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RESUMO

SIMAO, Felipe Reis de Alexandria. Base genética da resisténcia aos antimicrobianos
em Pseudomonas aeruginosa isoladas de secrecdes respiratorias de individuos com
fibrose cistica. 2023. 123 f. Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia) — Faculdade de
Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2023.

A fibrose cistica (FC) € uma doenca genética que afeta principalmente o
sistema respiratorio e digestivo. E causada por mutacdo no gene CFTR que resulta
em mau funcionamento das glandulas exdécrinas, levando a producdo de muco
espesso que obstrui as vias aéreas e dificulta a digestdo. Pseudomonas aeruginosa é
o principal patdégeno associado a quadros de exacerbacdo pulmonares e Obitos em
individuos com FC. A capacidade de resistir a antimicrobianos exibida por P.
aeruginosa esté relacionada a fatores multiplos, como a superexpressao de bombas
de efluxo. Além desta, o microrganismo também pode adquirir genes via transferéncia
horizontal e exibir resisténcia adaptativa, como em condi¢cdes de biofilmes. Apesar
deste arsenal, amostras de P. aeruginosa de individuos brasileiros com FC ndo eram
comumente associadas a resisténcia a mdltiplas drogas (MDR), principalmente
guando comparadas com o resto do mundo, onde a presenca de clones epidémicos,
capazes de exprimir resisténcia a diversas drogas, sdo muitas vezes reportados.
Devido a estas caracteristicas e a recente observacao de P. aeruginosa resistente a
diversas drogas em nossos centros, o sequenciamento do genoma completo (SGT)
se mostra uma ferramenta capaz de auxiliar nas analises moleculares relacionadas a
resisténcia aos antimicrobianos, através da busca por mutagbes em genes
intrinsecos, aquisicdo de genes extrinsecos e plasmideos, assim como o
monitoramento na busca de clones epidémicos que circulam nesses pacientes, que
até o momento, ainda ndo foram descritos no Brasil. A quase totalidade das amostras
deste estudo exibiram resisténcia a imipenem e meropenem, contudo, como apenas
amostras resistentes a polimixina B foram selecionadas, este era um perfil esperado,
visto que a resisténcia a esta classe é associada a perfis MDR e resisténcia extensiva.
Usando o SGT, buscamos por genes de resisténcia intrinseca, e foram identificadas
evidéncias que nos permitem supor que alteracbes no gene mexZ estejam
superexpressando a bomba de efluxo MexXY. Alteracées nos genes oprD, opdP e
opdD, relacionados a porinas de entrada de carbapenémicos, possivelmente estao
relacionadas com a resisténcia a essa classe. Modificacbes nos genes gyrA e parC,
codificadores das enzimas de replicacdo do DNA, também foram identificadas
associadas a resisténcia a fluoroquinolonas. Alteracdes em parS e pmrB, relacionados
a resisténcia a polimixina B, também foram identificadas. A tipificacdo molecular das
amostras foi capaz de identificar trés novos STs, 4051, 4052 e 4053 e quando
comparadas com clones epidémicos de FC, nenhuma das amostras incluidas nesse
estudo demonstrou associacdo com estes. A andlise do ambiente genético de
amostras de P. aeruginosa resistentes a polimixina B nos permitiu entender os
diferentes mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos, além de subsidiar o
entendimento das possiveis relacdes com as cepas epidémicas que circulam entre
individuos com FC observadas em outros paises.

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

Sequenciamento do Genoma Total. Plasmideos. Tipificagéo.



ABSTRACT

SIMAO, Felipe Reis de Alexandria. Genetic basis of antimicrobial resistance in
Pseudomonas aeruginosa isolated from respiratory secretions of individuals with
cystic fibrosis. 2023. 123 f. Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia) — Faculdade de
Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2023.

Cystic fibrosis (CF) is a genetic disease that affects mainly respiratory and
digestive system. It is caused by mutations in CFTR gene resulting in malfunction of
the exocrine glands and thickness of mucus that obstruct the airways and makes
digestion difficult. Pseudomonas aeruginosa is the main pathogens associated to
pulmonary exacerbation and death in CF population. The ability to resist antimicrobials
exhibited by P. aeruginosa is related to multiple factors, like efflux pump
overexpression. Besides the microorganism can also acquire horizontal transferable
genes and exhibit adaptative resistance as in biofilm conditions. In addition to this, P.
aeruginosa samples acquired from Brazilian CF individuals were not associated to
multidrug-resistance (MDR) profile, especially when compared to the rest of the world,
where epidemic strains, capable of express resistance to various drugs, are commonly
reported. Due to these characteristics and the recent observation of P. aeruginosa
resistant to several drugs in ours centers, whole genome sequencing (WGS) is a tool
capable of assisting in molecular analyzes related to antimicrobial resistance, through
the search for mutations in intrinsic genes, acquisition of extrinsic genes and plasmids,
as well as monitoring in the search for epidemic clones that circulates in these patients,
which so far have not been described in Brazil. Almost all of the samples in this study
exhibited resistance to imipenem and meropenem, however, as only samples resistant
to polymyxin B were selected, this was an expected profile, since resistance to this
class is associated with MDR profiles and extensively resistance. Using the WGS, we
searched for intrinsic resistance genes, and identified evidence that suggests that
alterations in the mexZ gene are overexpressing the MexXY efflux pump. Alterations
in oprD, opdP and opdD genes, related to carbapenem resistance porins, are possibly
related to resistance to this class. Modifications in the gyrA and parC genes, encoding
DNA replication enzymes, have also been identified as associated with resistance to
fluoroquinolones. Alterations in parS and pmrB, related to polymyxin B resistance,
were also identified. The molecular typing were able to identify three new STs, 4051,
4052 and 4053 and when compared to epidemic CF clones, none of the samples
included in this study showed association with them. The analysis of the genetic
environment of P. aeruginosa resistant to polymyxin B allowed us to understand the
different mechanisms of antimicrobial resistance, in addition to subsidizing the
understanding of the possible relationships with the epidemic strains that circulates
among individuals with CF, observed in other countries.

Keywords: Cystic fibrosis. Pseudomonas aeruginosa. Resistance. Whole Genome
Sequencing. Plasmids. Typing.
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INTRODUCAO

Fibrose Cistica

A fibrose cistica (FC), € a doenca autossémica recessiva mais comum na
populacao caucasiana, ocorrendo em aproximadamente 1 a cada 3500 nascimentos.
A maioria dos pacientes tornam-se sintomaticos apds o0 nascimento, e infeccfes
respiratorias e baixo ganho de peso sdo sintomas mais frequentes (DE BOECK,
2020).

A doenca envolve as células produtoras do muco e do suor, afetando multiplos
orgaos, sendo os pulmdes afetados de forma mais severa (RAFEEQ & MURAD,
2017). E uma doenca génica que ocorre através de muta¢ées no cromossomo sete, e
altera funcdes do gene regulador da condutancia transmembrana da fibrose cistica
(cystic fibrosis transmembrane conductance regulator, CFTR), que codifica a proteina
de mesmo nome, modificando-a (ROSENFELD, SONTAG & REN, 2016; DE BOECK,
2020).

A proteina CFTR atua como um canal de transporte de ions de cloreto,
permitindo sua passagem pelas células produtoras de muco, seguido pela agua e
tornando o muco delgado. Muta¢cdes neste gene afetam este transporte e a absorcéo
do sédio, levando ao aumento da espessura do muco nos pulmdes. Devido ao defeito
na acdo de limpeza mucociliar do CFTR e ao acumulo de secre¢des mucopurulentas,
os pulmdes tornam-se um ambiente ideal para a proliferacdo e persisténcia de
bactérias, como a de Pseudomonas aeruginosa (DOURAGHI et al., 2014; RAFEEQ &
MURAD, 2017).

O CFTR também age em outros orgaos como hipotalamo, rins e 0ssos, e
devido a muta¢cdes no gene, podem haver retardamento no crescimento da crianca,
inicio tardio da puberdade, modulacdo na densidade Ossea e susceptibilidade a
calculos renais nos pacientes com FC (CASTELLANI & ASSAEL, 2016).

A triagem neonatal é uma das formas de diagnéstico da doenca, normalmente
utilizando a medicdo de tripsinogénio imunorreativo (immunoreactive trypsinogen,
IRT), que ira medir a enzima tripsina, produzida pelo pancreas, e em caso positivo, 0

teste do suor, que mede a concentracdo de cloreto no suor, sendo considerado um
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teste padrdo ouro para o diagnéstico da doenca (DE BOECK, VERMEULEN &
DUPONT, 2017; CASTELLANI et al., 2019; SHTEINBERG et al., 2021).

Dados do Registro Brasileiro de Fibrose Cistica (Grupo de Estudos Brasileiros
em Fibrose Cistica, GBEFC) coletados até 31/12/2020 apresentam que na ocasiao,
haviam 6.112 individuos registrados, dos quais 5.869 (96%) possuiam algum dado de
seguimento. A Figura 1 evidencia o crescente nimero de registros de brasileiros com
FC e também a diminuigdo do niumero de seguimentos, muito possivelmente devido a

pandemia de Covid-19.

Figura 1 — Registros e seguimentos de individuos portadores de fibrose cistica no
Brasil entre os anos de 2009 e 2020.
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1252 TOTAL DE REGISTROS
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Fonte: GBEFC (www.portalgbefc.org.br), 2020.

Ainda de acordo com o0 GBEFC (2020), o estado de S&o Paulo € o estado com
a maior distribuicdo de individuos, tendo um numero de 1.523 (25%) individuos,
seguido por Minas Gerais, com 711 (11,7%) e Rio Grande do Sul, com 634 (10,4%).
O Rio de Janeiro fica na quinta posi¢éo, acolhendo 457 (7,5%) individuos. O registro
também data o sexo dos mesmos, tendo 3.138 (51,34%) individuos do sexo masculino
e 2.974 (48,66%) do sexo feminino, dos quais 4.228 (69,18%) eram das seguintes
etnias: Brancos, 1.483 (24,26%) Pardos, 377 (6.17%) Pretos, 18 (0,29%) Amarelos e
6 (0,10%) Indigenas.
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Dentre as diversas manifestacdes clinicas observadas nos individuos com FC,
podemos destacar as infecgbes pulmonares, que podem levar a complicacdes
frequentes, causadas por microrganismos tipicamente recuperados nesses
individuos. Essas infecées podem levar a diminuicdo da funcédo pulmonar e até sua
perda permanente, piorando a qualidade de vida destes individuos (GOSS, 2019).

