Os dados sugerem que a adocgédo de
politicas locais € extremamente importante para melhorar o controle de infeccdo na
FC (Saiman & Garber, 2009).

Justificativa:

As infec¢des pulmonares cronicas por P. aeruginosa sao responsaveis pela
alta morbi-mortalidade em pacientes com FC. A persisténcia de P. aeruginosa no

pulmdo de pacientes com FC estd associada a um pior prognéstico. Um aspecto
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importante nesta etapa é a conversdo do fenotipo ndo mucoéide para mucoide,
mudanca esta que traz uma série de vantagens adaptativas no microambiente
pulmonar, o que permite a bactéria prolongar o tempo da infec¢do. Além disso, o
estabelecimento da cronicidade estaria ligado a uma atenuacdo da viruléncia desta
bactéria, o que muitas vezes é decorrente de mutacdes no sistema de quorum-
sensing, que € responsavel pelo controle da expressao destes fatores (Ciofu et al.,
2010 & Feliziani et al., 2010).

Outro fator preponderante para a ocorréncia de infec¢cao pulmonar cronica por
P. aeruginosa nestes pacientes € a resisténcia aos antimicrobianos. Apesar dos
constantes cursos de antibioticoterapia, a erradicacdo desta bactéria € um objetivo
dificil de ser alcancado, em parte devido ao aparecimento da resisténcia durante o
tratamento. A resisténcia aos beta-lactamicos, mediada por enzimas e em especial
MBL ou KPC, representa uma grande preocupacéo na atualidade em virtude da sua
capacidade de circulacao e transferéncia génica inter-espécies (Hauser et al.,2011).

Os dados epidemioldgicos acerca da P. aeruginosa na FC apontam para a
manutencdo de um mesmo clone ou de poucos clones em cada paciente apés o
inicio da infeccéo cronica, entretanto em alguns locais, como Europa e Austrdlia, ja
foi constatada a ocorréncia dos chamados clones epidémicos, indicando que
algumas cepas apresentam a habilidade de se difundir entre pacientes distintos, até
mesmo quando estes séo atendidos em centros de referéncia diferentes (Vrankrijker
et al.,2011).

No Brasil, a comunidade cientifica envolvida com Fibrose Cistica carece de
dados epidemiol6gicos nacionais, uma vez que os trabalhos sdo pontuais e relatam
as caracteristicas de uma amostragem restrita. Neste sentido, o carater multicéntrico
de nosso estudo ressalta o ineditismo do trabalho ao apresentar as caracteristicas
de um conjunto diversificado de amostras quanto a origem, promovendo a
comparacao entre os dados obtidos dos diferentes centros, o que permite uma
visualizagdo mais fidedigna da realidade das infec¢cdes pulmonares por P.

aeruginosa em pacientes com FC no Brasil.
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1 OBJETIVOS

1.1 Objetivo Geral:

Investigar o perfil de resisténcia, genes associados a caracteristicas de
adaptabilidade e a similaridade genética em amostras de P. aeruginosa obtidas de
pacientes com FC cronicamente infectados acompanhados em quatro centros de
referéncia de trés estados, localizados em diferentes regides do pais: Rio de Janeiro
(Sudeste — SE), Rio Grande do Sul (Sul — S) e Bahia (Nordeste — NE).

1.2 Objetivos Especificos:

e Determinar o perfil de resisténcia de P. aeruginosa aos principais agentes

antimicrobianos usados no tratamento das infec¢cdes pulmonares;

e Comparar os perfis de resisténcia entre os centros de referéncia;

e Avaliar comparativamente o perfil de resisténcia nos fenétipos ndo mucdide e

mucoide;

e Investigar a presenca de genes de resisténcia (blaimp, blaspm, blavim € blakpc);

e Analisar o polimorfismo genético das amostras de P. aeruginosa por técnica

de Eletroforese em Campo Pulsado (PFGE);

e Investigar a presenca de mutacdes em genes considerados marcadores da

infeccéo crbnica (lasR e mucA).
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Pacientes e amostras bacterianas

Foi definido que seriam incluidos no estudo 20 pacientes com infeccdo
pulmonar cronica que faziam acompanhamento regular em cada um dos quatro
centros hospitalares de referéncia: Departamento de Pneumologia do Instituto
Fernandes Figueira (IFF — FIOCRUZ), Rio de Janeiro, RJ; Departamento de
Pneumologia do Hospital Universitario Pedro Ernesto (HUPE-UERJ), Rio de Janeiro,
RJ; Hospital das Clinicas de Porto Alegre (HCPA), Porto Alegre, RS e Hospital
Especializado Octavio Mangabeira (HEOM), Salvador, BA, indicando o carater
multicéntrico do estudo. A infeccdo crénica foi definida como a ocorréncia de pelo
menos trés culturas positivas para P. aeruginosa no periodo de um ano, com
intervalo de pelo menos um més entre elas. Para este estudo foram selecionados
pacientes que preenchiam esses critérios, por pelo menos dois anos antes do inicio
do estudo e incluidas todas as amostras de P. aeruginosa isoladas no periodo entre
maio de 2009 e junho de 2011.

O processamento dos espécimes respiratdrios e a identificacdo de P.
aeruginosa foram feitos nos laboratdrios de bacteriologia de cada centro, assim
como a caracterizacéo dos diferentes fenétipos: Nao mucoide (NM), mucdide (M) ou
Small Colony Variant (SCV). As amostras foram entdo encaminhadas para o
Laboratério 2 da Disciplina de Microbiologia e Imunologia — UERJ e estocados sob a
forma de suspensfes em solucdo de leite desnatado a 10% (Skim Milk; Difco
Laboratories, Detroit, Michigan, EUA) contendo glicerol a 10% e mantidas a -20°C,
até a realizacao dos testes.

Este trabalho recebeu aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
Universitario Pedro Ernesto (Anexo).
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2.2 Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos

A susceptibilidade aos antimicrobianos foi determinada através da técnica de
difusdo em &agar, de acordo com as recomendacdes do Committee for Clinical
Laboratory Standards Institute (CLSI, M07-A8, 2009).

Foram utilizados discos contendo nove antimicrobianos comumente incluidos
na terapia anti-Pseudomonas: Amicacina 30ug (AMI), Cefepime 30ug (CEP),
Ceftazidima 30ug (CAZ), Ciprofloxacina 5ug (CIP), Gentamicina 10ug (GEN),
Imipenem 10ug (IMP), Meropenem 10pg (MER), Piperacilina/tazobactam 100ug
/10ug (PTZ) e Tobramicina 10ug (TOB) (Oxoid, Hampshire, UK).

Posteriormente foram avaliados os diametros dos halos de inibicdo para cada
antimicrobiano e a classificacdo da susceptibilidade realizada de acordo com as
recomendacdes do CLSI (M100-S21, 2011) para P. aeruginosa de pacientes com

FC. A amostra de P. aeruginosa ATCC 27853 foi utilizada como controle do teste.

2.3 Deteccéo genotipica de metalo-B-lactamase (MBL) e Klebsiella pneumoniae

carbapenemase (KPC)

Foi realizada a técnica da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para a

deteccdo dos seguintes genes: blaspm-1, blamp-1, blaviv-2 € blakpc.

2.3.1 Extracdo do DNA bacteriano por lise térmica

As amostras foram semeados em agar Cysteine Lactose Electrolyte Deficient
Agar (CLED, Difco), e incubadas a 35+2°C por 18-24h. Ao término deste periodo,
uma colbnia isolada foi semeada em 3mL de caldo Brain Heart Infusion (BHI, Merck,
Alemanha). Apoés incubacdo a 35+2°C por 18-24h sob agitagdo, 200uL do

crescimento bacteriano foram adicionados a 2mL de &gua destilada (1:10) para a
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leitura da densidade otica (D.O.) em espectrofotdmetro (B295 Il Micronal, SP, Brasil)
(A= 580nm). A partir desta leitura foi determinado o volume da cultura necessario
para se obter a D.O.ssonm de 0,5.

As amostras foram distribuidas em tubos tipo eppendorf nos volumes
especificados pela D.O., e a seguir, centrifugadas por 2 min a 14.000 rpm (HERMLE,
Z 233M-2). Apos a centrifugacédo, o sobrenadante foi desprezado completamente e o
sedimento, ressuspenso em 600uL de agua deionizada estéril. O DNA foi obtido
apos aquecimento destas suspensfes a 100°C por 10 min e subsequente
centrifugacéo por 10 seg a 14.000 rpm. Uma vez extraido, o DNA permaneceu em

banho de gelo durante a preparacdo da mistura de reacéao.

2.3.2 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

As reagdes de PCR foram realizadas em volumes de 50 pL contendo 200 pL
de dNTP; 25 pmol de cada par de iniciadores; 1 X tampé&o de PCR (10 mM Tris-HCI,
pH 9,0, 50mM KCI, 1 mg/mL gelatina); 2,5 mM MgClz; 2,5 U de Taq DNA polymerase
(Invitrogen, Sao Paulo, Brasil) e um volume de 3 uL de DNA bacteriano.

Como controles negativos foram utilizados a mistura da reacdo sem adicao do
DNA molde (45uL) e com o DNA extraido de P. aeruginosa ATCC 27853, que nao
apresenta essas caracteristicas de resisténcia. Para controles positivos de blaspw-1,
blaive-1 € blaviv-2 foram utilizadas as cepas de P.aeruginosa produtoras de SPM-1
(48-1997A), IMP-1 (PSA 319) e VIM-2 (AG-2), respectivamente, gentilmente cedidas
pela Dra. Ana Cristina Gales da Universidade Federal de S&o Paulo, S&o Paulo.

A amplificacdo dos segmentos génicos empregando diferentes pares de

iniciadores foi realizada conforme descrito na Tabela 1.
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metalo-B-lactamases (MBL)
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para deteccdo dos genes codificadores de

Tamanho
o do Condicgdes de ]
Gene Iniciadores o Referéncia
Fragmento amplificacéo
(pb)
Desnaturacéo inicial
Bl 5-CTACCGCAGCAGAGTCTTTG-3 03 95° C/2min; 33 ciclos Senda et al.,
aimp-
e 5-GAACAACCAGTTTTGCCTTACC-3’ de 94°C/1 min; 1996
60°C/1 min; 72°/1min
Desnaturagao inicial
(95°C/5min), 30
5-CCTACAATCTAACGGCGACC-3 ] ) Gales et al.,
Blaspwm-1 648 ciclos de 95°C/1 min;
5-TCGCCGTGTCCAGGTATAAC-3 ) 2003
54°C/1min;
68°C/1min
Desnaturacgéo inicial
Bl 5-ATGTTCAAACTT TTGAGTAAGT-3 800 (95°C/10min), 25 Gales et al.,
avim-2
5-CTACTCAACGACTGAGCG-3’ ciclos de 95°C/30s; 2003
53°C/1min; 72°C/45s
Desnaturagao inicial
(94°C/3min), 30 o
5-TGTCACTGTATCGCCGTC-3 ] ] Yigit et al.,
Blakpc-2 1011 ciclos de 94°C/1min;
5-CTCAGTGCTCTACAGAAAACC-3 2001

52°C/1min;
72°C/1min

Fonte: Ferreira, 2013.

2.3.3 Eletroforese em gel de agarose

Os produtos da amplificacdo foram submetidos a eletroforese a 100V, durante

aproximadamente 1h em gel de agarose (Invitrogen) a 1,2%, com solucdo 1X de
tampé&o TBE (Tris-Base, Acido bérico, EDTA 0,5M, pH 8,0).
Apos a corrida eletroforética, o gel foi imerso em solucéo de brometo de etidio

(0,5ug/mL), por 10min e, em seguida, visualizado em transiluminador de luz ultra-

violeta (Cole Parmer 96W Instrument Co. Vernen Hills, lllinois, EUA) e fotografado

(Kodak Digital Sciense, Electrophoresis Documentation and Analysis System 120).
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2.4 Perfil de fragmentacdo do DNA cromossdmico por eletroforese em campo
pulsado (PFGE)

A analise dos perfis de fragmentacdo do DNA cromossémico das amostras de
P. aeruginosa foi realizada conforme descrito por Carvalho et al., 2006. As amostras
bacterianas foram semeadas em placas contendo Tryptcase Soy Agar (TSA; Difco,
Detroit, Mich.) e incubadas a 36+1°C por 18-24h. A seguir, as células bacterianas
foram suspensas em 500uL de tampéo PIV (1M NaCl, 10mM Tris-HCI, pH 7,6) de
forma a se obter turvacdo equivalente ao padrdo 5 da escala de McFarland. Foi
adicionado igual volume de agarose de baixo ponto de fusdo (NuSieve GTG
agarose; FMC BioProducts, Rockland, Maine, EUA) a 2% preparada em tampéao PIV.
A mistura obtida foi vertida em moldes apropriados para a obtencao de blocos.

Apos a solidificacdo da agarose, os blocos foram colocados em 3,5mL de
solucéo de lise (6mM Tris-HCI, pH 7,6; 1M NaCl; 100mM EDTA,; 0,5% Brij-58; 0,2%
desoxicolato sodico; 0,5% lauril sarcosinato de soédio; 1mg/mL de lisozima) e
incubados por 15-18h a 36+1°C, sob agitacdo branda. Apos esse periodo, os tubos
foram resfriados a 4°C - 8°C e a solucao foi substituida por 2,0mL de solu¢cdo ESP
(0,5M EDTA, pH 8,0; 1% Sarcosyl; 0,1mg/mL de proteinase K) com incubacédo por
18-24h a 50+1°C sob leve agitacdo. A seguir, a solucdo foi substituida por nova
solucdo ESP e incubada durante 18-24h a 50+1°C. Os blocos foram, entdo, lavados
em tampéao TE (10mM Tris-HCI, pH 7,6; 0,1mM EDTA) por seis vezes a 36+1°C, sob
agitacao branda (trés lavagens de 20 a 30 minutos cada, duas lavagens de 2h cada
e uma lavagem de 24h).

Um bloco de cada amostra foi colocado em 200uL do tampéo da enzima
(20uL do tampao; 180uL de agua milliQ esterilizada) e incubados por 2h a 36+1°C.
ApoOs esse periodo, os blocos foram submetidos ao tratamento com solucéo
contendo 15U da enzima de restricdo Spel (Invitrogen) por 16-18h a 36+1°C em
aerobiose.

A solucao contendo a enzima de restricao foi retirada e os blocos contendo o
DNA digerido foram fundidos a 72°C e aplicados em gel de agarose (SeaKem GTG
agarose; FMC) a 1,0% em 0,4X TBE. A separacao eletroforética foi realizada no
sistema CHEF DRIIlI (Bio-Rad Laboratories, Richmond, California, EUA) por 15h a

6V/cm, com pulso inicial de 5s e pulso final de 35s, a 14°C. Para a visualizacdo das
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bandas obtidas, o gel de agarose foi imerso em solugcdo de brometo de etidio
(0,5pug/mL) por 20 min, sob agitacdo, descorado em agua por no minimo 30min,
observado em transiluminador de UV e posteriormente fotografado.

Para analises dos géis foi utilizado o aplicativo BioNumerics Software 6.0
(Applied Maths, St. Marten-Latem, Bélgica) e os percentuais de similaridade foram
determinados pelo Coeficiente de Dice. Os dendrogramas foram construidos pelo
método UPGMA usando-se tolerancia de 1% e otimizagdo de 1%. Foram
considerados clones idénticos aqueles com percentuais de similaridades iguais ou

superiores a 80%.

2.5 Sequenciamento dos genes mucA e lasR

A extracdo do DNA foi executada como descrito no item 3.1, e posteriormente
as amostras foram submetidas a reagbes de amplificacédo utilizando-se os pares de

iniciadores e as condi¢des descritas na Tabela 2.

Tabela 2 - Condi¢cdes metodoldgicas para amplificacdo dos genes mucA e lasR.

o Condic0Oes de L
Gene Iniciadores - . Referéncia
amplificacéo

Desnaturacgéo inicial
95° C/8min; 33
ciclos de 94°C/1
5-GAAGCCTGACACAGCGGCAAATGC-3 Feliziani et al.,
mucA min; 60°C/1 min e
5-CCTCAGCGGTTTTCCAGGCTGGCTGC-3’ 2010
20s; 72°/2min;
extensao final
72°/10min
Desnaturacéo inicial
95° C/8min; 33
ciclos de 94°C/1 S
5-CACGGGCGCATGCGCCTC-3’ Feliziani et al.,
lasR min; 50°C/1 min e
5-AAGCTTCTATATAGAAGGGCA-3’ 2010
20s; 72°/2min;
extensao final

72°/10min

Fonte: Ferreira, 2013.
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2.5.1 Purificacdo do DNA

Os produtos de amplificacdo foram submetidos a purificacdo através do kit de
purificacdo llustra GFX PCR e Gel Band Purification Kit (GE Healthcare Life
Sciences). As suspensofes contendo os produtos de amplificacdo foram misturadas a
500 pyL do tampao de captura em um sistema composto pelos tubos coletores e
colunas GFX, onde o DNA fica retido, e em seguida centrifugadas a 14.000 rpm por
30 seg. O tampéo de captura foi descartado e adicionou-se 500 uL do tampéao de
lavagem, submetendo-se a nova centrifugacdo a 14.000 rpm por 30 seg. Os tubos
coletores foram descartados e a coluna GFX foi transferida para tubos tipo
eppendorfs, sendo adicionado 40 pyL do tampéao de eluicdo, que retira o DNA retido
na coluna GFX, incubado por 1 min e novamente centrifugado a 14.000 rpm por 1
min. O DNA purificado foi submetido a eletroforese, a 100V, durante
aproximadamente 30 min em gel de agarose (Invitrogen) a 1,2%, com solugéo 1X de
tampédo TBE, corado em solucdo de brometo de etidio (0,5ug/mL), por 10min e, em
seguida, visualizado em transiluminador de luz ultra-violeta (Cole Parmer 96W
Instrument Co. Vernen Hills, lllinois, EUA), para confirmacéo da pureza, manutencao
e qualidade do DNA purificado, e posteriormente foi conservado congelado (-20°C)

até a realizacdo da reacdo de sequenciamento.

2.5.2 Reacdo de sequenciamento

O sequenciamento foi realizado pelo método de terminagcdo com
dideoxinucleotideos (Sanger, Nicklen & Coulson, 1977) utilizando-se os iniciadores
da reacdo de PCR e o kit DYEnamic ET Dye Terminator (Amersham Biosciences). A
reacao continha 2uL de DNA (180ng/pL), 2uL do mix de terminacdo (Amersham
Biosciences) e 2,5pmoles/pL do iniciador em cada po¢o de microplaca de PCR (96
pocos, com borda inteira (Axygen). ApOos uma centrifugagdo rapida (4.000 rpm,
1min), a placa foi submetida a reacdo de sequenciamento. As reacdes foram

realizadas no sequenciador Beckman Coulter CEQ 8000 System (Beckman Coulter,
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High Wycombe, UK) em triplicata, sob as seguintes condicfes: 25 ciclos de
95°C/20s, 50°C/15s e 60°C/1min.

2.5.3 Precipitacdo do DNA e analise

Para realizar a precipitacdo, foi adicionado a cada pog¢o da microplaca 26uL
de etanol absoluto e 1puL de acetato de sdédio, em seguida submeteu-se a
centrifugacéo rapidamente (4.000 rpm, 1min), e as placas foram armazenadas sob
refrigeracao 4-8°C, em auséncia de luz por 18-24h. Posteriormente, as sequéncias
foram lidas com auxilio do sistema MegaBACE 1000 DNA Analysis System
(Amersham Biosciences).

Os resultados do sequenciamento foram comparados com as sequéncias dos
genes mucA e lasR na amostra padrao PAO1 (http://www.pseudomonas.com)
através do software BioEdit 7.1.3.0 para a deteccao de mutacdes

2.6 Andlise estatistica

Para validar a analise comparativa entre as diferentes situa¢cdes abordadas
neste estudo foi utilizado o teste Exato de Fisher. Os dados foram avaliados no
aplicativo Prism (GraphPad, Inc., versdo 5.0). Qualquer diferenca foi considerada
significativa quando P<0,05.
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3 RESULTADOS

3.1 Caracteristicas da amostragem

No periodo de maio de 2009 a junho de 2010, foram obtidas 274 amostras de
P. aeruginosa referentes aos quatro centros participantes do estudo (HUPE-RJ, IFF-
RJ, HCPA-RS e HEOM-BA). Foram incluidos 75 pacientes, sendo 20 atendidos em
cada um dos centros do Rio de Janeiro e no do Rio Grande do Sul e 15 no centro da
Bahia.

A média de idade dos 20 pacientes atendidos no HUPE - RJ foi de 26,4 anos,
na faixa de 20 a 38 anos e o numero total de amostras deste centro foi 47,
perfazendo uma média de 2,3 amostras por paciente. No IFF - RJ, a média de idade
foi 10,3 anos, faixa etaria de 1 a 17 anos, com um total de 68 amostras,
contabilizando 3,4 amostras por paciente. Para os 15 pacientes atendidos no HEOM
- BA, o intervalo de idade foi de 5 a 18 anos e a média foi 12,3 anos e o numero de
amostras 26, indicando uma média de 1,7 amostras por paciente. No HCPA - RS
foram obtidas 133 amostras de 20 pacientes, 0 que totaliza 6,6 amostras por
paciente, a média de idade destes pacientes foi 14,2 anos, com intervalo de 2 a 30
anos (Tabela 3).
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Tabela 3 - Caracteristicas da amostragem por centro de atendimento aos pacientes

com Fibrose Cistica.

Centros de Atendimento

Caracteristicas Total
HUPE IFF HCPA HEOM
Pacientes (n) 20 20 20 15 75
Média de idade (anos) 26,4 10,3 14,2 12,3 15,8
Variagdo (anos) 20-38 1-17 2-30 5-18
Amostras (n) 47 68 133 26 274
Média de amostras/
_ 2,3 3,4 6,6 1,7 3,6
paciente
Legenda: HUPE — Hospital Universitario Pedro Ernesto — RJ; IFF — Instituto Fernandes Figueira

— RJ; HCPA — Hospital das Clinicas de Porto Alegre — RS; HEOM — Hospital Especializado Octavio
Mangabeira — BA.
Fonte: Ferreira, 2013.

Dentre as 274 amostras estudadas, 149 (54,3%) apresentaram fenétipo NM,
enquanto 124 (45,2%) amostras exibiram o fenétipo M. Apenas uma amostra foi
caracterizada como SCV (Small Colony Variant). Das 133 amostras do HCPA - RS,
80 (60,1%) apresentaram fendtipo NM, 52 (39%) o fendtipo M e uma com fendtipo
SCV. O numero de amostras do IFF - RJ (total de 68) com fendtipo NM e M foi
29(42,6%) e 39 (57,4%), respectivamente. Dentre as 47 amostras do HUPE - RJ, 21
(44,7%) foram classificadas como NM e 26 (56,3%) como M, enquanto no HEOM -
BA, em um total de 26 amostras, 19 (73%) foram identificadas como NM e sete
(27%) como M (Tabela 4).

A maioria dos pacientes (n=47, 62,6%) apresentou infec¢ao intermitente pelos
dois fendtipos (NM e M), sendo 15, 14, 13 e cinco atendidos no HUPE - RJ, HCPA -
RS, IFF - RJ e HEOM, respectivamente. Apenas oito (10,6%) exibiram infecgao
exclusivamente por amostras M, dos quais quatro do HUPE - RJ, trés do IFF - RJ e

um do HCPA - RS. Nos outros 20 pacientes a infec¢ao foi restrita a amostras NM.
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Tabela 4 - Fendtipo das 274 amostras de P.aeruginosa incluidas no estudo

Centros de atendimento (n° de amostras)

Fendtipo Total
HCPA (133)2 IFF (68) HUPE (47) HEOM (26)

Nao 80 29 21 19 149
Mucoide (60,1%) (42,6%) (44,7%) (73%) (54,3%)
52 39 26 7 124
Mucoéide
(39%) (57,4%) (53,3%) (27%) (45,2%)

Legenda: @ Uma amostra apresentou morfotipo SCV (Small Colony Variant); HUPE — Hospital
Universitario Pedro Ernesto — RJ; IFF — Instituto Fernandes Figueira — RJ; HCPA — Hospital das
Clinicas de Porto Alegre — RS; HEOM — Hospital Especializado Octavio Mangabeira — BA.
Fonte: Ferreira, 2013.

3.2 Fendtipo de resisténcia aos antimicrobianos

3.2.1 Analise geral

Dentre as 274 amostras de P. aeruginosa 0s maiores percentuais de
resisténcia (resisténcia plena e intermediaria) foram observados para AMI e GEN,
26% (n=71), seguido de CEP, 22% (n=60) e do outro aminoglicosideo (TOB), com
19% (n=52). 18% (n=50) e 14% (n=39) das amostras ndo foram susceptiveis ao IMP
ao MER, respectivamente. Percentuais de amostras nao susceptiveis (resisténcia
plena e intermediéaria) inferiores a 18% foram observados para CIP e para PTZ
(17%, n=47) e CAZ (15%, n=40) (Figura 1).
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Figura 1 — Percentuais de resisténcia das 274 amostras de P. aeruginosa
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Legenda: AMI — Amicacina;, GEN — Gentamicina; CEP — Cefepime; TOB — Tobramicina; IMP —
Imipenem; CIP - Ciprofloxacina; PTZ — Piperacilina/Tazobactam; CAZ - Ceftazidima;, MER —
Meropenem.

Fonte: Ferreira, 2013.

Ao correlacionarmos a resisténcia com o fenétipo (NM e M), verificamos que
para os trés aminoglicosideos e para a CIP, o nimero de amostras resistentes com
fenotipo NM foi maior que o niumero de amostras resistentes com fenétipo M e esta
diferenca mostrou-se significativa no caso da GEN (P=0,02) da TOB (P=0,008) e da
CIP (P=0,006). Por outro lado, no caso dos beta-lactamicos e da PTZ, o nimero de
amostras M resistentes foi maior que o de amostras NM resistentes. Entretanto,
apenas no caso do IMP (P=0,03), da CAZ (P=0,003) e da PTZ (P=0,01), a diferenca

mostrou-se estatisticamente significativa (Tabela 5).
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Tabela 5 - Distribuicho das amostras de P. aeruginosa resistentes aos

antimicrobianos de acordo com os fendtipos ndo mucoide e mucodide

Antimicrobiano Fenotipo
(numero de amostras pb
resistentes) N&o mucoide Mucodide

Amicacina (70) 43 27 0,21
Gentamicina (71) 47 24 0,02"
Cefepime (60) 27 33 0,10
Tobramicina (52) 37 15 0,008"
Imipenem (50)2 20 29 0,03"
Ciprofloxacina (47) 35 12 0,006"
Piperacilina-tazobactam (47) 18 29 0,01"
Ceftazidima (40) 13 27 0,003"
Meropenem (39) 17 22 0,16

Legenda: 2Uma amostra apresentou fenétipo SCV; PTeste exato de Fisher — considerado significativo
quando P<0,05".

Fonte: Ferreira, 2013.

3.2.2 Andlise por Centro de Atendimento

3.2.2.1 Hospital das Clinicas de Porto Alegre - RS

Nas 133 amostras obtidas do HCPA - RS, verificou-se um percentual de
resisténcia acima de 30% para os antimicrobianos AMI, CEP e GEN (37% [n=49],
33% [n=44] e 33% [n=44], respectivamente). Para IMP, CIP, CAZ, MER e PTZ os
indices foram 29% [n=38], 26%[n=34], 25% [n=33], 23% [n=31] e 22% [n=29],
respectivamente. A menor resisténcia foi observada para TOB, 17% [n=23] das

amostras (Figura 2).
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Figura 2 — Percentual de resisténcia de 133 amostras de P. aeruginosa obtidas do

Hospital das Clinicas de Porto Alegre - RS
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Legenda: AMI — Amicacina; GEN — Gentamicina; CEP — Cefepime; TOB — Tobramicina; IMP —

Imipenem; CIP - Ciprofloxacina; PTZ — Piperacilina/Tazobactam; CAZ - Ceftazidima;, MER —
Meropenem.
Fonte: Ferreira, 2013.

Ao avaliarmos o percentual de amostras ndo susceptiveis entre os fenotipos
NM ou M verificamos que para os trés aminoglicosideos testados (AMI, GEN e TOB)
e para CIP o numero de amostras do fen6tipo NM nédo susceptiveis foi maior que o
de M e no caso da CIP (P=0,04) esta diferenca foi estatisticamente significativa.
Para todos os beta-lactamicos e PTZ (P<0,05), o nimero de amostras M néao

susceptiveis foi estatisticamente maior que o de amostras NM (Tabela 6).
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Tabela 6 — Distribuicdo das amostras de P. aeruginosa do Hospital das Clinicas de
Porto Alegre resistentes aos antimicrobianos de acordo com os fendtipos néo

mucoide e mucdide

Antimicrobiano Fenotipo

(nimero de amostras . . . pb
) N&o mucoide Mucdide
resistentes)

Amicacina (49) 31 18 0,71
Cefepime (44) 20 24 0,01"
Gentamicina (44) 30 14 0,25
Imipenem (38)2 16 21 0,01"
Ciprofloxacina (34) 26 8 0,04"
Ceftazidima (33) 11 22 0,004
Meropenem (31) 13 18 0,02°
Piperacilina-tazobactam (29) 7 22 0,001"
Tobramicina (23) 18 5 0,06

Legenda: @8Uma amostra apresentou fenétipo SCV ; bTeste exato de Fisher — considerado significativo
quando P<0,05".
Fonte: Ferreira, 2013.