O levantamento também abrange os dados microbiolégicos das secre¢des
respiratérias de pessoas com FC, evidenciando que o patégeno Staphylococcus
aureus, apresentando o perfil de sensibilidade a oxacilina, esteve presente em 1.658
(52,6%) dos 3.152 individuos com dados de seguimento, seguido por P. aeruginosa,
com 1.044 (33,1%) e pelo Complexo Burkholderia cepacia (cBc), com 214 (6,8%)
individuos apresentando este microrganismo. O microrganismo com a menor
identificacdo nas amostras destes pacientes foi 0 Mycobacterium tuberculosis, com

presenca em 5 (0,2%) individuos dos 3.152.

Fisiopatologia

A proteina CFTR é formada por um arranjo de dois dominios transmembrana,
cada um composto de seis subunidades, formando um poro que controla a passagem
de anions. Outros dominios sdo os de ligacdo de nucleotideos e o dominio R,
responsavel pela abertura do canal mediante a interacdo com os dominios
transmembrana e da hidrélise de ATP. Em um funcionamento normal, a proteina
regula o transporte de ions de cloreto e de bicarbonato, afetando o muco e o pH em
células epiteliais (BERGERON & CANTIN, 2019).

A CFTR regula o canal ENaC (Epitelial sodium channel), que € responsavel
pelo transporte e reabsorcédo de sal e agua nas vias aéreas. No caso da proteina
CFTR defeituosa, a reabsor¢cdo do canal ENaC aumenta e a combinacdo desse
aumento de reabsorc¢éo e diminuicédo de secrecao, resulta em poucos fluidos nas vias
aéreas de pacientes com FC, gerando muco espesso e viscoso e a reducdo da
atividade mucociliar, além de inflamacdo e infeccdes (CHMIEL & DAVIS, 2003;
BERGERON & CANTIN, 2019).
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Além dos pulmdes, o pancreas também sofre com 0 muco espesso. Enzimas
digestivas, como a IRT, produzidas pelo pancreas sao bloqueadas de passarem pelo
ducto pancreético por conta do muco espesso, tornando dificil a quebra e absor¢céo
de nutrientes, podendo levar os individuos com FC a quadros de desnutricdo. Além
disto, a producéo continua e o excesso destas enzimas podem levar a danos no 6rgéo
e até cancer pancreético (ONG et al., 2018).

O muco normal funciona como uma barreira protetora das vias aéreas,
protegendo a superficie de 6rgaos e realizando a limpeza de microrganismos, porém,
com o defeito no transporte de ions e alta viscosidade do muco, ele torna-se ideal para
a adesdo de microrganismos, além de tornar-se uma barreira contra a entrada de
drogas inalatérias, as quais sdo a escolha primaria para o tratamento nos pulmdes
(ONG et al., 2018).

Através da falha na limpeza do muco, microrganismos como P. aeruginosa,
Haemophilus influenzae e S. aureus colonizam os pulmdes, secretando proteinas
toxicas pré-inflamatérias, levando a problemas pulmonares como a bronquiectasia,
gue ocorre devido ao aumento da concentracdo de elastases de neutrofilos, e, com a
progressdo da doenca e danos no epitélio, outras bactérias tornam-se colonizadoras
do individuo com FC (ELBORN, 2016).

Genética

Existem mais de 2.000 variantes reportadas do gene CFTR, contudo, ndo é de
conhecimento se em todas as variantes reportadas ha a presenca da doenca e nem
em quantas destas (https://cftr2.org/).

A variante mais comum destas reportadas, € a variante F508del (encontrada
também sob os nomes AF508 e Phe508del), sendo caracterizada pela delecéo de trés
bases nucleotidicas, resultando na remocéo da fenilalanina no aminoacido 508. E a
variante mais comum na Europa e representava cerca de 70% dos casos de FC nos
Estados Unidos (ONG et al., 2018; DE BOECK, 2020; SANDERS et al., 2021).

No estudo do GBEFC, de 2020, dos 6.112 casos registrados no Brasil, 5.083

(83,2%) realizaram a pesquisa por gendtipo e aproximadamente metade deles (2.682,
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52,8%) tem pelo menos uma copia da variante F508del, sendo esta a variante mais

frequente nos individuos brasileiros com FC cadastrados.

Microbiota pulmonar

Em adicdo a todas as complicacdes que o CFTR defeituoso acrescenta, sao
observadas também as infec¢des por microrganismos, muitas vezes sendo patégenos
oportunistas. Dentre os principais estdo H. influenzae, S. aureus, espécies do cBc,
Stenotrophomonas maltophilia, Achromobacter xylosoxidans e P. aeruginosa,
havendo correlacdo da idade do paciente com o microrganismo que esta infectando-
0 (CUTHBERTSON et al., 2020).

H. influenzae, é considerado um patégeno oportunista e um dos colonizadores
iniciais dos pulm&es de pacientes com FC. A espécie € classificada entre seis
sorotipos (Hia até Hif) e é capaz de produzir capsulas. Com a criacdo de uma vacina
para o sorotipo Hib, a maior prevaléncia das cepas relacionadas ao microrganismo é
de cepas nao capsulares, conhecidas como NTHi (Nontypeable H. influenzae), as
quais estédo associadas a inflamacé&o crénica nos pulmdes devido ao recrutamento de
neutrofilos e citocinas pro-inflamatéria (SALIU et al., 2021; WATTS et al., 2021).

O patégeno S. aureus, € um dos microrganismos mais detectados nas vias
aéreas de pacientes com FC nas idades iniciais, tendo sua prevaléncia em cerca de
50% entre as crianc¢as de até dois anos e até 80% entre os adolescentes e € associado
a aumento na atividade inflamatéria e piora na capacidade nutricional. Devido a alta
competicao e diversos fatores externos, a bactéria sofre uma grande pressao seletiva,
necessitando de adaptacdo para competir com outros patdogenos e burlar a acdo de
antimicrobianos. Uma destas adaptacdes é representada no perfil de resisténcia a
meticilina (MRSA), o qual é caracterizado por piora na fungcdo pulmonar, altas taxas
de mortalidade e aumento nas taxas de hospitalizacdo (RUMPF et al., 2021).

O cBc, é um grupo de microrganismos composto de diversas espécies
fenotipicamente muito similares, diferenciados apenas por testes moleculares. Séo

espécies causadoras de FC e raras em infec¢cdes nosocomiais, entretanto, espécimes



22

deste complexo sdo capazes de produzir diversos fatores de viruléncia e apresentar
resisténcia a antimicrobianos e desinfetantes (LORD, JONES & HORSLEY, 2020).

Outro patégeno oportunista que também esta entre os causadores de FC é o
bacilo gram-negativo ndo fermentador S. maltophilia, conhecido por sua alta
capacidade de resistir a drogas antimicrobianas e sua presenca em culturas €&
associada a diminuicdo na resposta imune de hospedeiros e fungdo pulmonar
comprometida (BROOKE, 2021). O microrganismo apresenta resisténcia intrinseca a
diversos agentes [(B-lactamicos atraves da apresentacéo de B-lactamases, bombas de
efluxo e baixa permeabilidade de membrana externa (TRIFONOVA & STRATEVA,
2018).

Espécies do género Achromobacter também s&o responsaveis por causar
infeccbes em pacientes com FC, sendo A. xylosoxidans a espécie mais
frequentemente encontrada em pacientes com FC, seguido por Achromobacter
ruhlandii. Sua presenca esta relacionada a infec¢cdes cronicas e devido a seu
magquinario de proteinas, que permite injetar toxinas em outras células bacterianas, e
sua resisténcia a antimicrobianos peptidicos, a espécie se adapta ao ambiente
pulmonar de pacientes com FC (ESPOSITO et al., 2021; GABRIELAITE et al., 2021).

Finalizando a lista dos principais microrganismos associados a FC, temos P.
aeruginosa, sendo uma das principais bactérias associadas a FC junto de S. aureus.
Sua taxa de infeccdo aumenta com a idade, podendo ser identificada na grande
maioria de amostras de pacientes com FC adultos. Sua progresséo da doenca pode
levar a exacerbacdo pulmonar e danos pulmonares irreversiveis além de ser
associada mais frequentemente a complicacdes da FC, como desnutricdo e diabetes
dos pacientes (MIELKO et al., 2019).

Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa € uma bactéria ubiqua, gram-negativa, bacilar, mével, aerébica
e ndo formadora de esporos, sendo capaz de se adaptar a uma grande variedade de

ambientes e possui grande variedade de enzimas metabdlicas, concedendo ao
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microrganismo versatilidade metabdlica e adaptacédo a mudancas do ambiente (AZAM
& KHAN, 2018; PANG et al., 2019).

Como patégeno oportunista é a bactéria mais comum associada a infec¢des
IRAS (Infeccbes Relacionadas a Assisténcia a Saude), como por exemplo,
pneumonias associadas a ventilagdo mecanica (PANG et al., 2019).

No ano de 2016, o microrganismo foi incluido na categoria de prioridade critica
na lista de prioridades para pesquisa e desenvolvimento de novos antimicrobianos
para bactérias resistentes, da OMS (Organizacdo Mundial da Saude) junto de
Acinetobacter baumanii e outras enterobactérias (TACCONELLI et al., 2017).

A P. aeruginosa, além de exibir alta resisténcia a diversos antimicrobianos, €
capaz de produzir e secretar diversos fatores de viruléncia, denominados como
estratégias para exercer competitividade e obtencao de nutrientes, sendo os principais
o lipopolissacarideo (LPS), flagelo, pili, sideréforos e seis tipos de sistemas de
secrecdo. Também é capaz de formar biofilmes e se utilizar de quorum-sensing
(LEITAO, 2020; QIN et al., 2022).

Em adicdo a estes, a bactéria também € capaz de produzir pigmentos como a
piocianina, uma fenazina azul e ndo fluorescente; a pioverdina, um sideroforo
fluorescente com papel na obtencao de ferro; e piorrubina e piomelanina, pigmentos
nao fluorescentes na coloragéo vermelho e marrom (LAU et al., 2004; ORLANDI et al.,
2015).

Além da resisténcia, viruléncia e pigmentacdo, o microrganismo pode estar
presente também nas variantes mucoides, ndo mucoides e SCV (Small colony variant)
(WEI et al., 2011).

Na aquisicdo inicial da bactéria, a mesma apresenta sua morfologia nao-
mucoide, isto é, sem a presenca de mutacfes que causam a superproducdo do
exopolissacarideo alginato. Na sua variante mucoide, diversas mutacdes causam esta
producdo excessiva do alginato. Esta variante é associada com ma prognose de FC,
manifestando-se como declinio na funcdo pulmonar e mortalidade aumentada.
Culturas onde ambas variantes estejam presentes apresentam maior resisténcia a
antimicrobianos inatos, como espécies reativas de oxigénio e antibiéticos peptidicos
catibnicos (MALHOTRA, HAYES JR & WOZNIAK, 2019). A variante SCV, quando
comparada a forma selvagem, demonstra resisténcia a antibioticos aumentada,

melhora na capacidade de formacdo de biofiimes, motilidade reduzida e
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comportamento de crescimento agregado lento. E associada a infecgdes crénicas em

pacientes com FC, tornando quase impossivel sua erradicacao (WEI et al., 2011).