3.2.2.2 Instituto Fernandes Figueira - RJ

A Figura 3 mostra que dentre as 68 amostras oriundas do IFF - RJ, as
maiores taxas de resisténcia foram verificadas para os aminoglicosideos, TOB, GEN
e AMI, 32,4% (n=22), 29,5% (n=20) e 19,2% (n=13), respectivamente. Percentuais
inferiores foram observados para CEP (10,3%, n=7), IMP e PTZ (7,4%, n=5). Os
percentuais de resisténcia a MER, CAZ e CIP, foram 5,9% (n=4), 4,5% (n=3) e 1,5%

(n=1), respectivamente.



44

Figura 3 — Percentual de resisténcia de 68 amostras de P. aeruginosa obtidas do

Instituto Fernandes Figueira - RJ
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Legenda: AMI — Amicacina; GEN — Gentamicina; CEP — Cefepime; TOB — Tobramicina; IMP —
Imipenem; CIP - Ciprofloxacina; PTZ — Piperacilina/Tazobactam; CAZ - Ceftazidima;, MER -
Meropenem.

Fonte: Ferreira, 2013.

O namero de amostras NM néo sensiveis foi maior que o nimero de amostras
M para os trés aminoglicosideos, porém esta diferenca so6 foi significativa para TOB
(P=0,003) e GEN (P=0,02). Para todos os outros antimicrobianos, o ndmero de
amostras M nédo sensiveis foi maior que o de NM, contudo em nenhum dos casos a

diferenca foi significativa (Tabela 7).
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Tabela 7 — Distribuicdo das amostras de P. aeruginosa do Instituto Fernandes

Figueira resistentes aos antimicrobianos de acordo com os fenétipos ndo mucoéide e

mucoide
Antimicrobiano Fenotipo
(ndmero de amostras _ . pa
resistentes) Ndo mucoide Mucoide
Tobramicina (22) 15 7 0,003
Gentamicina (20) 13 7 0,02"
Amicacina (13) 7 6 0,53
Cefepime (7) 1 6 0,22
Imipenem (5) - 5 0,06
Piperacilina-tazobactam (5) - 5 0,06
Meropenem (4) - 4 0,13
Ceftazidima (3) - 3 0,25
Ciprofloxacina (1) - 1 1,0

Legenda: @Teste exato de Fisher — considerado significativo quando P<0,05".
Fonte: Ferreira, 2013.

3.2.2.3 Hospital Universitario Pedro Ernesto - RJ

Dentre as 47 amostras obtidas do HUPE - RJ, 14,9% (n=7) e 12,8% (n=6) nao
foram susceptiveis a CIP e aos aminoglicosideos, respectivamente. Percentuais
inferiores foram observados para os demais antimicrobianos: IMP (8,6%, n=4), CAZ
(6,4%, n=3), CEP (6,4%, n=3), PTZ (4,3%, n=2) e MER (2,2%, n=1) (Figura 4).



46

Figura 4 — Percentual de resisténcia de 47 amostras de P. aeruginosa obtidas do

Hospital Universitario Pedro Ernesto - RJ
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Legenda: AMI — Amicacina; GEN — Gentamicina; CEP — Cefepime; TOB — Tobramicina; IMP —

Imipenem; CIP - Ciprofloxacina; PTZ — Piperacilina/Tazobactam; CAZ - Ceftazidima;, MER -
Meropenem.
Fonte: Ferreira, 2013.

O numero de amostras NM néo sensiveis foi maior que o de M para CIP e
MER, enquanto para IMP, CAZ e CEP constatamos o oposto. Em nenhum dos
casos a diferenca foi estatisticamente significativa. Para GEN, AMI e PTZ, o nimero

de amostras ndo sensiveis foi igual para os dois fenotipos (Tabela 8).
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Tabela 8 — Distribuicdo das amostras de P. aeruginosa do Hospital Universitario
Pedro Ernesto resistentes aos antimicrobianos de acordo com os fendétipos nao

mucoide e mucdide

Antimicrobiano Fenotipo

(nimero de amostras . . pa
resistentes) Nao mucoide Mucoide

Ciprofloxacina (7) 5 2 0,27
Tobramicina (6) 3 3 1,0
Gentamicina (6) 3 3 1,0
Amicacina (6) 3 3 1,0
Imipenem (4) 1 3 1,0
Ceftazidima (3) 1 2 1,0
Cefepime (3) 1 2 1,0
Piperacilina-tazobactam (2) 1 1 1,0
Meropenem (1) 1 - 1,0

Legenda: @Teste exato de Fisher — considerado significativo quando P<0,05".
Fonte: Ferreira, 2013.

3.2.2.4 Hospital Especializado Octavio Mangabeira - BA

A Figura 5 aponta que cerca de 43% (n=11) das 26 amostras originarias do
HEOM - BA exibiram resisténcia a PTZ. Para CEP e CIP, as taxas de néo
susceptibilidade foram 23,1% (n=6) e 19,3% (n=5), respectivamente. Para o0s
carbapenémicos, a taxa de resisténcia foi de 11,6% (n=3). Para os demais

antimicrobianos, os percentuais de amostras ndo sensiveis foi inferior a 10%.
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Figura 5 — Percentual de resisténcia de 26 amostras de P. aeruginosa obtidas do

Hospital Especializado Octavio Mangabeira - BA
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Legenda: AMI — Amicacina; GEN — Gentamicina; CEP — Cefepime; TOB — Tobramicina; IMP —
Imipenem; CIP - Ciprofloxacina; PTZ — Piperacilina/Tazobactam; CAZ — Ceftazidima; MER -
Meropenem.

Fonte: Ferreira, 2013.

O numero de amostras NM nao sensiveis foi maior que o de M para todos 0s
antimicrobianos testados. Entretanto, essa diferenca ndo foi estatisticamente

significativa (Tabela 9).
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Tabela 9 — Distribuicdo das amostras de P. aeruginosa do Hospital Especializado
Octavio Mangabeira resistentes aos antimicrobianos de acordo com os fenétipos nao

mucoide e mucdide

Antimicrobiano Fenotipo

(nimero de amostras B . . pa
) N&o mucoide Mucdide
resistentes)

Piperacilina-tazobactam (11) 10 1 0,17
Cefepime (6) 5 1 0,64
Ciprofloxacina (5) 4 1 1,0
Imipenem (3) 3 - 1,0
Meropenem (3) 3 - 1,0
Amicacina (2) 2 - 1,0
Gentamicina (1) 1 - 0,51
Tobramicina (1) 1 - 0,51

Ceftazidima (1) 1 - 0,51
Legenda: @Teste exato de Fisher — considerado significativo quando P<0,05".

Fonte: Ferreira, 2013.

3.3 Comparacgédo dos perfis de resisténcia das amostras de P. aeruginosa
obtidas de pacientes atendidos nos quatro centros de referéncia avaliados

A Tabela 10 lista todos os perfis de resisténcia encontrados na amostragem
avaliada. Verificamos a ocorréncia de 51 perfis de resisténcia. O perfil prevalente
incluia resisténcia concomitante aos trés aminoglicosideos (AMI, GEN e TOB) e foi
identificado em 11 amostras. Contudo este perfil foi restrito aos centros de referéncia
localizados no Rio de Janeiro (HUPE - RJ e IFF - RJ). O segundo perfil mais comum
foi caracterizado pela resisténcia simultanea a GEN e TOB (encontrada em sete
amostras) e foi exclusivo do IFF — RJ. Enquanto que, a resisténcia exclusiva a CIP
(também encontrada em sete amostras) foi constatada no HUPE - RJ (RJ) e no

HCPA (RS). A maioria dos perfis de resisténcia foi encontrada exclusivamente em
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apenas uma amostra. Além disso, nenhum perfil foi encontrado simultaneamente

nos quatro centros de referéncia incluidos neste estudo.



Tabela 10 - Distribuicdo dos perfis de

hospitalar de origem

o1

resisténcia de P. aeruginosa por centro

Perfil de resisténcia®

HUPE IFF HCPA HEOM TOTAL

GEN-AMI-TOB
GEN-TOB
CIP
PTZ- CAZ-CEP-IMP-MER-GEN-AMI
GEN-AMI-TOB-CEP-CIP
IMP
GEN-AMI
PTZ- CEP-CAZ
PTZ- CAZ-CEP-IMP-MER
GEN-AMI-TOB-CIP
PTZ- CAZ-CEP-IMP-MER-GEN-AMI-TOB
PTZ
PTZ- CEP-CIP
PTZ- CAZ-CEP-IMP-MER-AMI
PTZ-CIP
PTZ-CEP-IMP-MER-GEN-AMI-TOB
GEN-AMI-TOB-CEP
IMP-MER-CIP
TOB
CAZ-CEP
PTZ- CAZ-CEP-IMP-MER-GEN-AMI-TOB-CIP
PTZ- CEP
PTZ- CEP-IMP
PTZ- CAZ-CEP-IMP
PTZ- CAZ-CEP-IMP-MER-GEN-CIP
IMP-MER
PTZ-CEP-IMP-MER-GEN-AMI-TOB-CIP
AMI-PTZ
PTZ-CEP-CAZ-IMP-GEN-AMI
CIP-MER
PTZ-CEP-GEN-AMI-TOB-CIP
CAZ-CEP-IMP-CIP
PTZ-CAZ-IMP
CEP-IMP
PTZ-CEP-IMP-MER-AMI
IMP-AMI-TOB-GEN
CAZ
GEN
CEP-GEN
AMI-GEN-TOB-IMP-MER-CIP
AMI-GEN-TOB-CAZ-CEP-CIP
PTZ-CEP-CAZ-MER-TOB
AMI-GEN-IMP-MER-CAZ-CEP-CIP
PTZ-CEP-CAZ-MER-AMI
AMI-IMP-CIP
AMI-GEN-TOB-IMP-MER-CEP-CAZ
AMI-TOB-IMP-MER-CAZ-CEP
PTZ-CEP-IMP-MER-GEN-AMI-CAZ-CIP
AMI-GEN-CEP-IMP
CAZ-CEP-MER
GEN-AMI-CIP
PTZ-CAZ-CEP-IMP-MER-CIP

4 7
7

11

4
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Legenda: 2Os perfis destacados foram classificados como multirresistentes; AMI — Amicacina; GEN —

Gentamicina; CEP — Cefepime; TOB — Tobramicina; IMP — Imipenem; CIP - Ciprofloxacina; PTZ —

Piperacilina/Tazobactam; CAZ — Ceftazidima; MER — Meropenem; HUPE — Hospital Universitario
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Pedro Ernesto — RJ; IFF — Instituto Fernandes Figueira — RJ; HCPA — Hospital das Clinicas de Porto
Alegre — RS; HEOM — Hospital Especializado Octavio Mangabeira — BA.
Fonte: Ferreira, 2013

As amostras que apresentaram resisténcia simultanea a representantes de
pelo menos trés classes de antimicrobianos foram classificadas como
multirresistentes (MR). Diante deste critério, encontramos 46 (16,7%) amostras MR.
Ao analisarmos a distribuicdo desses fenotipos por centro verificamos que no HCPA
- RS 35 de 133 amostras (26,3%) eram MR. No HEOM - BA, IFF - RJ e HUPE - RJ
cinco de 26 (19,2%), quatro de 68 (5,8%) e duas de 47 (4,2%) exibiram esta
caracteristica. Apenas duas amostras (ambas do HCPA - RS) apresentaram
resisténcia a todos os antimicrobianos testados (Tabela 10).

Observando a distribuicdo das amostras MR por paciente constatamos que 15
(20%) dos 75 incluidos no estudo apresentaram pelo menos uma amostra com este
fendtipo. Destes 15, 40% eram pacientes do HCPA - RS e 27%, 10% e 5% eram
pacientes do HEOM - BA, IFF - RJ e HUPE - RJ, respectivamente.

3.4 Pesquisa de genes associados aresisténcia aos carbapenémicos

3.4.1 Metalo-B-lactamases

Dentre as 274 amostras do estudo, 54 (19,7%) apresentaram resisténcia aos
carbapenémicos (IMP e/ou MER). Diante da importancia deste fendtipo, estas
amostras foram submetidas a técnica de PCR para deteccdo dos genes
correspondentes as enzimas metalo-B-lactamases mais frequentes em P.
aeruginosa: blaie (IMP), blavim (VIM) e blasepm (SPM). Entretanto, nenhuma das 54

amostras testadas apresentou resultado positivo.



53

3.4.2 KPC (Klebsiella pneumoniae cabapenemase)

As 54 amostras resistentes aos carbapenémicos também foram submetidas a
técnica de PCR para amplificagdo do gene blakec correspondente a enzima KPC.
Contudo, nenhuma das amostras testadas apresentou resultado positivo para esse

gene.

3.5 Andlise do polimorfismo genético das amostras

As 274 amostras de P. aeruginosa incluidas no estudo foram submetidas a
analise do polimorfismo genético através da técnica de PFGE. Verificamos a
ocorréncia de uma grande diversidade entre as amostras, sendo identificados 224
clones. Além disto, ndo foi observada a presenca de clones circulantes entre os
diferentes centros de onde as amostras foram obtidas.

Ao analisarmos isoladamente as 133 amostras do HCPA - RS identificamos
96 clones (Figura 6). A maioria dos pacientes (90%) apresentou infeccéo por clones
diferentes e que s6 apareceram uma vez ao longo do periodo de estudo, entretanto
em dois (10%) pacientes, HCPA4 e HCPA12, foi possivel constatar a manutencao
de um mesmo clone por 10 e oito meses, respectivamente (Tabela 11).

No IFF - RJ foram observados 60 clones dentre as 68 amostras e ndo houve
um clone circulante (Figura 7). Apenas um paciente (IFF17) apresentou a
persisténcia de um clone por cinco meses, 0s outros 19 tiveram a infecgcdo marcada
por clones diferentes (Tabela 12).

As 47 amostras obtidas do HUPE - RJ foram agrupadas em 43 clones
distintos (Figura 8). Nao houve clones circulantes ou compartilhados por mais de um
paciente. Em um dos pacientes (HUPE3) constatamos a manutencdo de um mesmo
clone por cinco meses (Tabelal3).