Resisténcia aos antimicrobianos

A grande capacidade de P. aeruginosa perdurar em diferentes ambientes,
deve-se ndo sO a seu grande repertério metabdlico e mecanismos patogénicos, mas
também, a sua reduzida susceptibilidade a diversos antimicrobianos e desinfetantes
(SUBEDI, VIJAY & WILLCOX, 2017).

As bactérias podem usar de diversos meios para apresentarem-se resistentes
a acao de drogas antimicrobianas, como a diminuicdo na permeabilidade de
membrana, expressao de sistemas de efluxo, producdo de enzimas que inativam o0s
antimicrobianos e modificagBes no sitio alvo da droga. P. aeruginosa exibe grande
parte destes mecanismos através de determinantes intrinsecos ou através de DNA
exdgeno e plasmidial, afetando grande parte das classes de antimicrobianos, como [3-
lactamicos, como os carbapenémicos, aminoglicosideos, quinolonas e polimixinas
(MIYOSHI-AKIYAMA et al., 2017; BASSETTI et al., 2018).

As cepas de P. aeruginosa podem ser classificadas em resistente a multiplas
drogas (multidrug-resistant, MDR), quando a resisténcia € observada em um ou mais
agentes, em trés ou mais classes de drogas testadas; resisténcia extensiva
(extensively drug-resistant, XDR), quando apresenta sensibilidade a um ou mais
agentes em até duas categorias de antimicrobianos testadas; e pandroga resistente
(pandrug-resistant, PDR), quando a cepa nao € sensivel a nenhuma droga
antimicrobiana testada (MAGIORAKOS et al., 2012; BASSETTI et al., 2018).

Dentre as opc¢Oes terapéuticas no tratamento de P. aeruginosa, 0s
carbapenémicos séo considerados terapias de primeira linha para doencas causadas
por P. aeruginosa. Contudo, com o uso continuo destes, houve a selecdo de
mecanismos de resisténcia aos carbapenémicos (LABARCA et al, 2014). A resisténcia
a esta classe, pode ser mediada por mecanismos como a producdo de enzimas

hidroliticas, como as carbapenemases, diminuicdo da permeabilidade devido a
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mutacBes em porinas e superexpressao de bombas de efluxo (GNIADEK, CARROLL
& SIMNER, 20186).

O estudo de Cai e colaboradores (2017), além de reiterar o reconhecimento da
OMS sobre a importancia tanto de A. baumannii quanto de P. aeruginosa resistentes
aos carbapenémicos, aponta que ambos estdo associados a piora no quadro de
doenca e maior mortalidade quando comparados a Enterobacteriaceae resistentes a
carbapenémicos, como Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae.

As carbapenemases sdo enzimas hidroliticas utilizadas para impedir a acédo de
drogas carbapenémicas, inativando ou hidrolisando seu meio de acéo. Os genes para
as mesmas normalmente estdo codificados em plasmideos auto conjugativos
(NORDMANN & POIREL 2013). A classificagdo de Ambler (1980) é utilizada como
uma forma de classificar essas -lactamases de A a D.

Na classe A, ha baixa prevaléncia de enzimas consideradas carbapenemases,
com a mais prevalente dentro destas a KPC (Klebsiella pneumoniae carbapanemase)
(DUIN & DOI, 2017); as B-lactamases de classe B, sdo conhecidas como metallo-f3-
lactamases (MBL) e as principais carbapenemases dentro desta classificacao sao VIM
(Verona Imipenemase), NDM (New Delhi metallo-B-lactamase) e IMP (Imipenemase);
as B-lactamases de classe C, amplamente distribuidas em gram-negativos, 0os quais
codificam no cromossomo o gene ampC, que em condicfes normais ndo é expresso,
porém, por indugao de B-lactamicos, o mesmo podera ser. As 3-lactamases de classe
C ndo sdo carbapenemases, porém, sua acdo combinada com a reducdo da
permeabilidade por porinas, as permite sequestrarem os carbapenémicos antes de
atingirem as PBPs (Penicillin binding proteins); as B-lactamases de classe D, sdo
conhecidas como oxacilinase (OXA). Deste grupo OXA, cinco exemplares sao
conhecidos como carbapenemases, OXA-23, OXA-24/40, OXA-48, OXA-51 e OXA-
58 (NORDMANN & POIREL, 2019; TOOKE et al., 2019).

Dentre as [-lactamases capazes de inativar os carbapenémicos em P.
aeruginosa, a revisao epidemioldgica de Escanddn-Vargas e colaboradores (2017)
reportou a presenca de KPC, GES (Guiana extended-spectrum B-lactamase), IMP,
VIM, NDM e SPM (Séao Paulo metallo-B-lactamase) em P. aeruginosa na América
Latina e Caribe. Além destas, o microrganismo também pode apresentar enzimas da
classe D, como as enzimas OXA-48 (TENOVER, NICOLAU & GILL, 2022).
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Na membrana externa de P. aeruginosa ha canais especializados em realizar
troca de nutrientes com o meio interno com formatos similares a poros, denominados
porinas. Devido a auséncia de porinas gerais e largas, P. aeruginosa possui apenas
8% de permeabilidade da membrana externa quando comparada com E. coli,
conferindo além da baixa permeabilidade para absorcao de nutrientes, resisténcia a
algumas classes de antimicrobianos (CHEVALIER et al., 2017).

Em P. aeruginosa estao presentes diversas porinas, como oprF, oprG, oprH,
oprO, oprP e oprD. Dentre destas, a familia oprD, compostas por 19 membros, sdo
responsaveis por facilitar a difusdo de aminoacidos basicos, pequenos peptideos e de
drogas carbapenémicas para a célula (CHEVALIER et al., 2017; MUDERRIS et al.,
2017).

A producéo de porinas da familia oprD deficientes resulta em alteracées na
permeabilidade de antimicrobianos absorvidos por esta familia, como o0s
carbapenémicos, levando ao microrganismo a apresentar baixa susceptibilidade a
esta classe. O aumento da néo susceptibilidade do microrganismo a classe pode
aumentar em diversas vezes quando apenas a modificacao nas porinas esta presente,
sendo capaz de aumentar a concentragao inibitéria minima (CIM) de imipenem de 1-
2 mg/L para 8-32 mg/L e de meropenem de 0,12-0,25 para 2-4 mg/L (LIVERMORE,
2001; FLUIT et al., 2018; NGUYEN et al., 2018).

Outra classe de porinas, as opdP, sdo extremamente similares as porinas oprD,
possuindo a mesma funcéo de facilitar a difusdo de aminoacidos basicos, pequenos
peptideos e drogas carbapenémicas, e quando estdo ausentes devido a alguma
mutacao, junto das porinas oprD, diminuem drasticamente a susceptibilidade aos
carbapenémicos, porém, sua auséncia por si s6, ndo gera mudancas na
susceptibilidade, visto que a principal entrada para estas drogas sédo as porinas oprD
(SONNLEITNER et al., 2020).

Outra importante forma de resisténcia aos antimicrobianos, sdo as bombas de
efluxo, proteinas transportadoras envolvidas na excrecéo de substancias toxicas para
as células. Além disto, contribuem para a resisténcia intrinseca a antimicrobianos e
podem ser divididas em cinco classes: MFS (Major facilitator superfamily), familia RND
(Resistance-nodulation division), familia ABC (ATP binding cassette), familia SMR
(Small multidrug resistance) e familia MATE (Multi-drug and toxic compund extrusion)
(PUZARI & CHETIA, 2017).
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Dentre as familias de bombas de efluxo, a mais comum em P. aeruginosa € a
familia RND. Bombas de efluxo desta familia abrangem o espaco periplasmico com
trés proteinas, uma transportadora de membrana citoplasmética RND, uma proteina
de membrana de fusdo e uma proteina de membrana externa e sua acao ocorre
através do monitoramento dos niveis de metabolitos acumulados e expulsdo dos
mesmos antes que cheguem a niveis toxicos (PUZARI & CHETIA, 2017; NGUYEN et
al., 2018; TAFTI et al., 2020).

As principais bombas de efluxo da familia RND encontradas em P. aeruginosa
ligadas a resisténcia aos antimicrobianos sdo as MexAB-oprM, MexCD-oprJ, MexEF-
oprN e MexXY-oprM. A capacidade de excregao de antimicrobianos por estas bombas
de efluxo esta em grande parte relacionada a mutacdes em genes e proteinas
reguladoras das mesmas. Todas estao relacionadas com a expulsédo de B-lactamicos
e carbapenémicos, exceto MexEF-oprN, a qual ndo exporta B-lactamcios, apenas
imipenem (GLEN & LAMONT, 2021).

Devido ao aumento da resisténcia aos antimicrobianos, as polimixinas tém sido
reintroduzidas na clinica com o intuito de eliminar infeccbes ocasionadas
principalmente por bacilos gram-negativos com perfil de resisténcia MDR, como P.
aeruginosa e A. baumanii resistente a carbapenémicos (SCOTT et al., 2019).

Duas drogas desta familia estdo disponiveis para uso clinico, a polimixina B e
a colistina (polimixina E). Seu uso é extremamente controlado e em pacientes com
FC, recomendado apenas como Ultima escolha de tratamento, visto que ambas
possuem efeitos nefrotoxicos (HORCAJADA et al., 2019).

Ambas as drogas possuem estruturas moleculares similares, com apenas um
aminoacido alterado em seu anel peptidico. As polimixinas sdo positivamente
carregadas, permitindo a interacdo com fosfatos no lipidio A do LPS bacteriano, que
€ carregado negativamente. Esta interacdo resulta na ruptura da membrana celular
bacteriana (HORCAJADA et al., 2019).

A resisténcia as polimixinas em P. aeruginosa podem ocorrer através de
alteracdes no lipidio A do LPS bacteriano, através da expresséo de bombas de efluxo
e proteinas de membrana externa, para a expulsao da droga do meio e pode ocorrer
através da aquisicdo de DNA exogeno, como o gene mcr (Mobilized colistin
resistance), codificados normalmente em DNA plasmidial (TAHMASEBI, DEHBASHI
& ARABESTAN, 2019; KIM et al., 2021).
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Alteracdes na interacdo necessaria das polimixinas com o LPS sé&o as formas
mais comuns de resisténcia as polimixinas. A superexpressao, através de mutacoes,
do operon arn, o qual codifica enzimas para a adicao de L-Ara4N (4-amino-4-deoxy-
L-arabinosa) ao lipidio A, resulta em reducao da afinidade por cargas positivas do LPS
e por conseguinte, aumento da resisténcia contra a droga (LO SCIUTO et al., 2020).