A figura 9 apresenta a relacdo clonal das 26 amostras obtidas do HEOM - BA.
Foi possivel identificar 25 clones. Todos 0s pacientes apresentaram infeccdo por

clones diferentes que so foram encontrados uma vez em cada individuo (Tabela 14).
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Figura 6 - Dendrograma resultante da analise automatizada pelo método UPGMA,

mostrando os coeficientes de similaridade, obtidos por eletroforese de campo

pulsado, apds digestdo do DNA por Spel das 133 amostras de P. aeruginosa obtidas

no Hospital das Clinicas de Porto Alegre (continua)
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Figura 6 - Dendrograma resultante da analise automatizada pelo método UPGMA,

mostrando os coeficientes de similaridade, obtidos por eletroforese de campo

pulsado, apds digestdo do DNA por Spel das 133 amostras de P. aeruginosa obtidas

no Hospital das Clinicas de Porto Alegre (conclusao)
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Fonte: Ferreira, 2013
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RS89
RS88
RS12
RS83
RS2
RS82
RS21
RS36
RS50
RS34
RS93
RS66
RS33
RS67
RS40

HCPA9
HCPA9
HCPA11
HCPA7
HCPA13
HCPA20
HCPA4
HCPA4
HCPA4
HCPA4
HCPA4
HCPA4
HCPA4
HCPA4
HCPA4
HCPA4
HCPA4
HCPA4
HCPA4
HCPA9
HCPA13
HCPA16
HCPA11
HCPA3
HCPA16
HCPA4
HCPA15
HCPA3
HCPA7
HCPA19
HCPA17
HCPA14
HCPA13
HCPA13
HCPA11
HCPA11
HCPA11
HCPA12
HCPA12
HCPA12
HCPA12
HCPA12
HCPA12
HCPA12
HCPA13
HCPA13
HCPA4
HCPA13
HCPA2
HCPA12
HCPA19
HCPA16
HCPA16
HCPA12
HCPA16
HCPA4
HCPA4
HCPA12
HCPA1
HCPA3
HCPA3
HCPA13
HCPAG6
HCPA20
HCPA13
HCPA11
HCPA11
HCPA1
HCPAS5
HCPA1

Data

03/12/2009
04/06/2009
18/02/2010
08/02/2010
22/03/2010
23/03/2010
05/06/2009
16/06/2009
16/10/2009
05/06/2009
08/06/2009
06/11/2009
15/01/2010
15/01/2010
08/11/2009
09/03/2010
09/03/2010
22/04/2010
28/04/2010
27/05/2010
26/10/2009
14/10/2009
27/05/2010
19/01/2010
31/03/2010
26/042010

28/05/2009
06/11/2009
03/05/2010
04/01/2010
18/02/2010
23/09/2009
28/042010

03/05/2010
04/09/2009
28/042010

14/05/2010
26/01/2010
29/09/2009
13/01/2010
18/02/2010
22/06/2009
15/01/2010
17/12/2009
26/04/2010
21/12/2009
26/042010

21/12/2009
23/09/2009
15/01/2010
08/07/2009
13/01/2010
14/10/2009
21/08/2009
04/06/2009
19/01/2010
19/01/2010
08/06/2009
14/01/2010
22/05/2009
13/01/2010
22/06/2009
27/08/2009
03/10/2009
24/08/2009
25/01/2010
26/11/2009
24/08/2009
26/11/2009
16/09/2009

Fendtipo

NM
NM

222X

NM



56

Tabela 11 - Distribuicdo dos clones de P. aeruginosa entre os 20 pacientes do

Hospital das Clinicas de Porto Alegre (continua)

N° de amostras com o Persisténcia do

Paciente N° de amostras Gendtipo - o
mesmo genétipo genotipo (meses)
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Tabela 11 - Distribuicdo dos clones de P. aeruginosa entre os 20 pacientes do

Hospital das Clinicas de Porto Alegre (continuagao)

N° de amostras com o Persisténcia do
mesmo genotipo genotipo (meses)
38 1
43
44
45
32
47
48
33
49
50
51
52
21
53
54
55
56
57
HCPA12 23 58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
25
74
75
76
77
HCPA14 1 78
HCPA15 2 .
14
80
81
82
HCPA16 7 83
84
85
86
87
88
89
HCPA18 4 90
35
91
83
92
63

Paciente N° de amostras Gendtipo

HCPA1l 11

(0]

HCPA13 13

HCPA17 2

HCPA19 6

NRPRPRRPRPNRPRPRPRPRRPRRPRRPRPRRPRPRPRPRPRPPEPRPRPRPEPNRPRPPRPRPRPRPPRPRPREPRPRPRPREPNORRPRPRPRPENRPRRRERERRER
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Tabela 11 - Distribuicdo dos clones de P. aeruginosa entre os 20 pacientes do

Hospital das Clinicas de Porto Alegre (conclusao)

N° de amostras com o Persisténcia do genotipo
mesmo genétipo (meses)
93 1
94
95
HCPA20 5 87
75
96

Paciente N° de amostras Gendtipo

N N

Fonte: Ferreira, 2013
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Figura 7 - Dendrograma resultante da analise automatizada pelo método UPGMA,

mostrando os coeficientes de similaridade, obtidos por eletroforese de campo

pulsado, apés digestdo do DNA por Spel das 68 amostras de P. aeruginosa obtidas

no Instituto Fernandes Figueira
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Fonte: Ferreira, 2013

RJ31
RJ67
RJ40
RJ47
RJ25
RJ51
RJ48
RJ22
RJ14
RJ16
RJ56
RJ57
RJ9

RJ5

RJ61
RJ4

RJ62
RJ24
RJ39
RJ7

RJ68
RJ35
RJ26
RJ44
RJ58
RJ50
RJ28
RJ10
RJ20
RJ30
RJ32
RJ55
RJ29
RJ43
RJ23
RJ65
RJ66
RJ60
RJ15
RJ6

RJ21
RJ19
RJ49
RJ63
RJ59
RJ36
RJ27
RJ8

RJ18
RJ2

RJ54
RJ46
RJ12
RJ37
RJ34
RJ11
RJ38
RJ33
RJ42
RJ1

RJ53
RJ17
RJ45
RJ3

RJ41
RJ64
RJ52
RJ13

Paciente

IFF7
IFF7
IFF13
IFF12
IFF5
IFF5
IFF10
IFF12
IFF1
IFF4
IFF9
IFF9
IFF20
IFF9
IFF20
IFF9
IFF20
IFF1
IFF11
IFF16
IFF1
IFF4
IFF19
IFF3
IFF16
IFF19
IFF18
IFF15
IFF14
IFF20
IFF1
IFF5
IFF20
IFF2
IFF6
IFF17
IFF3
IFF18
IFF5
IFF16
IFF8
IFF14
IFF10
IFF5
IFF18
IFF5
IFF17
IFF18
IFF11
IFF1
IFF5
IFF8
IFF17
IFF17
IFF17
IFF17
IFF17
IFF17
IFF2
IFF3
IFF6
IFF4
IFF8
IFF5
IFF2
IFF5
IFF15
IFF7

Data

13/08/2009
14/01/2010
08/10/2009
08/10/2009
16/07/2009
29/10/2009
08/10/2009
09/07/2009
01/06/2009
03/07/2009
12/11/2009
12/11/2009
14/05/2009
14/05/2009
12/11/2009
14/05/2009
12/11/2009
13/07/2009
08/10/2009
14/05/2009
01/03/2010
16/09/2009
03/08/2009
08/10/2009
12/11/2009
19/10/2009
13/08/2009
14/05/2009
09/07/2009
13/08/2009
31/08/2009
12/11/2009
13/08/2009
08/10/2009
09/07/2009
07/01/2010
07/01/2010
12/11/2009
25/06/2009
14/05/2009
09/07/2009
09/07/2009
08/10/2009
09/12/2009
12/11/2009
17/09/2009
06/08/2009
14/05/2009
09/07/2009
14/05/2009
12/11/2009
08/10/2009
14/05/2009
01/10/2009
14/09/2009
14/05/2009
01/10/2009
14/09/2009
08/10/2009
07/05/2009
12/11/2009
03/07/2009
08/10/2009
14/05/2009
08/10/2009
09/12/2009
09/11/2009
14/05/2009

Fendtipo

NM
NM
NM
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Tabela 12 - Distribuicdo dos clones de P. aeruginosa entre os 20 pacientes do

Instituto Fernandes Figueira (continua)

N° de amostras com o Persisténcia do

Paciente N° de amostras Gendtipo ” o
mesmo genaotipo gendtipo (meses)
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Tabela 12 - Distribuicdo dos clones de P. aeruginosa entre os 20 pacientes do

Instituto Fernandes Figueira (conclusao)

Persisténcia do
genotipo
(meses)

N° de amostras com

Paciente N° de amostras Gendtipo ”»
0 mesmo gendtipo

41
42

43

44

16

IFF16 3 45
46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

46

56

57

IFF20 5 58
59

60

IFF14 2

IFF15 2

IFF17 8

IFF18 4

IFF19 2

PR RPRRPRPRRPRRPRRPRRPRPRRPRPRRPRURRPREPRLRRERR

Fonte: Ferreira, 2013
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Figura 8 - Dendrograma resultante da analise automatizada pelo método UPGMA,

mostrando os coeficientes de similaridade, obtidos por eletroforese de campo

pulsado, apés digestdo do DNA por Spel das 47 amostras de P. aeruginosa obtidas

no Hospital Universitario Pedro Ernesto
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Fonte: Ferreira, 2013

Paciente
HU21 HUPE15
HU22 HUPE15
HU29 HUPE15
HU39 HUPE15
HU10 HUPE13
HU12 HUPE13
HU35 HUPE13
HU44 HUPE13
HU34 HUPE5
HU5 HUPES5
HU26 HUPE3
HU9 HUPE3
HU23 HUPE3
HU24 HUPE3
HU27 HUPE3
HU45 HUPE3
HU30 HUPE6
HU38 HUPE6
HU31 HUPE6
HU37 HUPE6
HU15 HUPE16
HU16 HUPE16
HU20 HUPE14
HU4 HUPE9
HU11 HUPE4
HU18 HUPE4
HU28 HUPE4
HU1 HUPE17
HU2 HUPE2
HU7 HUPE7
HU8 HUPE1
HU17 HUPE7
HU6 HUPE7
HuU42 HUPE7
HU32 HUPES8
HU46 HUPES8
HU47 HUPES8
HU36 HUPE18
HU33 HUPE19
HU25 HUPE18
HU19 HUPE19
HU3 HUPE10
HU40 HUPE10
HU41 HUPE10
HU13 HUPE11
HU14 HUPE12
HU43 HUPE20

Data

Fenotipo

02/10/20090
02/10/20090
08/01/20100
05/03/20100
23/07/20090
02/09/20090
22/01/20100
25/03/20100
21/01/20100
03/07/20090
10/12/20090
20/07/20090
16/10/20090
16/10/20090
10/12/20090
13/04/20100
12/01/20100
03/03/20100
12/01/20100
03/03/20100
17/09/20090
17/09/20090
01/10/20090
22/06/20090
11/08/20090
09/10/20090
30/12/20090
05/06/200901
05/06/20090
17/07/20090
17/07/20090
25/09/20090
13/07/20090
12/03/20100
15/01/20100
20/04/20100
01/05/20100
10/02/20100
15/01/20100
27/11/20090
09/10/20090
08/06/200901
12/03/20100
12/03/20100
11/09/20090
11/09/20090
24/03/20100

NM
NM

NM

NM

NM
NM
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Tabela 13 - Distribuicdo dos clones de P. aeruginosa entre os 20 pacientes do

Hospital Universitario Pedro Ernesto

. - N° de amostras com Persisténcia do
Paciente N° de amostras Gendtipo ”» s
0 mesmo genétipo gendtipo (meses)
HUPE1 1 1 1
HUPE2 1 2 1
3 5 5
HUPE3 6 4 1
5 1
HUPE4 3 6 1
7 1
8 1
HUPES 2 9 1
10 1
11 1
HUPEG6 4 12 1
13 1
14 1
15 1
HUPE?7 4 16 1
17 1
18 1
HUPES 3 19 1
20 1
HUPE9 1 21 1
22 1
HUPE10 3 23 1
24 1
HUPE11 1 25 1
HUPE12 1 26 1
27 1
28 1
HUPE13 4 29 1
30 1
HUPE14 1 31 1
32 1
33 1
HUPE15 4 34 1
35 1
36 1
HUPEL16 2 37 1
HUPE17 1 38 1
39 1
HUPE18 2 40 1
41 1
HUPE19 2 42 1
HUPE20 1 43 1

Fonte: Ferreira, 2013
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Figura 9 - Dendrograma resultante da analise automatizada pelo método UPGMA,
mostrando os coeficientes de similaridade, obtidos por eletroforese de campo
pulsado, apo6s digestdo do DNA por Spel das 26 amostras de P. aeruginosa obtidas
no Hospital Especializado Octavio Mangabeira

PEGE 80% Amostra Paciente Data Fenotipo
”‘””‘”6‘5‘_;””””””mmmm”m‘BA22 HEOM6 21/06/20100] M
BA6 HEOMS5 15/04/20100 M

578 % BA18 HEOM10 20/05/20100 NM
684 BA26 HEOMS6 21/06/20100 NM

BA13 HEOM1 20/05/20100 NM

s BA11 HEOM13 15/04/20100 NM

BA2 HEOMS5 06/10/200901 NM

BA4 HEOM14 18/11/20090 M

BA1 HEOM2 01/10/20090 NM

BA12 HEOM2 20/05/20100 NM

BA14 HEOM3 20/05/20100 NM

BA15 HEOM4 20/05/20100 M

BA20 HEOM15 20/05/20100 NM

i ————— BAS HEOM4 15/04/20100 NM

L BAS HEOM11 15/04/20100 NM

BA16 HEOM9 20/05/20100 M

e . BA17 HEOM11 20/05/20100 NM
1| s BA9 HEOM10 15/04/20100 NM
s BA10 HEOM14 15/04/20100 M

BA3 HEOM13 16/11/20090 NM

e s BA24 HEOM7? 21/06/20100 NM
s0.7 BA7 HEOMS 15/04/20100 NM
BA25 HEOM4 21/06/20100 NM

§ ﬂ| BA19 HEOM14 20/05/20100 NM

728 BA21 HEOM4 21/06/20100 M

BA23 HEOM12 21/06/20100 NM

Fonte: Ferreira, 2013

Todos os dendrogramas foram construidos com o0s seguintes parametros:
coeficiente de similaridade — Dice, otimizagao - 1% e tolerancia - 1%
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Tabela 14 - Distribuicdo dos clones de P. aeruginosa entre os 15 pacientes do

Hospital Especializado Octavio Mangabeira

N° de amostras

. N° de - Persisténcia do
Paciente Genatipo com 0 mesmo o
amostras " gendtipo (meses)
genotipo
HEOM1 1 1 1
2 1
HEOM2 2 3 1
HEOMS3 1 4 1
5 1
6 1
a
HEOMA4: 4 - 1
8 1
9 1
HEOMS5 2 10 1
11 1
HEOM6 2 12 1
HEOM7 1 13 1
HEOMS8 1 14 1
HEOM9 1 15 1
16 1
HEOM10 2 17 1
5 1
a

HEOM11 2 18 1
HEOM12 1 19 1
20 1
HEOM13 2 21 1
22 1
HEOM14 3 23 1
24 1
HEOM15 1 25 1

Legenda: 2 Pacientes irmaos.
Fonte: Ferreira, 2013
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Neste trabalho verificamos a ocorréncia de clones compartilhados por dois
pacientes em 16 situacdes, das quais, 12 no HCPA — RS, trés no IFF — RJ e uma no
HEOM — BA. Todos os pacientes incluidos nesta analise ndo apresentavam relacéo
de parentesco, exceto no HEOM — BA, onde os dois pacientes que compartilharam o
mesmo clone (HEOM4 e HEOM11) eram irmaos (Tabela 15).