Outra alteracdo é a ativacdo de sistemas de dois componentes (Two-
component systems, TCSs) como phoP/phoQ, pmrA/pmrB, colR/colS, cprR/cprS e
parR/parS presentes em P. aeruginosa através de mutacdes. A ativacdo de pmrAB,
leva a regulacdo positiva do operon arnBCADTEF-pmrE, o qual medeia a sintese e
transferéncia de L-Ara4N para o lipidio A; o sistema phoPQ, através de alteracdes, €
capaz de ativar a regulacao positiva do operon arnBCADTEF-pmrE; os sistemas
colRS e cprRS, sdo capazes de realizar interacBes com o sistema phoPQ, ativando
este; e por ultimo, o sistema parRS € capaz de ativar o operon arnBCADTEF-pmrE
independente do sistema pmrAB, resultando a resisténcia a polimixinas (OLAITAN,
MORAND & ROLAIN, 2014).

Em acréscimo das modificacbes no lipidio A, P. aeruginosa também pode
utilizar a proteina de membrana externa oprH para adquirir resisténcia a polimixinas.
A transcricdo de oprH pode ser induzida pelo TCSs phoP/phoQ e sua resisténcia se
da através da ligacdo a sitios catiénicos de Mg?+ do LPS, esta ligacdo incapacitara a
polimixina de se ligar nestes sitios, impedindo sua acdo (SKIADA et al.,, 2011,
OLAITAN, MORAND & ROLAIN, 2014).

O estudo de Puja e colaboradores (2020) obteve sucesso em comprovar a
participacédo positiva da bomba de efluxo MexXY-oprM na resisténcia a polimixina,
uma vez que mutacdes no gene parR, podem ativar a expressao tanto da bomba
guanto do operon arn. Caso o LPS bacteriano entre em contato com a droga, este
sera carregado com Ara4N e ocorrera a ativacdo da bomba de efluxo por parR e
expulsédo da droga.

Aléem de resisténcia intrinseca, Liu e colaboradores (2016) detectaram a
presenca de genes moveis de resisténcia a colistina presente em plasmideos em
amostras E. coli oriundas de carne animal na China entre os anos de 2011 a 2014.
Verificou-se também, a capacidade desses plasmideos serem mobilizados para K.

pneumoniae e P. aeruginosa através de conjugacao.
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O gene mcr ja foi detectado em cinco continentes diferentes e em diversos
paises além da China, como Brasil, Alemanha e Vietnam, e além disto, genes de
resisténcia a colistina, foram detectados em plasmideos carreando carbapenemases
e B-lactamases de espectro estendido, podendo desenvolver perfis de resisténcia a
diversas classes de antimicrobianos (WANG et al., 2018; HUSSEIN et al., 2021).

Até o presente momento, 10 genes relacionados a mcr ja foram datados (1-10),
sendo o mcr-1, o primeiro e mais abundante destes. Todos os genes mcr tém
maneiras homologas de tornar o microrganismo resistente a colistina, visto que
codificam enzimas fosfoetanolamina transferase, que séo capazes de se ligar a fracao
fosfoetanolamina (PEtN) do lipidio A em gram-negativos, diminuindo a carga negativa
e assim, a acao das polimixinas (HUSSEIN et al., 2021).

O estudo de Hameed e colaboradores (2019) obteve sucesso ao reportar pela
primeira vez a presenca de plasmideos codificando o gene mcr-1 em cepas clinicas
resistentes de A. baumanii e P. aeruginosa no Paquistdo. No Brasil, o estudo de Nitz
e colaboradores (2021) investigou o perfil de resisténcia de 99 isolados de P.
aeruginosa com os perfis MDR e XDR de dois hospitais de Sdo Luiz, Maranh&o. Os
pesquisadores reportaram a presenca de uma cepa carreando o gene mcr-1, que
apresentava o perfil de resisténcia a colistina e sensibilidade apenas a imipenem e
meropenem.

Um dos principais mecanismos de resisténcia a antimicrobianos em P.
aeruginosa identificado em pacientes com FC, sdo as mutacdes cromossomiais e
aquisicdo de DNA exdgeno. A resisténcia a carbapenémicos, ocorre principalmente
devido alteragbes no gene codificante da porina oprD, as quais podem gerar uma
proteina ausente ou sem funcao e devido a aquisicdo de enzimas carbapenemases
(TAl et al., 2015; SHERRARD et al., 2021). Em relac&o as polimixinas, ndo é do nosso
conhecimento a existéncia de publicacdes reportando cepas de P. aeruginosa
oriundas de individuos com FC carreando o gene mcr, até 0 momento. Baseado nos
mecanismos exibidos pelo microrganismo, o principal meio de resisténcia a esta
classe exibido por P. aeruginosa recuperadas de individuos com FC, possivelmente
torna-se as alteragcbes em genes dos TCS (MOSKOWITZ et al.,, 2012; OLAITAN,
MORAND & ROLAIN, 2014; PEDERSEN et al., 2018).
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Sequenciamento do Genoma Total

O sequenciamento do genoma total (SGT) tém se tornado a técnica padrao
para a investigacdo de surtos e de tipagem bacteriana. Seus métodos além de
permitirem rapida identificacdo de infecgbes com alto nivel de precisdo, também
permitem a identificagdo de genes associados a resisténcia de antimicrobianos e
fatores de viruléncia relevantes, garantindo velocidade na identificacdo e manuseio de
surtos, ndo necessitando de multiplas técnicas moleculares para caracterizar um
isolado (BOGAERTS et al., 2021).

Em surtos, diversos protocolos devem ser seguidos, como a realizacdo de
técnicas fenotipicas e moleculares para a caracterizacéo e vigilancia de patégenos
resistentes. Entretanto, estes métodos podem falhar em distinguir cepas muito
similares ou caracteristicas de resisténcia e viruléncia devido as limitacdes nestes
testes convencionais, como testes que detectam apenas resisténcia, mas ndo genes
de viruléncia. O SGT permite a identificacdo de caracteristicas genémicas relevantes,
proporcionando a identificacdo rapida e precisa em surtos (QUAINOO et al., 2017).

Apesar das vantagens do uso do SGT, um dos problemas do mesmo é a
necessidade de banco de dados de confianga e profissionais capacitados para suas
analises, visto que ha a necessidade do manuseio dos dados obtidos. Outro problema
na clinica é o fato de os dados obtidos serem apenas qualitativos, prevendo a
capacidade do isolado de ser resistente, mas ndo medindo seu nivel de resisténcia a
droga e nem fatores do meio em que se encontra o microrganismo (BALLOUX et al.,
2018).

Um exemplo a ser citado do beneficio do uso do SGT aliado a clinica, € o trazido
por Magalhaes e colaboradores (2021), que realizou a combinacdo de uma técnica de
tipificacdo aliada ao SGT, a fim de tipificar cepas de P. aeruginosa obtidas entre os
anos de 2010 e 2014. A técnica foi capaz de identificar trés tipos de cepas
relacionadas a surtos, e entdo, com a aplicagdo do SGT, foi possivel confirmar
suspeitas epidemioldgicas acerca das cepas, além da capacidade de diferenciar as
cepas relacionadas a surtos e as que nao eram relacionadas com grande eficacia.
Outros exemplos a serem citados, sdo os estudos em que foi realizado o SGT em

cepas de P. aeruginosa e sua eficacia em determinar perfis MDR e XDR e a presenca
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de genes de resisténcia transferidos horizontalmente (HERNANDEZ-GARCIA et al.,
2021; RUEDAS-LOPEZ et al., 2021; SINGH et al., 2021).

Clones epidémicos de Pseudomonas aeruginosa em fibrose cistica

A aquisicdo da P. aeruginosa em individuos com FC ocorre majoritariamente
através do contato com ambientes naturais, como agua e solo contaminados, porém,
estes ndo sdo o0s Unicos veiculadores do microrganismo, visto que hospitais,
ambientes domeésticos, nebulizadores e infec¢cdes cruzadas entre pacientes e/ou
membros da familia também sdo capazes de veicular e propagar o microrganismo
(JACKSON & WATERS, 2020; MOORE et al., 2021).

Acreditava-se que a infeccdo cruzada de P. aeruginosa ndo ocorria, porém,
Pedersen e colaboradores, em 1986, reportaram a disseminacao de um clone de P.
aeruginosa resistente a antimicrobianos no ambiente pediatrico e em seguida, em
1996, Cheng e colaboradores, provaram atraves de técnicas moleculares a existéncia
de cepas de P. aeruginosa compartilhada entre pacientes, denominada de Liverpool
epidemic strain (LES) (PARKINS, SOMAYAJI & WATERS, 2018).

O clone LES ¢é a linhagem mais comum entre os pacientes com FC do Reino
Unido e pode ser encontrado em amostras de pacientes da América do Norte, estando
presente em mais de um continente. Esta linhagem é associada com maior viruléncia
in vitro e piora no quadro do paciente quando comparado com as linhagens selvagens
(WILLIAMS et al., 2018).

As linhagens do clone LES (ST146 ou ST683) sdo competitivas, substituindo
outras cepas de P. aeruginosa. Dentre as diferentes linhagens, LESB58, foi notificada
como uma cepa com maior competitividade in vivo, tornando a infecgéo crénica;
LES431 é a cepa com a capacidade de transmissdo de pacientes com FC para
pacientes ndo portadores de FC e até animais domésticos como gatos, tornando-os
sintomaticos. Ambas possuem alta producédo de produtos regulados por quorum-
sensing, como piocianina e proteases LasA (CARTER et al., 2010).

O clone MES (Manchester epidemic strain, ST217), foi reportado por Jones e
colaboradores (2001) em um centro de fibrose cistica de Manchester, apresentando

resisténcia a [-lactamicos, aminoglicosideos e fluoroquinolonas sendo apenas
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recuperado de amostras de ar e nao sendo observado em pacientes nao
apresentadores de FC; outro clone que circula no Reino Unido é o Midlands-1
(ST148), o qual ndo demonstra a capacidade de infectar pacientes que apresentem
FC e ndo apresenta concordancia em seu perfil de resisténcia a antimicrobianos
(SCOTT & PITT, 2004; CHAMBERS et al., 2005; MARTIN et al., 2013; PARKINS,
SOMAYAJI & WATERS, 2018).