No HCPA — RS os pacientes HCPA12 e HCPA19 apresentaram trés amostras
com o mesmo perfil clonal, em todos os outros casos apenas duas amostras foram
compartilhadas. O intervalo de isolamento entre os clones variou de um dia a nove
meses. Houve uma grande diversidade no perfil de resisténcia intraclonal, exceto
nos clones que exibiram susceptibilidade a todos os antimicrobianos. No IFF — RJ o
intervalo de isolamento variou de um até trés meses e todas as amostras
apresentaram perfis de resisténcia distintos. Enquanto no HEOM — BA as amostras
pertencentes ao mesmo clone obtidas dos pacientes irmédos foram isoldas na

mesma data e apresentaram o mesmo perfil de resisténcia (Tabela 15).
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Tabela 15 - Caracteristicas dos clones de P. aeruginosa compartilhados por

pacientes relacionados e néo relacionados

Clone Centro Paciente Amostra . Data de Fenotipo de resisténcia
isolamento
15 HCPA HCPA3 RS81 13/01/2010 -
HCPA10 RS111 26/03/2010 AMI-CAZ-CEP-CIP-GEN-IMP-MER-PTZ
33 HCPA HCPA7 RS23 08/07/2009 AMI-GEN
HCPA11 RS65 26/11/2009 -
87 HCPA HCPA20 RS51 10/10/2009 CAZ-CEP-CIP-IMP
HCPA17 RS63 12/11/2009 GEN
25 HCPA HCPA13 RS105 23/03/2010 -
HCPA4 RS123 28/04/2010 AMI-CAZ-CEP-IMP-MER-PTZ
63 HCPA HCPA19 RS71 04/01/2010 AMI
HCPA12 RS95 08/02/2010 AMI-CIP-IMP
HCPA19 RS78 05/01/2010 -
21 HCPA HCPA4 RS14 08/06/2009 IMP
HCPA12 RS16 12/06/2009 CAZ-CEP-IMP-MER-PTZ
38 HCPA HCPA11 RS6 04/06/2009 -
HCPAS8 RS110 26/03/2010 CIP
35 HCPA HCPA18 RS126 28/04/2010 -
HCPA7 RS128 03/05/2010 AMI-CIP-GEN
32 HCPA HCPA7 RS97 08/02/2010 -
HCPA11 RS102 18/02/2010 -
75 HCPA HCPA13 RS108 22/03/2010 -
HCPA20 RS109 23/03/2010 -
14 HCPA HCPA15 RS4 28/05/2009 -
HCPA3 RS60 06/11/2009 AMI-CIP-GEN-TOB
83 HCPA HCPA19 RS25 08/07/2009 IMP
HCPA16 RS72 13/01/2010 AMI-CEP-CIP-GEN-IMP-MER
46 IFF IFF19 RJ50 19/10/2009 AMI-GEN-TOB
IFF16 RJ58 12/11/2009 -
1 IFF IFF1 RJ32 31/08/2009 -
IFF5 RJ55 12/11/2009  AMI-CAZ-CEP-GEN-IMP-MER-PTZ-TOB
16 IFF IFF5 RJ15 25/06/2009 CAZ-CEP-PTZ
IFF16 RJ6 14/05/2009 -
5 HEOM HEOM42 BAS5 15/04/2010 CEP-IMP-PTZ
HEOM112 BAS8 15/04/2010 CEP-IMP-PTZ

Legenda : AMI — Amicacina; GEN — Gentamicina; CEP — Cefepime; TOB — Tobramicina; IMP —
Imipenem; CIP - Ciprofloxacina; PTZ - Piperacilina/Tazobactam; CAZ - Ceftazidima; MER -
Meropenem ; IFF — Instituto Fernandes Figueira — RJ ; HCPA — Hospital das Clinicas de Porto Alegre
— RS ; HEOM - Hospital Especializado Octavio Mangabeira — BA; 2 Pacientes irmaos.

Fonte: Ferreira, 2013
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3.6 Sequenciamento dos genes mucA e lasR

As amostras de P.aeruginosa de trés pacientes, HCPA4, HUPE3 e IFF17, que
apresentaram isolados com 0 mesmo genotipo (clones 20, 47 e 3, respectivamente)
na maior parte do periodo do estudo foram submetidas ao sequenciamento dos
genes mucA e lasR, sendo 13 amostras de um paciente atendido no HCPA - RS,
além de seis e cinco amostras de pacientes atendidos no IFF - RJ e no HUPE - RJ,
respectivamente, perfazendo um total de 24 amostras. A Tabela 12 mostra a
comparacao com a cepa padrdo PAOL, indicando que 14 (58%) das 24 amostras
exibiram mutacdes em pelo menos um dos genes analisados (lasR ou mucA). O
gene mucA foi o que apresentou o maior nimero de amostras com mutagdes, 13
(54%) das 24 amostras, porém duas dessas amostras apresentaram apenas
mutacdes silenciosas, determinando um codon que néo altera o aminoacido. Outras
sete amostras exibiram mutagcfes silenciosas concomitantemente com mutagdes
que codificam um cédon de parada. Foi identificado o mesmo tipo de insercdo de
dois pares de bases em duas amostras acarretando em mutacfes do tipo frameshift
gue levam a inativacdo do gene (Tabela 16).

Na analise do gene lasR verificou-se que 8 (33%) amostras apresentaram
mutacOes, duas delas com mutagbes silenciosas. Em quatro (16%) amostras
ocorreram substituicdes simples indicando uma provavel perda de funcdo da
proteina. Uma insercao de trés pares de bases foi visualizada em duas amostras,
acarretando em mutacdes do tipo frameshift (Tabela 16).

Na analise por pacientes observamos que cerca de 85% das amostras do
paciente do HCPA - RS apresentaram mutagdes em pelo menos um dos genes. Nos
pacientes do IFF - RJ e do HUPE - RJ os indices foram de 33% e 20%,
respectivamente (Tabela 16).

Ao relacionarmos os fendtipos NM e M com a presenca de mutacdes
constatamos que nove (69%) das treze amostras M apresentaram mutacdes no
gene mucA, poréem uma delas com mutacado silenciosa, enquanto quatro (36%) das
11 NM exibiram mutacdes neste gene, duas com mutacdes silenciosas. Ja para o
gene lasR, quatro (30%) das 13 amostras M apresentaram mutacdes e quatro (36%)

amostras NM demonstraram mutagdes neste gene.
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Tabela 16 - Mutacdes nos genes mucA e lasR em 24 amostras de P. aeruginosa

Centro de Data de Mutac6es no Mutac8es no gene
Paciente Amostra ) ) Morfotipo
atendimento isolamento gene lasR mucA
A342G:silenciosa;
° e b f C367T: GIn123 cp
A342G:silenciosa;
10 RN b f C367T: GIn123 cp
. 06/06/2000 " .C475'T: A342G:sienciosa;
silenciosa C367T: GIn123 cp
C314A: A342G:silenciosa;
18 LEE200e b Alal05Asp C367T: GIn123 cp
55 16/10/2009 M n n
A342G:silenciosa;
61 e AL n C367T: GIn123 cp
A342G:silenciosa;
oPAd 62 P e i | : C367T: GIn123 cp
insercéo CAG ) .
86 15/01/2010 M em 162: nsereac AC e.m
frameshit 481: frameshift
insercdo CAG . .
87 15/01/2010 NM em 162: insergao AC o
e 481: frameshift
C462T: " )
103 09/03/2010 NM silenciosa A342G:silenciosa
104 09/03/2010 M n n
117 2210412010 " . A342G:silenciosa;
C367T: GIn123 cp
C314A: o
122 28/04/2010 NM Ala105Asp A342G:silenciosa
11 14/05/2009 M n n
12 14/05/2009 NM n n
33 14/09/2009 M n A342G:silenciosa
IFF17 34 IFF 14/09/2009 NM n n
- 01/10/2008 " G326T: A342G:silenciosa;
Gly109Val C367T: GIn123 cp
38 01/10/2009 NM n n
9 20/07/2009 NM n n
23 16/10/2009 M n n
SUPEE 24 SRS 16/10/2009 NM n n
26 10/12/2009 NM n n
C646T:
45 13/04/2010 NM Arg216Trp n

Legenda: HCPA — Hospital das Clinicas de Porto Alegre; IFF — Instituto Fernandes Figueira, HUPE —

Hospital Universitario Pedro Ernesto; NM — N&o mucoéide; M — Mucdide; n — nenhuma.
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4 DISCUSSAO

A FC é a doencga genética mais comum no ocidente, sendo caracterizada por
mutacdes no gene cftr que provocam alteracdes no transporte de eletrolitos em
diversos 6rgaos. No epitélio respiratério isto acarreta na producdo de uma espessa
camada de muco desidratado, o que interfere com o “clearance” mucociliar e cria um
ambiente favoravel a colonizagdo de diversos patégenos (Boucher, 2007; Ashish et
al., 2011).

A microbiota do trato respiratorio destes pacientes € composta por multiplas
espécies bacterianas coexistindo, contudo a P. aeruginosa destaca-se como 0
patbgeno mais importante, ja que cerca de 70% dos individuos adultos s&o
colonizados e as infec¢cdes pulmonares causadas por este agente sdo a principal
causa de morbidade e mortalidade neste grupo de individuos (Koch, 2002; Hogardt
& Heesemann, 2010).

Diversos trabalhos pelo mundo tém abordado aspectos como a resisténcia a
antimicrobianos, viruléncia e epidemiologia das infeccbes pulmonares por P.
aeruginosa na FC (Pitt et al.,2003, Manno et al., 2005, Mena et al., 2008, Bragonzi et
al., 2009), porém no Brasil, onde ha cerca de 3200 pacientes com FC
(http//www.abram.org.br acesso em janeiro de 2013), sdo poucos o0s estudos acerca
destes assuntos e todos apresentam carater local (Silbert, Barth & Sader, 2001;
Ledo et al., 2010; Stehling, Leite & Silveira, 2010).

Este trabalho destaca-se por ser o primeiro em nosso pais com uma
abordagem prospectiva e multicéntrica, pois foram selecionadas, entre maio de 2009
e junho de 2011, amostras de P. aeruginosa obtidas de pacientes com FC com pelo
menos dois anos de infeccdo pulmonar crénica atendidos em quatro centros de
referéncia (HCPA-RS, HEOM-BA, HUPE-RJ e IFF-RJ) localizados em trés regifes
distintas (Sul, Nordeste e Sudeste). A infeccdo crbnica foi definida em consenso
pelas equipes médicas dos centros como a ocorréncia de pelo menos trés culturas
positivas para P. aeruginosa no periodo de um ano, com intervalo de pelo menos um
més entre elas.

Inicialmente foram selecionados 20 pacientes em cada centro, porém no
HEOM - BA néo foi possivel alcancar este numero, pois apenas 15 pacientes

atenderam aos critérios estabelecidos. A partir dos 75 pacientes foram obtidas 274
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amostras, das quais 133 do HCPA - RS, 68 do IFF - RJ, 47 do HUPE - RJ e 26 do
HEOM - BA. No HEOM - BA, o pequeno numero de amostras é reflexo do menor
namero de pacientes, mas também pode estar relacionado a condicdes
socioeconOmicas da populagdo se comparada a outras regides, o que interfere com
a regularidade do acompanhamento médico destes individuos. Ja no HCPA - RS, o
namero elevado de amostras provavelmente resulta das melhores condi¢cfes sociais
da populacdo gaucha e também de uma quantidade maior de exacerbacdes nos
pacientes incluidos no estudo.

A P. aeruginosa € sabidamente uma bactéria com distribuicdo ubiqua e por
muitos anos a hipotese prevalente foi a de que o ambiente era a principal fonte de
infecgao para os pacientes com FC. Durante as fases iniciais da infec¢éo, esta seria
marcada pelo isolamento intermitente de diferentes clones do trato respiratorio do
paciente até o estabelecimento da infec¢do cronica, na qual o mesmo clone passaria
a ser detectado frequentemente nos espécimes clinicos (Cramer, Wiehlmann &
Tummler, 2010). Contudo, a cerca de duas décadas diversos trabalhos tem
demonstrado a ocorréncia da transmissdo cruzada entre pacientes sem relagao
familiar na Europa, América do Norte e Australia. Foram descritos alguns clones
altamente transmissiveis (LES, Manchester, Clone C, Midlands e AES) capazes de
substituir o clone original em pacientes crénicos (Romling et al., 1994; Cheng et al,
1996; Jones et al., 2001; Scott & Pitt, 2004).

Ao analisarmos o polimorfismo genético das 274 amostras nédo verificamos a
existéncia de nenhum “cluster” de amostras relacionadas incluindo pacientes de
centros diferentes, o que difere substancialmente dos dados obtidos por Scott & Pitt
(2004), que em 1225 amostras obtidas de 31 centros na Inglaterra e no Pais de
Gales verificaram a ocorréncia de um mesmo clone em até 15 centros diferentes.