O clone C (ST17) compde um grupo clonal de P. aeruginosa encontradas em
habitats naturais, principalmente aquatico, e clinicos. Comparado a outros clones, nao
€ considerado o mais virulento, entretanto, possui a capacidade de secretar
exotoxinas e proteases. E um dos mais abundantes clones de P. aeruginosa no
mundo, sendo reportado em diversos continentes (KAMAL et al., 2019; LEE et al.,
2020).

Outros notaveis clones de P. aeruginosa também podem ser citados, como 0s
clones australianos AES-01 (ST649), AES-02 (ST775) e AES-03 (ST242), afetando
pacientes com FC na Australia e Tasmania. Estes clones afetam apenas pacientes
com FC e néo foram encontrados em reservatérios ambientais. AES-01 e AES-03 séo
associados com a resisténcia a B-lactamicos, aminoglicosideos e fluoroquinolonas
enquanto AES-02, a B-lactamicos e aminoglicosideos (SMITH et al., 2016; PARKINS,
SOMAYAJI & WATERS, 2018).

No Brasil, ha a deteccdo de cepas endémicas, como relatado por Turano e
colaboradores (2016), realizando a deteccdo da cepa ST277, descrita como endémica
e associada a surtos hospitalares. Costa-Junior e colaboradores (2021) relataram
contaminagdo cruzada entre pacientes de trés clones (Cl, C2 e C3) entre os
pacientes, entretanto, ndo ha a descricdo de clones epidémicos no Brasil até o

presente momento.
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1 JUSTIFICATIVA

Pseudomonas aeruginosa isoladas de secrecdes respiratdrias em pacientes
com fibrose cistica no Brasil, de forma geral, apresentavam-se sensiveis aos
antimicrobianos, com poucos casos de amostras resistentes a mdiltiplas drogas.
Entretanto, nos ultimos anos, nosso grupo de estudos tem observado um aumento
nas taxas de resisténcia em P. aeruginosa obtidas de pacientes assistidos em dois
centros de referéncia na cidade do Rio de Janeiro, incluindo o aumento de amostras
resistentes a carbapenémicos e polimixina B.

Um dos grandes problemas deste cenario, € o0 aparecimento de
microrganismos exibindo uma alta capacidade de resisténcia a diversas drogas,
resultando em dificuldade no tratamento e na erradicacdo dos microrganismos
especialmente para polimixina B, que além de ser usada por via inalatéria no esquema
de erradicacdo quando da primo infeccdo por P. aeruginosa, também faz parte dos
esquemas de associacao de drogas nos quadros de exacerbac¢des pulmonares.

A analise do ambiente genético de amostras de P. aeruginosa com resisténcia
a polimixina B, permitird o entendimento dos diversos mecanismos de resisténcia aos
antimicrobianos, além de subsidiar o entendimento da circulacdo desses perfis entre
0s pacientes brasileiros e possiveis relacdes com cepas epidémicas de FC observado

em outros paises.
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2.1 Objetivo geral

Analisar o ambiente genético da resisténcia aos antimicrobianos de

Pseudomonas aeruginosa resistentes a polimixina B obtidas de secrecdes

respiratorias de pacientes com fibrose cistica.

2.2 Objetivos especificos

a) Estabelecer o perfil de susceptibilidade das amostras aos
antimicrobianos de interesse clinico e estabelecer a ocorréncia
de perfis de resistente a mdultiplas drogas ou resisténcia
extensiva;

b) Determinar a concentracao inibitéria minima para a polimixina B
através do teste padrdo ouro e um teste comercial;

c) Realizar o sequenciamento do genoma total (SGT) nas amostras
selecionadas;

d) Depositar o genoma completo das cepas de P. aeruginosa
sequenciadas no banco de dados genémicos GenBank;

e) Analisar nas amostras de P. aeruginosa quanto a presenca de
genes de resisténcia e presenca de plasmideos com o uso de
ferramentas de bioinformatica;

f) Determinar o sequence type (ST) das cepas de P. aeruginosa por

meio de SGT e sua relacdo com clones epidémicos de FC.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Pacientes e critério de selecédo

Para a realizacdo deste estudo, 10 amostras de Pseudomonas aeruginosa
resistentes a polimixina B foram selecionadas de um estudo previamente conduzido
em nosso grupo (ALMEIDA et al., 2021) sendo oriundas de cinco pacientes com
fibrose cistica (FC) e coletadas em dois centros hospitalares de referéncia no
atendimento a pacientes com FC do Rio de Janeiro, a Policlinica Piquet Carneiro
(PPC) do Hospital Universitario Pedro Ernesto (HUPE), e o Instituto Nacional de
Saude da Mulher, da Crianca e do Adolescente Fernandes Figueira (IFF/Fiocruz). As
amostras foram obtidas entre os periodos de 2010 a 2014, sendo 9 amostras obtidas
de escarro e 1 de swab. Este projeto de estudo foi aprovado pelo comité de ética do
Hospital Universitario Pedro Ernesto sob o CAAE: 79547616.1.0000.5259.

Quadro 1 — Distribuicdo dos pacientes e amostras de Pseudomonas aeruginosa entre
as clinicas de origem.

Paciente N° de N° da amostra | . Data do Origem

amostras isolamento

1 1 9876 27/01/2010 IFF
10705 16/08/2010
17138 12/11/2013

2 4 17749 31/03/2014 IFF
17801 07/04/2014
11227 03/12/2010

3 3 14297 23/02/2012 PPC
17973 21/05/2014

4 1 14339 01/03/2012 IFF

5 1 17828 24/04/2014 IFF

Fonte: O autor, 2023.

3.2 Estoque bacteriano

Todas as amostras utilizadas neste estudo foram estocadas no meio Skin Milk
(Difco Laboratories, Detroit, Michigan, Estados Unidos), composto de leite desnatado
a 10% e glicerol a 10% e mantidas na temperatura de -20°C até a realizacao de testes
para avaliar sua pureza e identificacdo em P. aeruginosa através de provas

fenotipicas.
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3.3 Identificacdo das amostras

As amostras estudadas foram previamente identificadas no Laboratério de
Bacteriologia do Hospital Universitario Pedro Ernesto (HUPE) da Universidade do
Estado do Rio de Janeiro (UERJ), utilizando-se de provas fenotipicas como a
capacidade de metabolizar a glicose por via oxidativa (ndo fermentadora), producao
de oxidase (positiva), a motilidade (positiva), a descarboxilagdo da lisina (negativa),
descarboxilagdo de arginina (positiva) e crescimento a 42°C (positiva) (Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria, ANVISA, 2004).

3.4 Teste de sensibilidade aos antimicrobianos

3.4.1 Teste Disco-Difusao

O teste disco-difusdo (TDD) foi realizado através da metodologia indicada no
manual M02 Performance Standards for Antimicrobial Disk Susceptibility Tests do
Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI, 2018) utilizando o meio de cultura
Muieller-Hinton Agar (Kasvi, Parand, Brasil). Os seguintes antimicrobianos foram
testados piperacilina-tazobactam (100-10 pg), ceftazidima (30 pg), cefepime (30 pg),
meropenem (10 ug), imipenem (10 ug), doripenem (10 pg), aztreonam (30 pQg),
ciprofloxacina (5 pg), amicacina (30 ug) e tobramicina (10 ug) (Becton, Dickinson and
Company, BD, Sparks, Nevada, Estados Unidos). A interpretacdo dos resultados foi
feita através da indicada no manual M100 Performance Standards for Antimicrobial
Susceptibility Testing do CLSI (2021) utilizando a cepa de referéncia P. aeruginosa
ATCC® 27853 para o controle de qualidade.

3.4.2 Concentracao Inibitéria Minima

A determinagéo da concentragéo inibitéria minima (CIM) foi realizada para aferir

a sensibilidade das amostras ao sulfato de polimixina (Sigma, St. Louis, Missouri,
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Estados Unidos) seguindo as recomendacdes do manual MO7 Methods for Dilution
Antimicrobial Susceptibility Tests for Bacteria That Grow Aerobically (CLSI, 2018). Foi
utilizado o sistema de triplicatas a fim de se obter um resultado preciso do teste.

A técnica empregada foi a de microdiluicdo em caldo, sendo transferido o
volume de 100 pL de caldo Mieller-Hinton cation-ajustado (CAMHB) nos pocos de
uma placa de poliestireno de 96 pog¢os com fundo em “U”. Nesta placa sao dispostos
8 pocos na vertical, sendo estes referentes as amostras testadas e 12 pogos na
horizontal, referentes as concentracdes do antimicrobiano.

Todos os pocos devem conter o CAMHB e as concentracfes do antimicrobiano
testado, com excecédo de um poco em cada fileira vertical, o qual devera conter apenas
0 caldo, livre do antimicrobiano, sendo este chamado de controle de crescimento
positivo. Os demais poc¢os, foram inoculados com as concentracfes de antimicrobiano

definidas no Quadro 2.

Quadro 2 — Descricdo da cepa controle utilizada, concentracdes do sulfato de
polimixina definidas para o uso entre as amostras e faixa de crescimento aceitavel da

cepa controle na determinacéo da concentracao inibitéria minima.

I Faixa aceitavel de
Diluicbes .
Cepa controle crescimento da cepa
(Hg/mL)
controle
128, 64, 32,16, 8,4, 2,1,
Pseudomonas aeruginosa
ATCC® 27853 0,5,0,25e 0,125 0,5 pug/mL — 2,0 pg/mL

Fonte: O autor, 2023.

3.4.2.1 Preparo do meio de cultura

O preparo do caldo CAMHB foi realizado seguindo instrucbes do manual MO7
(CLSI, 2018). O meio utilizado foi o caldo Mueller-Hinton (HiMedia Laboratories®,
Pensilvania, Estados Unidos) havendo necessidade de suplementar os cétions de
Ca*™ e Mg*.

Para a suplementacdo do CAMHB, foram dissolvidas 3,68g de CaCl2:2H20
em 100 mL de agua deionizada e 8,36g de MgCI2:6H20 em 100 mL de agua

deionizada, obtendo-se duas solu¢gdes com 10 mg de Ca**/mL e 10 mg de Mg**/mL.
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Deve-se adicionar 0,1 mL da solucéo de Ca** e 0,05 mL da solucdo de Mg** para cada

litro de caldo Mieller-Hinton a fim de se obter o CAMHB.

3.4.2.2 Preparo da solucao do agente antimicrobiano

O preparo da solucdo do agente antimicrobiano foi realizado através da
equacao abaixo. As diluicbes do agente antimicrobiano no CAMHB utilizadas foram
as de 128 pug/mL, 64 pg/mL, 32 ug/mL, 16 pg/mL, 8 ug/mL, 4 pg/mL, 2 pug/mL, 1 pg/mL,
0,5 pg/mL, 0,25 pg/mL e 0,125 pug/mL de sulfato de polimixina.