Van Mansfeld e colaboradores (2009) analisaram 443 amostras obtidas de
265 pacientes com FC atendidos em dois centros da Holanda e constataram a
ocorréncia de um mesmo clone em 20% dos pacientes. Em outro estudo
semelhante, Fluge e colaboradores (2001) executaram a tipagem molecular de 71
amostras obtidas de 60 pacientes atendidos em diversos centros da Noruega e
identificaram um “cluster” com amostras semelhantes em 45% dos pacientes.

Todavia, existem trabalhos que relatam um cenario diferente na epidemiologia
das infeccbes pulmonares por P. aeruginosa em pacientes com FC. Speert e

colaboradores (2001) e Vosahlikova e colaboradores (2007) apresentaram
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resultados semelhantes analisando amostras do Canada e da Republica Tcheca,
respectivamente. A tipagem molecular de amostras obtidas de varios centros dos
dois paises revelou uma grande diversidade genotipica e a auséncia de transmisséo
cruzada de clones entre os pacientes. Em um estudo recente, Cramer e
colaboradores (2012) analisaram amostras de 35 pacientes atendidos em Hanover,
Alemanha, desde a década de 1980 e nao identificaram nenhum clone prevalente
até o ano de 2010. Os mesmos autores sugerem que a conduta frente as infec¢des
por P. aeruginosa, principalmente no ambito da antibioticoterapia adotada e do
controle de infeccBes, € a principal responsavel por estes dados epidemioldgicos.

No Brasil, um pais de imensas dimensdes territoriais, o quadro da
epidemiologia molecular destas infecgOes apresenta informacdes bastante limitadas
ja que os poucos trabalhos com esta abordagem mantiveram-se restritos a inclusao
de pacientes de um ou dois centros sempre localizados na mesma cidade. Esta
realidade reitera a importancia do presente trabalho como um passo inicial na
construcdo de dados nacionais que possam servir de referéncia para futuras
comparacoes.

Na analise epidemiolégica individual de cada instituicdo verificamos que
também nado houve clones prevalentes em nenhum dos quatro centros. No HCPA -
RS a ocorréncia de pares de pacientes sem relacdo familiar compartilhando um
mesmo clone se repetiu 11 vezes. Dados semelhantes foram encontrados
anteriormente por Silbert, Barth & Sader (2001), quando 97 amostras obtidas de 43
pacientes atendidos no HCPA - RS foram submetidas a tipagem molecular e
constatou-se que apenas um par de pacientes sem relacdo familiar compartilhou
amostras com o mesmo perfil clonal, permitindo concluir que a transmisséo cruzada
ndo era comum naquela populacdo e este cenario ndo sofreu alteracdes
significativas.

Ledo incluiu em seu estudo 179 amostras isoladas de 20 pacientes atendidos
no IFF - RJ e no HUPE - RJ entre 2002 e 2006. A tipagem molecular por RAPD
revelou que apesar de ndo haver um clone disseminado a presenca de amostras
com mais de 80% de similaridade foi verificada em até sete pacientes distintos.
Dados semelhantes ndo foram encontrados em nosso trabalho, ja que no IFF - RJ
apenas pares de pacientes compartilharam um mesmo clone e no HUPE - RJ esta
situacdo ndo ocorreu. Esta discrepancia pode estar associada a metodologia

utilizada em cada um dos estudos, pois a técnica de PFGE est4 estabelecida na
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literatura como o padrdo ouro para este tipo de analise, e sem duvida apresenta
caracteristicas discriminatOrias mais eficazes.

O pequeno numero de amostras obtidas no HEOM - BA nado possibilita
conclusdes absolutas acerca da epidemiologia das infec¢des por P. aeruginosa nos
pacientes com FC deste local, porém € imprescindivel destacar a ocorréncia de um
mesmo perfil clonal sendo compartilhado por dois irm&os, um evento previsto na
literatura, j& que o contato prolongado entre os individuos possivelmente favorece a
transmissdo cruzada deste patégeno.

A auséncia de clones disseminados dentro ou entre os diferentes centros
suscita a hipotese de que em nossa populacdo a principal fonte de aquisicdo das
amostras de P. aeruginosa é o ambiente. Entretanto, esta circunstancia ndo afasta a
necessidade de um continuo monitoramento da epidemiologia molecular destas
infeccoes.

Dados da literatura internacional tém demonstrado que o estabelecimento da
infeccdo pulmonar crénica por P. aeruginosa esta associado a manutencdo de um
anico clone no trato respiratério dos pacientes e diversos estudos longitudinais vém
comprovando este cenario (Burns et al., 2001; Cramer, Wiehlmann & Tummler,
2010; Tramper-Stranders et al., 2011). Van Daele e colaboradores (2005)
acompanharam 76 pacientes atendidos em um centro de reabilitacdo na Bélgica e
constataram que 64% carreavam apenas um clone. Mais recentemente, Sobral e
colaboradores (2012) analisaram 83 amostras de P. aeruginosa obtidas de oito
pacientes atendidos em um centro da Franca ao longo de oito anos e verificaram
gue cada paciente manteve o mesmo clone por todo o estudo.

Nossos dados apontam para um cenario bastante distinto, jA que em nossa
populacdo verificamos que dos 75 pacientes incluidos, apenas quatro (5%)
mantiveram a infeccdo pelo mesmo clone na maior parte do estudo, enquanto todos
0S outros apresentaram dois ou mais clones diferentes. Apesar de se tratar de um
resultado inesperado, dados semelhantes podem ser encontrados na literatura. No
Brasil, Silbert, Barth & Sader (2001) haviam relatado que cinco de 23 pacientes
apresentaram infecgcdo por mdultiplos clones no periodo de 13 meses, porém o0s
autores ndo selecionaram individuos com infecgéo cronica. Cramer e colaboradores
(2012) acompanharam 12 pacientes atendidos em Copenhagen, Dinamarca desde a
década de 1970 até 1999 e constataram que apenas um paciente manteve 0 mesmo

clone ao longo do estudo, enquanto os outros onze pacientes foram vitimas da co-
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colonizacdo por multiplos clones. Estes dados sugerem que mesmo em pacientes
com infeccdo pulmonar crénica, o clone original pode ser substituido por outros mais
bem adaptados, o que pode estar relacionado a faixa etaria da populacdo analisada
e ao tempo de infeccéo cronica de cada individuo.

Na espécie humana, as vias aéreas representam um ambiente altamente
compartimentalizado, configurando diferentes habitats, o que no paciente com FC é
potencializado pelas diferencas na resposta inflamatéria resultantes dos focos
distintos de infeccdo. Estes micro-habitats impéem uma presséo seletiva
evidenciada através da adaptacdo genética e da heterogeneidade fenotipica
observada em amostras de P. aeruginosa obtidas destes pacientes (Folkesson et al.,
2012).

Uma das altera¢cdes mais comumente descritas é a conversdo para o fenétipo
M, que é caracterizada pela hiperproducdo do exopolissacarideo alginato e é
geralmente aceita como um marcador padrdo para o estabelecimento da infeccao
cronica. A mudanca para o fenotipo M é resultado principalmente de muta¢cdes que
levam a perda da funcdo do gene mucA no operon para biossintese de alginato
(Hogardt & Heesemann, 2010).

A hiperproducdo de alginato protege a bactéria de condicdes ambientais
adversas, como dessecacao, espécies reativas de nitrogénio e oxigénio, fagocitose
e alta osmolaridade, contudo o fendétipo M é raramente encontrado em outras
infeccdes por P. aeruginosa e em amostras ambientais, portanto € possivel concluir
qgue se trata de um processo de adaptacdo ao ambiente pulmonar do paciente com
FC (Yang, Jelsbak & Molin, 2011).

Em nosso trabalho verificamos que o numero de amostras M s6 foi maior que
o de NM em dois dos quatro centros estudados (IFF - RJ e HUPE - RJ), além disso,
na maioria dos pacientes (62,6%) constatamos a ocorréncia dos dois fenotipos ao
longo do periodo de andlise, estes dados sugerem que, apesar dos nOSSOS
pacientes apresentarem infeccdo cronica, diferentemente do que € preconizado,
esta foi marcada pela presenca intermitente de ambos os fenotipos.

Apesar das vantagens adaptativas do fendtipo M, o isolamento simultaneo
dos dois fendtipos em pacientes com infeccdo cronica tem sido descrito
rotineiramente. Jelsbak e colaboradores (2007) analisaram 122 amostras de P.
aeruginosa obtidas de sete pacientes da Dinamarca com infec¢cado pulmonar cronica

por mais de 20 anos identificando em dois pacientes uma colonizagéo por um longo
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periodo de tempo apenas por amostras NM, além disso, em outros trés pacientes
eles isolaram de forma consistente amostras dos dois fenotipos. De acordo com 0s
autores, cepas M e NM ocupariam nichos diferentes no ambiente pulmonar dos
pacientes com FC, o que possibilitaria a coexisténcia de ambas.

Em um trabalho bastante relevante, Li e colaboradores (2005) acompanharam
de forma prospectiva 56 pacientes atendidos em dois centros dos Estados Unidos
desde o nascimento até os 16 anos de idade, entre 1985 e 2004. Os autores
identificaram em sua populacdo que a primeira cepa de P. aeruginosa NM era
adquirida com a idade média de um ano enquanto a cepa M era primariamente
diagnosticada na idade média de 13 anos. Além disso, constataram que o periodo
de transicdo entre o aparecimento das duas cepas era relativamente longo, 10,9
anos e que em pacientes sob antibioticoterapia contra a P. aeruginosa, este tempo
poderia ser ainda maior.

Os 20 pacientes atendidos no HCPA - RS incluidos em nosso estudo
apresentaram uma idade bastante heterogénea (entre dois e 30 anos), jA os
pacientes do HEOM - BA podem ser incluidos no intervalo de transicdo entre os
fendtipos NM e M, estes dois fatos podem justificar a ocorréncia de mais amostras
NM nos dois centros citados.

Atualmente sabe-se que o fator anti-sigma MucA nao atua apenas da
regulacdo da expressdao do alginato, diversos trabalhos tem descrito sua
participacéo indireta no controle da expresséo de alguns fatores de viruléncia como
flagelo, pili e o sistema de secrec¢éo do tipo Il além do seu envolvimento na resposta
ao estresses osmotico e oxidativo. Este fato seria consequéncia da sua ligacdo ao
fator sigma AlgT, portanto mutacdes no gene mucA também tem sido associadas a
uma atenuacdo da viruléncia e a um aumento da protecdo ao estresses citados
acima, alteracdes frequentemente identificadas na infeccdo pulmonar crénica em FC
(Wu et al., Rau et al., 2010, Folkesson et al., 2012).

Tart e colaboradores (2005) demonstraram que em amostras de P.
aeruginosa a expressao de genes ligados a sintese de flagelo é inversamente
proporcional a hiperproducéo de alginato, ja que o fator AlgT atuaria de forma oposta
na regulacdo destas duas vias, este fato favorece a adaptagdo da bactéria ao
ambiente pulmonar, pois a flagelina é sabidamente um agente imunizante e a
reducdo da sua producdo promove uma diminuicdo na resposta imune do

hospedeiro.
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A fim de analisar a frequéncia de mutacbes no gene mucA em nossa
amostragem nds selecionamos trés pacientes que mantiveram um mesmo clone ao
longo do estudo e de um total de 24 amostras constatamos que 13 (54%)
apresentaram alteracbes no gene. Oito (61,5%) destas amostras exibiram mutagbes
gue levam a formacédo precoce de um cédon de parada. Pulcrano e colaboradores
(2012) sugerem que o tamanho do fator MucA tem um papel preponderante na sua
funcdo, pois a ocorréncia de codons de parada que levam a interrup¢cdo prematura
da proteina alterariam o dominio de ligacdo desta com o fator AlgT. Estes dados
indicam que em nossa amostragem as mutacdes no gene mucA tambéem
representam um papel importante na adaptacdo das amostras de P. aeruginosa ao
pulméo do FC.

A ocorréncia de mutacdes no gene mucA é o mecanismo mais frequente na
conversdo para o fenétipo M, porém, ndo o Unico. As proteinas MucB e MucD
também regulam negativamente o fator AIgT, portanto mutacbes em seus
respectivos genes podem promover a mudanca de morfotipo em P. aeruginosa
(Wood & Ohman, 2006). Ciofu e colaboradores (2008), em um trabalho que incluiu
115 pacientes com FC da Escandinavia, identificaram que 7% das amostras M
apresentaram o gene mucA intacto, indicando que outro loci estaria envolvido nesta
conversdo. Em outro estudo semelhante, Yoon e colaboradores (2006) analisaram
amostras de pacientes com FC do Canada e dos Estados Unidos e constataram a
mesma situagdo em 13% dos isolados. Nossos dados indicam que 38% das
amostras M cujo gene mucA foi sequenciado apresentavam-no intacto, sugerindo a
existéncia de mutacdes em outros genes ligados a producdo do alginato, este
fendmeno mostrou-se muito mais frequente em nossa populacdo do que em outros
locais do mundo.

Sabe-se que, tanto in vivo quanto in vitro, a reversdo para o fenotipo nao
mucoide ndo é um fendmeno incomum e pode ser resultado do reparo das mutacdes
no gene mucA ou de mutacdes secundarias em outros genes envolvidos no operon
de biossintese do alginato (Hogardt & Heesemann, 2010). De fato, diversos
trabalhos com pacientes com FC cronicamente infectados tém apontado para a
presenca de amostras com fenétipo NM cujo gene mucA apresenta mutacgdes, o que
sugere uma reversao do fenétipo M ao longo do tempo. No mesmo trabalho citado
anteriormente, Ciofu e colaboradores (2008) descreveram a ocorréncia de mutacdes

no gene mucA em 71 (69%) das 103 amostras NM analisadas.
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Nosso trabalho mostrou que quatro (36%) das 11 amostras NM submetidas
ao sequenciamento apresentaram alguma alteracdo no gene mucA. Dados bastante
parecidos foram encontrados por Feliziani e colaboradores (2010) ao analisarem 38
amostras de P. aeruginosa de 26 pacientes com FC atendidos em dois centros da
Argentina e demonstrarem a existéncia de mutacdes no mesmo gene em 37,5% das
amostras NM.

As vias aéreas do paciente com FC sdo um ecossistema complexo e
altamente dinamico, com diferentes ambientes que sofrem alteracdes ao longo do
tempo, portanto a reversao do fenotipo M pode indicar uma adaptacdo a este
cenario, ja que a bactéria usa uma grande quantidade de energia para a producao
de alginato e na auséncia de uma pressao seletiva para este fenétipo ele deixa de
ser vantajoso (Yang et al., 2011).