Peso (mg) = Volume (mL) x Concentracdo (ug/mL)

Poténcia (ug/mL)

Para as diluigdes, 200 yL de CAMHB foram adicionados no primeiro pogo da
placa de poliestireno de 96 pogos com fundo em “U” contendo o agente antimicrobiano
e 100 L livres do agente antimicrobiano nos outros poc¢os. Realizou-se entdo uma
diluicdo seriada, recolhendo 100 pyL do primeiro poco e adicionando aos demais
sucessivamente até o penudltimo poco, que apdés a diluicdo, o excedente foi
descartado, mantendo o Ultimo po¢co como o controle de crescimento livre do agente

antimicrobiano.

3.4.2.3 Preparo do in6culo

O preparo do in6culo se deu através da suspensdo direta de coldnias
bacterianas. Utilizando culturas bacterianas recentes (<24 horas), foram realizadas
suspensdes em solucdes de salina 0,9% a fim de obter a turbidez padronizada 0,5
McFarland (1 x 10® UFC/mL). A suspenséo foi entdo diluida a 1:10 para se obter a
diluicdo de 107 UFC/mL.

Apbs o preparo do indculo, foi utilizado 5 yL da diluicdo de 107 UFC/mL das
amostras bacterianas em seus respectivos pocos pré-determinados na placa de

poliestireno de 96 pocos para a inoculacao.
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3.4.2.4 Incubacao da placa e identificacdo da Concentracdo Inibitéria Minima

A incubacéo da placa de poliestireno de 96 pogos com fundo em “U”, apos a
inoculacdo, ocorreu a 35°C em uma estufa em aerobiose por 16-20 horas. A
concentracdo inibitéria minima (CIM) foi definida pela observacdo do crescimento
bacteriano, onde a menor concentracdo capaz de inibir o crescimento dos

microrganismos era determinada como a CIM para a amostra.

3.4.3 Teste comercial POLICIMBAC

O teste comercial POLICIMBAC (Probac do Brasil, Sdo Paulo, SP, Brasil) € um
sistema de microdiluicdo que é destinado a determinacao da CIM de polimixina B para
bacilos gram-negativos, sendo composto por um painel com 12 cavidades horizontais
e 2 linhas verticais, onde cada linha possibilita o teste para uma amostra bacteriana.
A cavidade identificada como CC é destinada ao controle de crescimento positivo da
amostra, onde ndo ha insercdo de antimicrobiano e a cavidade de nimero 12, é o

controle negativo, onde ndo se deve inocular o microrganismo (Figura 2).

Figura 2 — Painel do teste POLICIMBAC para a determinagdo da concentracao
inibitéria minima de polimixina B.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 [0 [ n 1
2|0 0 OO0 | 0| O 0|0 00|00 D
64 | 32| 16| 8 | 4 2 | 1 [o05]02](0125] ccC
Q0 0|IQ| 0|00 0|0 |0|0
64 32 16 8 a 2 1 0,5 | 0,25 |0,125| ccC

Fonte: Probac do Brasil.
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O teste foi realizado conforme instrucdes do fabricante. Disponivel em
probac.com.br/Anexos/Bulas/Meios%20Susceptibilidade/Policimbac%20-
%20Rev%2000.pdf e descrito resumidamente abaixo.

3.4.3.1 Preparo do in6culo

Culturas bacterianas recentes (<24 horas) foram suspensas em salina 0,9% a
fim de obter a turbidez padronizada de McFarland (1 x 10® UFC/mL). Uma diluicéo
1:100 foi realizada neste tubo, obtendo a suspensédo de 10° UFC/mL e uma nova
diluicdo foi operada em um novo tubo de ensaio, obtendo a suspensdo de 10°
UFC/mL.

3.4.3.2 Inoculacao, incubacéao e identificacdo da Concentracao Inibitéria Minima

A inoculagdo no painel foi feita através da suspensdo de 10° UFC/mL,
inoculando 100 pL da suspensao nas cavidades de controle de crescimento (CC) e
nas cavidades de 0,125 ug/mL a 64 pg/mL. A cavidade “12” ndo deve ser inoculada
no intuito de se realizar o controle negativo do teste.

Para incubacdo, o teste deve ser colocado na embalagem original e incubado
por 24 horas em aerobiose numa estufa a 35° + 2°C. A cepa de referéncia de controle
de qualidade utilizada foi a ATCC® P. aeruginosa 27853 com a faixa de crescimento
aceitavel entre 0,5 pg/mL e 2 pg/mL.

O meio de cultura do teste dispde do Cloreto de 2,3,3- Trifeniltetrazolio, que
facilita a determinacdo da CIM pela modificacdo da coloracdo para vermelho do
crescimento microbiano.

A CIM foi definida através da observacdo do crescimento bacteriano, onde a
menor concentragdo capaz de inibir o crescimento dos microrganismos era

determinada como a CIM para a amostra.
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3.5 Classificacao das amostras de Pseudomonas aeruginosa em resistente a
multiplas drogas (MDR) e resisténcia extensiva (XDR)

Para esta etapa, foram adotados critérios adaptados a partir dos estabelecidos
por Magiorakos e colaboradores (2012), considerando-se o namero de classes de
antimicrobianos avaliados no presente estudo, para alcancar a classificacdo das
amostras de P. aeruginosa como: MDR, amostra resistentes a um ou mais agentes,
em trés ou mais categorias de antimicrobianos testados; e XDR, amostras sensiveis
a um ou mais agentes em até duas categorias de antimicrobianos testadas (Quadro
3).

Quadro 3 — Categorias e agentes antimicrobianos testados e aplicados para
classificacdo de Pseudomonas aeruginosa resistentes a polimixina B nos perfis MDR
e XDR.

Categoria de antimicrobiano Agente antimicrobiano
Aminoglicosideos Tobramicina e Amicacina
Carbapenémicos antipseudomonais Imipenem, Meropenem e Doripenem
Cefalosporinas antipseudomonais Ceftazidima e Cefepime
Fluoroquinolonas antipseudomonais Ciprofloxacina

Penicilinas antipseudomonais + ) N
o Piperacilina-Tazobactam
inibidores de B-lactamase

Monobactamicos Aztreonam

Polimixinas Polimixina B

Fonte: Adaptado de Magiorakos et al., 2012.

3.6 Obtencao e purificacdo do DNA

A obtencéo e purificagdo do DNA bacteriano foi realizada a partir de culturas
bacterianas recentes (<24 horas) crescidas no meio Miieller-Hinton Agar (Kasvi,
Parand, Brasil) utilizando o kit QIAmp DNA Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Alemanha)

seguindo as orientacdes de protocolo disponiveis em
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giagen.com/us/resources/resourcedetail?id=62a200d6-faf4-469b-b50f-
2b59cf738962&lang=en.

Para a realizacdo do método, uma al¢a de inoculagédo foi utilizada para transferir
a massa bacteriana (2 a 3 coldnias) para um tubo de 2 mL contendo o tampéo ATL
(180 uL) e Proteinase K (20 uL) sendo homogeneizados e incubados a 56°C
objetivando a lise celular. Posterior a lise, adicionou-se RNase A (100mg/mL) e
novamente o tubo foi homogeneizado e incubado em temperatura ambiente por 2
minutos. Ocorreu a adicdo do tampéao AL (200 pL) ao material seguido de incubacao
a 70°C por 10 minutos. Adicionou-se 200 pL de etanol (96-100%) ao material e uma
nova homogeneizacao foi necessaria. O material homogeneizado foi transferido para
um novo tubo com a coluna de filtrag&o fornecida pelo fabricante e centrifugado por 1
minuto. Este tubo contendo o material centrifugado foi descartado, mantendo apenas
a coluna, a qual estava presente o material bioldgico. Este processo de centrifugacao
e descarte de tubo contendo o material filtrado se deu para os tampdes AW1 (500 L),
AW?2 (500 uL) e AE (200 uL), sendo que neste ultimo, a coluna foi descartada e o tubo

contendo o DNA purificado foi armazenado.

3.7 Sequenciamento do genoma total de Pseudomonas aeruginosa resistentes

a polimixina B

Apos a obtencdo do DNA purificado, as amostras de P. aeruginosa foram
submetidas ao sequenciamento do genoma total (SGT), sendo inicialmente, o DNA
armazenado quantificado através do sistema QuantiFluor® (Promega, Madison,
Wisconsin, Estados Unidos) e diluido até a concentracao final de 2 ng/uL seguindo o
protocolo disponivel no endereco https://www.promega.com.br/products/rna-
analysis/dna-and-rna-quantitation/quantifluor-one-dsdna-
system/?catNum=E4870#protocols.

Para a quantificacdo do DNA, foi realizada uma solugcdo de trabalho com o
reagente disponibilizado e em seguida, 200 pL desta solugdo foram adicionados a
tubos do tipo Eppendor de 0,5 mL. Posterior, 2 L de DNA foram adicionados ao tubo
que foi homogeneizado e incubado a 25°C por 5 minutos em temperatura ambiente,
protegido da luz, para entdo o DNA ser quantificado.
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3.7.1 Preparo das bibliotecas gendmicas

As bibliotecas gendmicas foram criadas por meio do kit Nextera XT DNA Library
Preparation (lllumina Inc, Califérnia Estados Unidos) seguindo as recomendacdes do
fabricante disponivel em https://www.illumina.com/products/by-type/sequencing-
kits/library-prep-kits/nextera-xt-dna.html. Posterior a isto, foram sequenciadas pelo
método de sequenciamento por sintese da plataforma lllumina no equipamento MiSeq
System (lllumina Inc, Califérnia, Estados Unidos) no Laboratério de Genoma
Bacteriano (LabGen) da Faculdade de Ciéncias Médicas/HUPE.

3.7.2 Fragmentacdo e marcacdo do DNA gendmico

O material genético foi fragmentado e marcado de forma simultdnea com
adaptadores especificos nas extremidades 5’ e 3’ dos fragmentos recém-criados. Esta
etapa ocorreu por reagao enzimatica, com a adigao posterior a reagao de 10 pL de
tampao TD e 5 uL de DNA gendmico diluido a concentracao de 2 ng/puL em cada poco
de uma placa de microtitulacdo de 96 pocos. Em seguida, foram adicionados 5 uL de
uma mistura para PCR (ATM), homogeneizado e centrifugado por 1 minuto. A placa
foi entdo disposta em um termociclador (Applied Biosystems™, Waltham,
Massachusetts, Estados Unidos) e foi iniciado o ciclo “Tagmentagcédo” a 55°C por 5
minutos. Apds este ciclo, foram adicionados 5 uL de tampao Neutralize Tagment (NT)
em cada poco da placa de microtitulacdo e homogeneizados com uma micropipeta e
em seguida, centrifugados por 1 minuto e entdo, incubados a 25°C por 5 minutos.

3.7.3 Amplificacdo do DNA fragmentado
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Para a amplificacdo do DNA fragmentado e marcado, foi utilizado um programa
de PCR de ciclo limitado, adicionando os indices adaptadores para a geracao dos
clusters no sequenciamento, sendo adicionados 5 yL dos adaptadores Index, que
realizaram a identificacdo das amostras e favoreceram a ligacdo do DNA. Posterior a
esta, 15 pyL da mistura para PCR Master Mix (NPM) foram adicionados em cada pogo
contendo os adaptadores e entdo, homogeneizados e centrifugados por 1 minuto.
Apés a centrifugacéo, a placa de microtitulacdo foi condicionada em pré-programa
para a realizacdo da PCR, sendo 72°C por 3 minutos, 95°C por 30 segundos, seguido
de 12 ciclos de amplificacdo (95°C por 10 segundos, 55°C por 30 segundos e 72°C
por 30 segundos) e entdo, 72°C por 5 minutos e mantida a 4°C.

3.7.4 Purificacao das bibliotecas gendmicas

As bibliotecas de DNA recém preparadas foram purificadas através do kit
AMPure XP beads (lllumina Inc, Califérnia, Estados Unidos), sendo as beads
homogeneizadas inicialmente a fim de se garantir sua distribuicdo uniforme. Apés este
passo, a placa de microtitulagéo de 96 poc¢os contendo a biblioteca de DNA foi mantida
em temperatura ambiente por 1 minuto e entéo, 50 pyL de cada pogo foram transferidos
para novos pocos da placa de microtitulacdo e 30 uL de AMPure XP beads foram
adicionados em cada poco. A placa foi incubada a 25°C por 5 minutos e entdo
colocada em um suporte magnético até que o conteido se clarifique
(aproximadamente 2 minutos) e posterior a isto, o sobrenadante foi removido. Apés a
remocado do sobrenadante, foi realizada uma lavagem de cada poco da placa,
adicionando 200 pL de alcool etilico a 80% (Sigma, Sao Paulo, Brasil) para sua
evaporagao completa em temperatura ambiente. Foram ent&o, adicionados 50 pL do
tampdao de ressuspenséo (RSB) e o material homogeneizado e incubado a 25°C por
2 minutos. A placa foi condicionada no suporte magnético novamente até que seu
conteudo clarifique e entdo, 50 yL do sobrenadante foram transferidos para uma nova

placa de 96 pocos.
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3.7.5 Normalizacdo e mistura das bibliotecas

As bibliotecas genémicas foram quantificadas como descrito no topico 3.7 e
normalizadas em 725 pb (pares de base), a fim de garantir uma representacao
homogénea na amostra agrupada. Foi entdo realizado uma mistura destas,
consistindo na transferéncia de volumes iguais de cada biblioteca normalizada para
um microtubo de 1,5 mL e entdo, homogeneizado por inversao. O volume final de 1,3
mL de mistura de bibliotecas a 15 pM, diluidas e desnaturadas, foram entéo,
adicionados ao MiSeq Reagent Kit v2 (500-cycles) e introduzidas no equipamento
MiSeq Systema (lllumina Inc, Califérnia, Estados Unidos), com a cobertura de 40 X,
gerando dois arquivos do tipo paired-end contendo a fita foward (read 1) e a fita

reverse (read 2) na extensao “fastq”.

3.7.6 Trimagem das reads e montagem dos genomas

Os arquivos do tipo paired-end contendo as reads obtidos pelo sequenciamento
tiveram a qualidade avaliada através do programa FastQC v.0.11.9 (ANDREWS,
2010), a fim de identificar potenciais problemas através da analise do contetdo GC e
excessos de sequéncias repetitivas.

As reads foram trimadas e os genomas montados de novo utilizando a
plataforma Bacterial and Viral Bioinformatics Resource Center (BV-BRC) (bv-brc.org)
a qual utilizou a ferramenta TrimGalore
(bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/trim_galore/) para a trimagem, e os métodos
Unicycler v.0.4.8 (WICK et al., 2017) e o SPAdes v.3.13.0 (BANKEVICH et al., 2012)
para a montagem, optando pelo tamanho minimo dos contigs de 500 pb. A montagem
teve sua qualidade avaliada pela ferramenta QUAST v.5.0.2 (GUREVICH et al., 2013)
na plataforma BV-BRC.
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3.8 Andlise de Bioinformatica

ApGs a trimagem e montagem, os genomas foram submetidos a anotagdo nas
plataformas Rapid Annotation Subsystem Technology (RAST)
(rast.nmpdr.org/rast.cgi) e BV-BRC, o que permitiu a identificacdo de diversos
componentes do mesmo, como genes de RNA transportador (tRNA), genes de RNA
ribossémico (rRNA), genes codificadores de proteinas e a investigacdo de genes
relacionados a resisténcia a antimicrobianos.

Para a investigacdo da integridade de sequéncias de nucleotideos e
aminoacidos, o0 servico Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)
(blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) foi empregado, utilizando suas ferramentas BLASTn
(nucleotideos) e BLASTp (proteinas).

Na busca de genes de resisténcia extrinseca, a ferramenta ResFinder
(cge.food.dtu.dk/services/Resfinder/) pertencente ao Center for Genomic
Epidemiology (CGE) foi empregada. Para a busca de resisténcia intrinseca, as bases
de dados Applying Pathosystems Resource Integration Center (PATRIC),
Comprehensive Antibiotic Resistance Database (CARD) (https://card.mcmaster.ca/),
e National Database of Antibiotic Resistance Organisms (NDARO)
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pathogens/antimicrobial-resistance/) foram utilizadas
através da plataforma BV-BRC, obtendo-se a sequéncia de nucleotideos dos genes
de interesse e permitindo seu alinhamento com a cepa de referéncia P. aeruginosa
PAO1 (GCA_000006765.1) atravées do programa de alinhamento Bioedit
(bioedit.software.informer.com/7.2/), permitindo entdo a busca de mutacdes nas
sequéncias génicas analisadas.

A presenca de plasmideos foi averiguada através da plataforma Galaxy
Australia (usergalaxy.org.au) a qual abriga diversas ferramentas de analises de
bioinforméatica. Dentre estas, as ferramentas plasmidSPAdes v.3.9.0 (ANTIPOV et al.,
2016) foi utilizada para a montagem dos plasmideos e a ferramenta Bakta v.1.5.0
(SCHWENGERS et al.,, 2021) para a anotagcdo dos mesmos, possibilitando a
identificacdo de genes de interesse dentro dos plasmideos.

A ferramenta DNAPIotter (CARVER et al.,, 2009) foi executada dentro do

programa Artemis (sanger.ac.uk/tool/artemis/) permitindo a visualizacdo dos
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plasmideos encontrados de forma circular e viabilizando a geracdo de mapas de
plasmideos circulares nas dez amostras pesquisadas.

Para a tipificagdo molecular, a plataforma Public Databases for Molecular
Typing and Microbial Genome Diversity (PubMLST) (pubmilst.org/) foi empregada a
fim de se determinar o sequence type (ST) das amostras, assim como sua diversidade
gendmica, realizando a comparacao de relacdo dos STs encontrados com os de
clones epidémicos relacionados a FC, utilizando a ferramenta Grapetree (ZHOU et al.,

2018) presente na propria plataforma.
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4 RESULTADOS

4.1 Perfil de resisténcia aos antimicrobianos

4.1.1 Teste Disco-Difusao

Foram estudadas dez amostras de P. aeruginosa resistentes a polimixina B
isoladas de cinco pacientes, oriundas de dois centros de referéncia para o tratamento
a pacientes com FC.

Entre os antimicrobianos testados, 0s maiores numeros de amostras
resistentes, foram observados para imipenem (9 de 10) e meropenem (8 de 10).
Excluindo ceftazidima, os demais antimicrobianos apresentaram resisténcia em pelo
menos metade das amostras. Nao se observou nenhuma amostra sensivel a todos os

antimicrobianos testados (Tabela 1).

Tabela 1 — Numero de amostras resistentes aos antimicrobianos em Pseudomonas

aeruginosa resistentes a polimixina B.

Agente antimicrobiano I PPe Total
(n) (n) (n)
Piperacilina-tazobactam (PPT) 4 2 6
Ceftazidima (CAZ) 2 2 4
Cefepime (FEP) 4 2 6
Meropenem (MER) 5 3 8
Imipenem (IMP) 6 3 9
Doripenem (DOR) 4 1 5
Tobramicina (TOB) 1 4 5
Aztreonam (ATM) 3 2 5
Ciprofloxacina (CIP) 4 1 5
Amicacina (AMI) 4 2 6

Legenda: IFF — Instituto Nacional de Saude da Mulher, da Criangca e do Adolescente Fernandes
Figueira, PPC — Policlinica Piquet Carneiro.
Fonte: O autor, 2023.
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Avaliando a susceptibilidade das 10 amostras de P. aeruginosa aos 10
antimicrobianos testados, pela técnica de difusdo em agar, foram construidos nove
perfis de resisténcia. Os numeros de marcadores de resisténcia variaram na faixa de
1 a 10 antimicrobianos. Um unico perfil de resisténcia foi observado em mais de uma
amostra, o perfil PPT-CAZ-FEP-MER-IMP-DOR-TOB-ATM-CIP-AMI, com duas
amostras, oriundas de um paciente (paciente 2) atendido no IFF. Todos os outros
perfis foram presentes em apenas uma amostra. Por instituicdo hospitalar,

observamos seis perfis para IFF e trés para PPC (Tabela 2).

Tabela 2 — Perfis de resisténcia aos antimicrobianos em cepas de Pseudomonas
aeruginosa resistentes a polimixina B, determinados pelos resultados obtidos com o

método de difusdo em agar.

Perfil de resisténcia Numero de amostras
PPT-CAZ-FEP-MER-IMP-DOR-TOB-ATM-CIP-AMI 2
PPT-FEP-MER-IMP-DOR-TOB-ATM-CIP-AMI
PPT-CAZ-FEP-MER-IMP-ATM-CIP-AMI
PPT-CAZ-FEP-MER-IMP-DOR-ATM
PPT-FEP-MER-DOR
MER-IMP-TOB-AMI
MER-IMP-CIP
IMP-TOB-AMI
IMP 1
Legenda: AMI — Amicacina, ATM — Aztreonam, CAZ — Ceftazidima, CIP — Ciprofloxacina, DOR —
Doripenem, FEP — Cefepime, IMP — Imipenem, MER — Meropenem, PPT — Piperacilina-tazobactam,

TOB — Tobramicina.
Fonte: O autor, 2023.