Outro fendtipo constantemente encontrado em amostras de P. aeruginosa de
pacientes com infec¢do pulmonar crénica € a alteracdo do sistema quorum sensing.
Este fendétipo normalmente é resultado de mutacfes no gene lasR. O sistema
quorum sensing compreende um gene |, responsavel por codificar uma enzima
capaz de sintetizar uma proteina homoénima e o gene R, responséavel pela producéo
do receptor. No sistema Las a proteina Lasl se liga ao receptor LasR e este
complexo é capaz de atuar como fator de transcricdo regulando negativamente ou
positivamente a expressao de outros genes. Na P. aeruginosa cerca de 10% dos
genes tem sua expressao regulada por este sistema (Dekimpe & Déziel, 2009;
Winstanley & Fothergill, 2009).

Dentre os genes regulados positivamente pelo sistema Las estdo diversos
fatores de viruléncia como elastase, protease alcalina, fosfolipase C e piocianina
(Girard & Bloemberg, 2008), diante disto, diversos autores propuseram que a
ocorréncia de mutacdes no gene lasR trariam como principal vantagem para as
amostras de infec¢cdo cronica uma atenuacdo da viruléncia, sendo portanto,
selecionadas no ambiente pulmonar deteriorado do paciente com FC (D’Argenio &
Miller, 2004; Schaber et al., 2004; Heurlier, Dénervaud & Haas, 2006).

Atualmente, alguns trabalhos tem revelado que esta atenuacéo da viruléncia
ndo é o principal ganho adaptativo das amostras com mutagdes em lasR. Bjarnsholt
e colaboradores (2010) analisaram 207 amostras de P. aeruginosa de 121 pacientes
com infeccdo cronica e constataram que a maior parte manteve e expressao dos

fatores de viruléncia mesmo na existéncia de mutacdes no gene mucA. Os autores
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revelaram que o outro sistema de quorum sensing em P. aeruginosa (Rhl) se
manteve funcional nestas amostras e concluiram que este sistema também €é capaz
de regular a expressao dos genes ligados a viruléncia, mantendo sua producao
ativada. De fato, em P. aeruginosa existem ao menos trés vias principais de quorum
sensing, Las, Rhl e PQS (Pseudomonas quinolone signal) e a hierarquia destes
sistemas tem sido debatida constantemente sem que haja conclusdes definitivas.

O sistema Las regula também genes envolvidos em diversas vias
metabolicas, D’Argenio e colaboradores (2007) investigaram possiveis vantagens
metabdlicas conferidas por alteracbes neste gene e identificaram um aumento da
versatilidade nutricional em P. aeruginosa, ja que as amostras mutantes exibiram a
capacidade de usar diferentes compostos como fonte de carbono, nitrogénio, fésforo
e enxofre. Estas amostras apresentaram uma maior taxa de crescimento na
presenca de diversos aminodcidos, condicdo extremamente comum no ambiente
pulmonar do paciente com FC em decorréncia da intensa resposta inflamatoria.
Além disso, 0s mesmos autores constataram nas amostras mutantes uma maior
tolerancia a ceftazidima, resultado do aumento da atividade de uma beta-lactamase.
Estes dados em conjunto sugerem que as alteracdes nas vias metabodlicas podem
ser o principal alvo da pressao seletiva.

Em nossas amostras verificamos que oito (33%) das 24 exibiram mutacdes
em lasR e os trés pacientes apresentaram pelo menos uma amostras com mutacao.
Dois trabalhos recentes apresentaram resultados semelhantes, Feliziani e
colaboradores (2010) verificaram a existéncia de mutacdes no gene lasR em 39%
das 38 amostras estudadas e Hoffman e colaboradores (2010) identificaram 31% de
amostras mutantes em um trabalho que incluiu 166 P. aeruginosa obtidas de 58
pacientes com FC. Nossos dados indicam que ha uma selecdo das amostras com
mutacBes em lasR nas vias respiratérias do paciente com FC, porém esta ndo é uma
alteracdo essencial em nossa amostragem.

Apesar de pertencerem a apenas trés perfis clonais distintos, as 24 amostras
exibiram uma grande diversidade genotipica no resultado do sequenciamento dos
dois genes (mucA e lasR). Foram identificadas trés mutac¢des distintas no gene
mucA e 7 no gene lasR. Este é um fendmeno descrito na literatura, Smith e
colaboradores (2006) executaram o sequenciamento do genoma completo de duas
amostras classificadas como o mesmo clone e obtidas de um mesmo paciente em

momentos diferentes, a primeira aos seis meses de vida e a segunda aos 96 e
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verificaram a ocorréncia de mutacdes em 68 genes, incluindo genes de viruléncia,
resisténcia e quorum sensing.

Wilder e colaboradores (2009) analisaram isolados sequenciais de dois
pacientes com infeccdo crénica. Foram incluidas 18 amostras de cada paciente e a
tipagem molecular demonstrou que ambos eram colonizados por um clone
exclusivo, entretanto a analise de varios fatores de viruléncia revelou uma grande
variedade fenotipica e o sequenciamento de alguns genes (lasR, lasl, rhIR e rhll)
mostrou que também havia uma grande diversidade genotipica entre as amostras.
Mais recentemente, Chung e colaboradores (2012) avaliaram pares de amostras
coetaneas de trés pacientes com infeccdo pulmonar crénica quanto a diversidade
genética. O polimorfismo entre as duas amostras de um mesmo paciente variou
entre um e 344 nucleotideos enquanto a variacdo do numero de insercdes e
delecdes foi de oito a 93. Além disso, em dois pacientes apenas uma das amostras
apresentou a integracdo de um profago, indicando uma composicdo distinta do
genoma acessoério dentro do mesmo clone.

A diversidade intraclonal tem sido descrita como uma adaptacdo a
heterogeneidade de ambientes encontrados nas vias aéreas do paciente com FC, os
autores propdem que diferentes linhagens bacterianas podem evoluir a partir de um
ancestral comum em um processo denominado irradiacdo adaptativa. Esta
microvariacdo genética ndo pode ser detectada pelos métodos de tipagem usuais
com PFGE e MLST (Chung et al., 2012) portanto essas amostras continuam sendo
agrupadas dentro de um mesmo perfil clonal. Em nossa amostragem verificamos
uma grande diversidade intraclonal tanto no carater fenotipico quanto no genotipico,
corroborando a existéncia de diversas subpopulacdes no ambiente pulmonar e a
ideia de que cada uma esta submetida a uma presséao seletiva diferente.

A abordagem multidisciplinar em pacientes com FC tem sido responsavel por
um substancial aumento da expectativa de vida nestes individuos, todavia, como a
maioria dos pacientes sucumbe a infeccdo pulmonar, a terapia antimicrobiana
representa o melhor avanco na sobrevida deste grupo, ja que diminui a densidade
bacteriana permitindo uma melhora da funcdo pulmonar e uma diminuicdo das
internagbes hospitalares (Lyczak et al., 2002; Ratjen et al., 2009; Hauser et al.,
2011).

Diversos trabalhos tém demonstrado que durante a fase inicial da infeccao, na

qual a P. aeruginosa € isolada de forma intermitente do pulméao dos pacientes com
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FC a terapia antimicrobiana é capaz de amenizar os efeitos e até mesmo promover
a erradicacdo do patdégeno, adiando o estabelecimento da infeccdo cronica (Lee,
2009; Ratjen et al.,, 2010). Frederiksen e colaboradores (1997) ja haviam
comprovado esta hipétese ao compararem 48 pacientes com FC em tratamento com
colistina inalatdria e ciprofloxacina oral a um grupo controle de 42 pacientes com FC
sem antibioticoterapia. Apos trés anos e meio de acompanhamento eles perceberam
que 19 (72%) pacientes do grupo controle tinham evoluido para a infeccéo cronica,
enquanto apenas sete (16%) dos que estavam sob tratamento apresentaram esta
condicdo. Mais recentemente Taccetti e colaboradores (2005) revelaram em seu
estudo que apo6s iniciarem a antibioticoterapia em 58 pacientes com FC
recentemente infectados por P. aeruginosa a erradicagao foi atingida em 81% dos
casos.

Apesar do consenso sobre os beneficios que a terapia antimicrobiana € capaz
de trazer aos pacientes com FC na fase inicial da infeccdo, ndo ha uma estratégia
definitiva em relacdo ao adequado para a intervencao terapéutica e ao melhor
esquema a se adotar. Essas decisOes variam de paciente para paciente e Ssao
normalmente empiricas, baseadas na idade, na presenca de outros micro-
organismos e na severidade da doenca pulmonar do individuo (Langton Hewer &
Smyth, 2009; Taccetii et al.,2012).

Por outro lado, uma vez estabelecida a infec¢do cronica por P. aeruginosa é
praticamente impossivel erradicar esta bactéria das vias aéreas do paciente com FC.
Hoiby (2006) descreveu que em um paciente de 42 anos, o qual havia sido
submetido a 114 ciclos de 15 dias de antibioticoterapia com tobramicina e um [3-
lactamico intravenosos ao longo de 28 anos, manteve-se infectado por uma amostra
com fenotipo M. Devido ao elevado uso de antibidticos nos pacientes com FC e ao
prolongado tempo que esta bactéria habita as vias respiratorias nestes individuos,
sendo, portanto exposta continuamente as drogas, a ocorréncia de resisténcia aos
antimicrobianos € um fendmeno comum (Pitt et al., 2003; Johansen et al., 2004;
Lister et al., 2009).

Em pacientes com FC, ja foram descritas amostras de P. aeruginosa
resistentes a todas as classes de antimicrobianos usados na clinica (Livermore,
2002). A fim de analisar este fenbmeno em nossa populacdo submetemos todas as
274 amostras ao teste de susceptibilidade a nove agentes corriqueiramente usados

nas infecgbes pulmonares. A andlise geral revelou que os dois antimicrobianos com
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maior indice de amostras ndo susceptiveis (26%) foram AMI e GEN, enquanto os
menores percentuais foram o do MER (14%) e da CAZ (15%). Rao e colaboradores
(2012) analisaram o perfil de susceptibilidade em 127 amostras de P. aeruginosa de
pacientes com FC da Irlanda do Norte e também identificaram AMI e GEN como os
agentes com as maiores taxas de amostras ndo susceptiveis. JA Manno e
colaboradores (2005) determinaram o perfil de susceptibilidade de 1315 amostras
obtidas de 224 pacientes da Italia e também identificaram a CAZ como o agente
antimicrobiano mais eficiente em sua populagdo, 86% das amostras sensiveis.
Nossos resultados foram bastante semelhantes aos de Garcia e colaboradores
(2004), que obtiveram 90 amostras de 76 pacientes com FC atendidos na Espanha e
encontraram as maiores taxas de resisténcia para AMI e GEN e a segunda menor
para CAZ.

O carater multicéntrico deste trabalho nos permitiu uma valiosa comparacao
dos perfis de susceptibilidade entre os centros, revelando um cenario ainda nao
explorado no Brasil. Os dados obtidos indicam haver consideraveis diferencas
acerca da resisténcia entre os centros. No HCPA - RS todos os antimicrobianos
apresentaram taxas de resisténcia (plena e intermediaria) acima de 20%, exceto a
TOB (17%), que foi considerada a mais eficaz, entretanto no IFF - RJ a TOB foi o
antimicrobiano com maior percentual de resisténcia (32,4%). O IFF - RJ atende
apenas pacientes até os 18 anos de idade, faixa etaria na qual a terapia com TOB
inalatéria é rotineiramente usada na tentativa da erradicacdo da bactéria, este fato
pode justificar a diferenca para o HCPA - RS, onde sao atendidos pacientes de
todas as idades, o que implica em uma variedade maior de esquemas terapéuticos.

Também no IFF - RJ identificamos a menor taxa de resisténcia em nosso
estudo, 1,5% das amostras resistentes a CIP, porém no outro centro localizado na
cidade do Rio de Janeiro (HUPE - RJ), a CIP foi o antimicrobiano menos eficiente,
com 14,9% das amostras resistentes. No HUPE - RJ sdo atendidos somente
pacientes acima de 18 anos, 0 que se traduz normalmente como um estagio mais
avancado da infeccao cronica e a adocdo de uma antibioticoterapia diferente em
relacdo aos pacientes do IFF - RJ, o que pode, portanto justificar este contraste.

A avaliacdo dos perfis de resisténcia no HEOM - BA nos revelou um achado
até o momento inédito na literatura. Neste centro a maior taxa de resisténcia (42,3%)

foi para o antimicrobiano PTZ. Estes dados apontam para a necessidade de uma
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futura investigacdo dos possiveis mecanismos de resisténcia relacionados a este
fendtipo em P. aeruginosa isoladas de pacientes com FC

Ao agruparmos as amostras que exibiram resisténcia a pelo menos um
antimicrobiano em diferentes perfis verificamos que o mais comum foi a resisténcia
concomitante aos trés aminoglicosideos, este perfil foi identificado em 11 amostras
do IFF - RJ e do HUPE - RJ, o segundo perfil mais comum foi a resisténcia
simultdinea a GEN e TOB, exibida por sete amostras do IFF - RJ. Os
aminoglicosideos estdo entre as classes de antimicrobianos mais comumente
usados no tratamento das infeccbes pulmonares por P. aeruginosa em pacientes
com FC, portanto a ocorréncia de resisténcia a este grupo de drogas € um fendbmeno
bastante frequente (MacLeod et al., 2000; Hoiby, 2011).

Em nosso trabalho ndo houve um perfil de resisténcia comum aos quatro
centros de referéncia. Em suma, nossos dados revelaram a existéncia de
expressivas especificidades regionais na esfera da resisténcia aos antimicrobianos,
essas variacbes podem ser resultado das diferentes prescricdes adotadas em cada
centro ou até mesmo da individualizacdo do esquema terapéutico em relacéo a cada
paciente, o que definiria niveis distintos de selecéao.

Um fator que pode influenciar significativamente o perfil de resisténcia das
amostras de P. aeruginosa obtidas de individuos FC é a formacédo de biofilme.
Bactérias crescidas em biofilme s&o consideravelmente mais resistentes aos
antimicrobianos, porém os testes de susceptibilidade para esta forma de
crescimento ndo fazem parte da rotina dos laboratérios especializados em FC, o que
pode justificar a auséncia de associacdo entre os dados de sensibilidade obtidos no
laboratério e resposta clinica relatada em alguns pacientes (Smith et al., 2003;
Harmsen et al., 2010; Hoiby et al., 2010; Hengzhuang et al., 2012). Em um trabalho
anterior nosso grupo analisou 40 amostras obtidas de 20 pacientes atendidos no
HUPE - RJ e no IFF - RJ e demonstrou um aumento significativo das concentracdes
inibitérias minimas para cinco antimicrobianos (AMI, CAZ, CIP, GEN e TOB) quando
as amostras estavam crescidas em biofilme (Ferreira et al., 2010)

Outra abordagem bastante relevante no ambito da susceptibilidade aos
antimicrobianos em amostras de P. aeruginosa da FC é a comparacdo entre as
taxas de resisténcia dos dois fendtipos (NM e M). Apesar de haver diferencas, nédo
existe um consenso quanto ao morfotipo caracteristicamente mais resistente.

Shawar e colaboradores (1999) analisaram 1240 amostras obtidas de 508 pacientes
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e verificaram que para todos os antimicrobianos testados (AMI, CAZ, CIP, GEN e
TOB), o fenotipo NM apresentou maiores taxas de resisténcia, porém nao foi
aplicado um teste estatistico para avaliar a significancia destas diferencas.
Resultados semelhantes foram encontrados por Burns e colaboradores (2000),
porém comparando um numero maior de antimicrobianos (doze). Posteriormente,
Ciofu e colaboradores (2001) comparam os perfis de susceptibilidade de 42 pares de
amostras NM e M, demonstrando que as cepas NM foram significativamente mais
resistentes para os antibidticos CAZ, CIP, MER e TOB.

Por outro lado, em um estudo citado anteriormente (Silbert, Barth & Sader,
2001), os autores obtiveram dados diferentes, revelando que as amostras M
apresentaram maiores indices de resisténcia para CAZ, IMP, MER, PTZ, CEP e CIP,
contudo, apenas para os ultimos dois agentes a diferenca se mostrou significativa.
Em outro trabalho, Manno e colaboradores (2005) demonstraram que as amostras M
foram significativamente mais resistentes do que as NM para CIP e os dois
aminoglicosideos testados (AMI e TOB). A controvérsia na literatura se torna mais
evidente ao citarmos que Christenson e colaboradores (2000) analisaram o perfil de
resisténcia de 67 amostras de P. aeruginosa e nao identificaram diferencas na
comparacao entre os dois fenétipos.

Neste trabalho as amostras NM se apresentaram significativamente mais
resistentes a CIP, GEN e TOB do que as M, que por sua vez exibiram maior
resisténcia a CAZ, IMP e PTZ. Alguns autores sugerem que as amostras de fenétipo
NM tendem a ser mais resistentes, ja que como néo estdo protegidas pelo alginato,
estariam, portanto, mais expostas aos antimicrobianos (Ciofu et al., 2001). Em
contrapartida, outros autores propdem que os testes laboratoriais ndo mimetizam as
reais condi¢cdes de crescimento das amostras M no ambiente pulmonar, sendo
incapazes de aferir seu verdadeiro perfil de resisténcia (Saiman et al., 1999). Nossos
dados ndo permitem conclusfes quanto a qual fendtipo exibe maior resisténcia,
exemplificando as divergéncias encontradas na literatura.

Atualmente, um fendtipo bastante preocupante encontrado em P. aeruginosa
€ a producdo de carbapenemases, ja que estas enzimas sdo capazes de fornecer
resisténcia ndo s6 aos carbapenens, mas a outros B-lactamicos (Lister et al., 2009).
Na FC, os agentes B-lactamicos sédo frequentemente utilizados na tentativa de
erradicacdo da P. aeruginosa do ambiente pulmonar e no tratamento das

exacerbacdes (Sordé et al., 2011).



84

A prevaléncia de diferentes carbapenemases tem aumentado em todo o
mundo e em P. aeruginosa destacam-se as enzimas do tipo MBL, que foram
identificadas pela primeira vez neste patégeno em 1991 (Watanabe et al.,1991), mas
desde entdo amostras com este fendétipo tém sido encontradas em quase todas as
regides do planeta, inclusive no Brasil (Lee et al., 2004; Peleg et al., 2004; Fritsche
et al., 2005; Wolter et al., 2009).

O primeiro relato de amostras de P. aeruginosa produtoras de MBL na FC
data de 2008 em Portugal, foram isoladas oito amostras de uma paciente com 13
anos de idade e todas apresentavam resisténcia aos B-lactamicos. A analise
molecular revelou a presenga do gene blaviv-2 em um integron de classe 1 (Cardoso
et al., 2008). Recentemente, Pollini e colaboradores (2011) reportaram a presenca
do gene blavr-13 em 18 amostras obtidas de uma mesma paciente na Italia. Nos dois
estudos o0s pacientes apresentavam infeccéo cronica por clones produtores de MBL,
gue ja haviam sido isolados anteriormente em quadros infecciosos de pacientes sem
FC nos dois paises (Cardoso et al., 2002; Rossolini et al., 2008; Santella et al.,
2010).

Outro aspecto bastante significativo € o fato de que 0s genes responsaveis
por codificar estas enzimas estdo localizados em elementos geneticamente maveis,
0 que possibilita sua disseminacdo (Walsh et al., 2005). Portanto, apesar de haver
poucos relatos de MBL em amostras de individuos FC, o monitoramento deste
gendtipo € uma medida importante tanto no contexto epidemiolégico quanto no da
resisténcia. Em nosso trabalho selecionamos as 54 amostras que exibiram
resisténcia (plena ou intermediaria) a pelo menos um dos carbapenens testados e
averiguamos a presenca de genes de MBL.

Apesar de haver uma grande variedade de métodos fenotipicos para
deteccdo de MBL, a inexisténcia de um teste padrdo somada ao baixo nimero de
amostras com fenotipo de resisténcia compativel nos levou a optar pela utilizacéo da
técnica molecular para analisar a presenca dos genes correspondentes as MBL mais
frequentes em P. aeruginosa no Brasil. Nenhuma de nossas amostras apresentou
produto de amplificagdo correspondente aos genes avaliados, corroborando o fato
de ainda ndo haver relatos de P. aeruginosa produtoras de MBL em individuos FC
NO NOSSO pais.

As carbapenemases do tipo KPC emergiram recentemente como outro

fendtipo de resisténcia bastante relevante. Até entdo restritas as Enterobactérias
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(Tzouvelekis et al., 2012), as enzimas KPC foram identificadas pela primeira vez fora
desta familia no ano de 2007, quando Villegas e colaboradores isolaram trés
amostras de P. aeruginosa portadoras do gene blakec2 na Colémbia.
Posteriormente, amostras de P. aeruginosa produtoras de KPC foram encontradas
em Trinidad e Tobago (Alpaka et al., 2009), Porto Rico (Wolter et al., 2009), Estados
Unidos (Poirel et al., 2010) e China (Ge et al., 2011).

Recentemente houve relatos de amostras com este fenétipo na Argentina e
no Brasil, indicando sua disseminacgéo pelas Américas (Jacome et al., 2012; Santella
et al., 2012). Além disso, dois trabalhos publicados em 2012 relataram a ocorréncia
de amostras de P. aeruginosa carreando simultaneamente enzimas do tipo KPC e
MBL, na Coldmbia e em Porto Rico (Correa et al., 2012; Martinez et al., 2012).
Apesar de ainda ndo haver relatos da presenca deste fenétipo em amostras de
individuos FC, nosso grupo identificou quatro Escherichia coli produtoras de KPC em
pacientes atendidos em diferentes unidades do HUPE - RJ (Carvalho-Assef et al.,
2010), um dos centros de atendimento aos pacientes com FC. Este achado
associado ao fato do gene blak,c estar presente em elementos geneticamente
moveis, 0 que possibilita a sua disseminacdo entre diferentes géneros bacterianos
nos motivou a investigar a presenca deste gene em nossa amostragem.

As 54 amostras citadas anteriormente também foram submetidas a deteccéo
molecular do gene blakpc, porém nenhuma delas apresentou resultado positivo.
Estes dados, até o momento ndo afastam a necessidade de um continuo
monitoramento destes mecanismos de resisténcia em amostras isoladas de
individuos FC.

A multirresisténcia € um fenbmeno comum em P. aeruginosa, pois essa
bactéria apresenta um vasto arsenal de mecanismos de resisténcia a diversos
agentes, que inclui enzimas que inativam os antimicrobianos, bombas de efluxo e
alteracbes na permeabilidade do envoltério celular. A multirresisténcia é
normalmente resultado da combinagéo destes diferentes mecanismos ou da agao
potente de um deles (Zavascki et al., 2010).

Em individuos FC a ocorréncia deste fendtipo limita as opgdes terapéuticas
para o combate das infecgdes e normalmente resulta em falha do tratamento, o que
esta associado a um maior numero de exacerbacgdes, declinio da fungcéo pulmonar e
consequentemente, maior risco de morte (Lechtzin et al., 2006; Sordé et al., 2011).

Mayer-Hamblett e colaboradores (2012) analisaram o efeito da antibioticoterapia em
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282 individuos FC com cultura positiva para P. aeruginosa nos Estados Unidos e
constataram que 0 pequeno grupo no qual a terapia de erradicacdo ndo obteve
sucesso (37 pacientes) apresentava maiores riscos de exacerbacoes.

Também nos Estados Unidos, Emerson e colaboradores (2010) compararam
o perfil de resisténcia de 656 amostras de P. aeruginosa isoladas de 253 pacientes
atendidos em 33 centros de referéncia com dados obtidos ha 13 anos e identificaram
um aumento substancial no percentual de amostras multirresistentes (de 11,6% para
17%). Em nosso estudo, verificamos a ocorréncia do fendétipo de multirresisténcia em
46 (16,7%) amostras, sendo a maior parte delas (n=35, 76%) oriundas do HCPA -
RS. Dados bastante semelhantes foram encontrados em 127 amostras da Irlanda do
Norte, onde o percentual de bactérias com este fenétipo foi de 15% (Rao et al.,
2012).

Ao investigarmos a distribuicdo das amostras multirresistentes pelos
pacientes percebemos que 15 (20%) deles apresentavam pelo menos uma amostra
com este fendtipo. Ren e colaboradores (2012) pesquisaram a presenca destas
amostras em 4349 pacientes cronicamente infectados por P. aeruginosa e
identificaram-nas em 25,5% dos individuos. Por outro lado, Merlo e colaboradores
(2007), ao executarem a mesma analise em 4293 pacientes revelaram valores bem
menores, ja que apenas 7,9% apresentaram amostras com este perfil. Dados téao
discrepantes podem ser justificados pela utilizacdo de diferentes critérios na
classificacdo das amostras multirresistentes. No primeiro estudo foram incluidas
amostras resistentes a GEN e outro aminoglicosideo, além de um [-lactamico,
enguanto no segundo trabalho o critério adotado foi a resisténcia a pelo menos dois
dos seguintes agentes: CIP, MER e TOB.

A terapia combinada tem sido recomendada como tentativa de impedir o
aparecimento da resisténcia e propiciar uma acao sinérgica dos agentes utilizados,
reduzindo a concentracdo necessaria para seu efeito maximo (Foweraker et al.,
2009), portanto em nosso trabalho adotamos a resisténcia simultanea a
representantes de pelo menos trés classes de antimicrobianos como critério por
entendermos que esta definicdo engloba amostras que representam de forma mais
significativa uma possibilidade de falha terapéutica.

Além disso, € importante ressaltar que foi descrita na literatura uma notavel
associacdo entre cepas transmissiveis e elevados niveis de resisténcia aos

antimicrobianos (Salunkhe et al., 2005). Recentemente, Luna e colaboradores
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(2013) identificaram a presenca de uma cepa endémica multirresistente (Houston-1)
em 32 (45%) dos 71 pacientes incluidos em seu estudo. Diante disto, € possivel
supor que a inexisténcia de clones disseminados entre ou em cada um dos centros
do nosso trabalho contribuiu para as baixas taxas de multirresisténcia encontradas.
A versatilidade da P. aeruginosa associada a heterogeneidade e ao
dinamismo do ambiente pulmonar nos individuos com FC nos impede de generalizar
0 cendrio epidemiolégico e de resisténcia observado em nosso trabalho, porém este
estudo destaca-se por seu ineditismo ao ser o primeiro no pais com carater
prospectivo e multicéntrico, representando um significativo ganho de conhecimento
para a FC no ambito nacional, o que pode proporcionar beneficios aos pacientes e a

comunidade cientifica nacional.
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CONCLUSOES

¢ Nao foram observados percentuais de resisténcia acima de 30% para nenhum
dos antimicrobianos, considerando a totalidade das amostras. Os
antimicrobianos menos eficientes foram os aminoglicosideos e CEP e o0 mais
eficaz foi CAZ.

e Houve diferencas dos perfis de resisténcia entre os centros, indices de
resisténcia superiores a 30% foram encontrados no Hospital das Clinicas de
Porto Alegre para AMI, CEP e GEN, no Instituto Fernandes Figueira para TOB
e no Hospital Especializado Octavio Mangabeira para PTZ, enquanto no
Hospital Universitario Pedro Ernesto os percentuais de resisténcia nédo
ultrapassaram 15% para todos os antimicrobianos. O que possivelmente
reflete as caracteristicas da populacdo atendida em cada um dos centros,

assim como, as estratégias terapéuticas adotadas.

e Houve variacGes em relacdo a resisténcia aos antimicrobianos considerando
os fendtipos NM e M e os centros de referéncia. No Hospital das Clinicas de
Porto Alegre o fendtipo NM foi significativamente mais resistente a CIP e
TOB, enquanto o M foi mais resistente aos beta-lactamicos e PTZ. No
Instituto Fernandes Figueira as amostras NM foram mais resistentes a GEN e
TOB. Nos outros centros de referéncia nenhuma diferenca foi considerada

significativa.

e Todos o0s centros exibiram poucas amostras classificadas como
multirresistentes, exceto o Hospital das Clinicas de Porto Alegre, que
apresentou um indice de 26,2% das amostras com este fendtipo. Estes dados
sugerem que a inexisténcia de clones disseminados entre ou em cada um dos

centros contribuiu para as baixas taxas de multirresisténcia.

e As amostras testadas ndo apresentaram 0sS genes pesquisados (blaimp,
blaspm, blavim € blaky), indicando que estes ndo sdo mecanismos de

resisténcia presentes em nesta amostragem.
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e Foi detectada uma grande diversidade genotipica (224 perfis clonais) e nédo
houve clones disseminados entre 0s centros ou dentro dos mesmos,
sugerindo que a transmissdo de cepas ndo € um evento comum em nossa
populacdo. Além disso, a manutencédo de clones foi observada em poucos
pacientes a despeito de todos serem classificados como cronicamente

infectados.

e A pesquisa de mutagdes nos genes lasR e mucA, condigdo apontada como
uma marcador da infeccéo cronica revelou que mais de metade das amostras
testadas apresentaram mutacdes em pelo menos um dos genes, 0 que nos
leva a concluir que este também é um evento de adaptacdo importante em

nestas amostras.
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