RPRRRRERRER

4.1.2 Concentracéo Inibitéria Minima

Todas as amostras selecionadas apresentaram resisténcia para polimixina B
(CIM = 4 pg/mL). Os resultados variaram de 4 yg/mL a 8 pg/mL. Dentre as dez
amostras testadas, nove apresentaram a CIM de 4 ug/mL e apenas uma amostra a
CIM de 8 ug/mL. Apesar de apresentar a maior CIM observada em nosso estudo, esta
apresentou apenas trés marcadores fenotipicos de resisténcia a antimicrobianos (IMP,
TOB e AMI) (Tabela 3).
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Tabela 3 — Distribuicdo das concentracdes inibitéria minima para polimixina B, perfil

de resisténcia aos antimicrobianos em Pseudomonas aeruginosa.

Amostra  Paciente Perfil de resisténcia aos antimicrobianos Polimixina B
(Mg/mL)
9876 1 MER-IMP-CIP 4
10705 2 IMP 4
11227 3 MER-IMP-TOB-AMI 4
14297 3 PPT-CAZ-FEP-MER-IMP-ATM-CIP-AMI 4
14339 4 IMP-TOB-AMI 8
17138 2 PPT-CAZ-FEP-MER-IMP-DOR-TOB-ATM-CIP-AMI 4
17749 2 PPT-CAZ-FEP-MER-IMP-DOR-TOB-ATM-CIP-AMI 4
17801 2 PPT-FEP-MER-IMP-DOR-TOB-ATM-CIP-AMI 4
17828 5 PPT-FEP-MER-DOR 4
17973 3 PPT-CAZ-FEP-MER-IMP-DOR-ATM 4

Legenda: AMI — Amicacina, ATM — Aztreonam, CAZ — Ceftazidima, CIP — Ciprofloxacina, DOR —
Doripenem, FEP — Cefepime, IMP — Imipenem, MER — Meropenem, PPT — Piperacilina-tazobactam,

TOB — Tobramicina.

Fonte: O autor, 2023.

4.1.3 Teste comercial POLICIMBAC

Todas as amostras testadas pelo método comercial

POLICIMBAC, para a

determinacao da CIM de polimixina B, foram classificadas na categoria intermediaria

(CIM = 2 yg/mL). Os resultados variaram de 1 yg/mL (duas amostras) a 2 pg/mL (oito

amostras). Quando comparado com o resultado obtido na técnica de microdiluicéo,

observa-se uma discrepancia nos dados de trés amostras (14339, 17138 e 17973),

exibindo um aumento na CIM em mais de uma concentracdo de diluicdo do

antimicrobiano. Nas demais amostras, a diferenca observada foi de apenas uma

concentragéo de diluigdo (Tabela 4).
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Tabela 4 — Comparacao entre as metodologias utilizadas para a determinacdo da

concentracgédo inibitéria minima para polimixina B.

Amostra Paciente Origem Microdiluicdo Teste
comercial*
9876 1 IFF 4 2
10705 2 IFF 4 2
11227 3 PPC 4 2
14297 3 PPC 4 2
14339 4 IFF 8 2
17138 2 IFF 4 1
17749 2 IFF 4 2
17801 2 IFF 4 2
17828 5 IFF 4 2
17973 3 PPC 4 1

Legenda: IFF — Instituto Nacional de Saude da Mulher, da Crianca e do Adolescente Fernandes
Figueira, PPC — Policlinica Piquet Carneiro, * — POLICIMBAC.
Fonte: O autor, 2023.

4.2 Classificacdo das amostras de acordo com os perfis de resisténcia:

resistente a multiplas drogas (MDR) e resisténcia extensiva (XDR)

Seguindo os critérios adaptados a partir de Magiorakos e colaboradores (2012),
o perfil de resisténcia das dez amostras de P. aeruginosa foi tracado baseando-se no
perfil MDR como aquela amostra que seja ndo sensivel a um ou mais agentes em trés
ou mais categorias de antimicrobianos testados; e XDR como a amostra sensivel a
um ou mais agentes em até duas categorias de antimicrobianos testadas.

Nesta classificacdo, uma amostra (10705) ndo exibiu nenhum dos perfis de
resisténcia apresentado pelo autor. O perfil MDR foi identificado em cinco amostras
(9876, 11227, 14339, 17828 e 17973), sendo o perfil que esteve presente no maior
namero de amostras deste estudo. Quatro amostras (14297, 17138, 17749 e 17801),

exibiram o perfil de resisténcia XDR.
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Tabela 5 — Classificacdo das amostras de Pseudomonas aeruginosa em resistente a
multiplas drogas e resisténcia extensiva baseado nos marcadores fenotipicos de

resisténcia aos antimicrobianos.

Amostra Marcador de resisténcia Pérﬁj de.
resisténcia

9876 IMP, MER CIP e POL MDR
10705 IMP e POL -

11227 IMP, MER, AMI, TOB e POL MDR
14297 PPT, ATM, CAZ, FEP, IMP, MER, AMI, CIP e POL XDR
14339 IMP, AMI, TOB e POL MDR
17138 PPT, ATM, CAZ, FEP, IMP, MER, DOR, AMI, TOB, CIP e POL XDR
17749 PPT, ATM, CAZ, FEP, IMP, MER, DOR, AMI, TOB, CIP e POL XDR
17801 PPT, ATM, FEP, IMP, MER, DOR, AMI, TOB, CIP e POL XDR
17828 PPT, FEP, MER, DOR e POL MDR
17973 PPT, ATM, CAZ, FEP, IMP, MER, DOR e POL MDR

Legenda: AMI — Amicacina, ATM — Aztreonam, CAZ — Ceftazidima, CIP — Ciprofloxacina, DOR —
Doripenem, FEP — Cefepime, IMP — Imipenem, MDR — Resistente a mudltiplas drogas, MER -
Meropenem, POL — Polimixina B, PPT — Piperacilina-tazobactam, TOB — Tobramicina, XDR -
Resisténcia extensiva.
Fonte: O autor, 2023.

4.3 Sequenciamento do genoma total

4.3.1 Montagem e anotacdo dos genomas

As reads das amostras pesquisadas foram trimadas e seus genomas montados
pelo método de novo através da plataforma BV-BRC, utilizando a ferramenta
TrimGalore para a trimagem e para a montagem, o método Unicycler v.0.4.8 como o
padrdo, contudo, na montagem das amostras 14339 e 17828, o método falhou em
montar o genoma destas, sendo entéo, utilizado o método SPAdes v.3.13.0.

Para a anotacdo dos genomas, as plataformas RAST e BV-BRC foram

empregadas, gerando dados sobre o tamanho total de cada genoma, que variou entre
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6.250.921 pb (14339) a 6.738.939 pb (17801), o conteudo GC, que apresentou em
média 66,40% e o numero dos contigs que variaram entre 45 (14339) a 120 (17801)
(Tabela 6).

Em relacdo ao tamanho e numero de contigs, a ferramenta também analisou o
N50 e o0 L50, célculos utilizados para avaliar a qualidade das montagens dos genomas.
O N50, é o numero definido pelo comprimento do menor contig para qual contigs de
comprimento iguais ou maiores cubram pelo menos 50% dos pares de base da
montagem e o L50, € o numero definido pelo nimero de contigs de sequéncia maior
ou igual ao comprimento do N50 e sua soma chegara a 50% do tamanho total das
bases da montagem (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/help/).

A amostra que apresentou o maior N50, foi a 11227, exibindo um N50 de
389.101 e a que apresentou o menor, foi a 17801, exibindo um N50 de 143.939. Em
contra partida, a amostra que exibiu o maior L50, foi 17801, com um L50 de 15 e a
que mostrou o menor foi 11227, exibindo um L50 de 6 (Tabela 6). Outros valores foram
observados na Tabela 6, como o nimero de sequéncias codificadoras, RNAs e
susbsistemas.

As sequéncias de nucleotideos das amostras apresentadas neste estudo foram
depositadas no banco de dados Genbank através do portal de submisséo do National
Center for Biotechnology Information (NCBI) sob o0s numeros de acesso
JAPTHHO000000000 (9876), JAOYMCO000000000 (10705), JAOYMDO000000000
(11227), JAOYMEO000000000 (14297), JAOYMF000000000 (14339),
JAOYMGO000000000 (17138), JAOYMGO00000000 (17749), JAOYMIO00000000
(17801), JAOYMJ000000000 (17828) e JAOYMKO00000000 (17973). Na submissao
destes genomas, foi optado pela liberacdo dos dados referentes aos mesmos serem

disponibilizados ap6s a publicacdo dos genomas ou na data 14/10/2026.



Tabela 6 — Dados da composicdo gendmica das amostras de Pseudomonas aeruginosa.
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Amostras
9876 10705 11227 14297 14339 17138 17749 17801 17828 17973
Tamanho
6.303.06 6.339.91 6.476.31 6.421.79 6.250.92 6.447.19 6.439.48 6.738.93 6.476.33 6.448.35
do genoma
1 6 1 7 1 5 9 9 3 9
(pb)
Conteudo
66.46 66.46 66.29 66.41 66.57 66.52 66.52 66.13 66.34 66.35
GC (%)
NUmero de
_ 77 65 72 75 45 72 88 120 70 81
contigs
1.058.74 1.201.39 146491 1.178.61 1.288.79 1.075.18 1.011.63 1.278.22
Reads 990.698 815.261
8 6 6 5 0 3 0 1
N50 (pb) 216.648 224.008 389.101 218.940 335.192 201.436 192.273 143939 280.403 234.939
L50 9 11 6 9 7 11 14 15 9 11
CDS 5.970 5.997 6.145 6.110 5.944 6.142 6.143 6.566 6.150 6.138
RNAs 61 62 63 72 64 62 58 62 64 62
NUmero de
subsistema 389 390 396 396 391 395 397 399 396 396

S

Legenda: GC — Guanina e Citosina, pb — pares de base, CDS — Sequéncias Codificadoras

Fonte: O autor, 2023.
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4.3.2 Genes associados a resisténcia aos antimicrobianos

4.3.2.1 Genes intrinsecos

Na deteccdo de genes de resisténcia intrinseca, a plataforma BV-BRC
vasculhou através das anotacdes dos genomas nas bases de dados PATRIC, CARD
e NDARO a presenca de genes de interesse e entdo, os genes foram alinhados no
programa Bioedit com a cepa de referéncia P. aeruginosa PAOL.

Cada gene de interesse foi englobado dentro de uma categoria que se
relacionava com a sua funcdo. Foram criadas seis categorias para melhor divisdo da
pesquisa, sendo estas a de sistemas de efluxo multidroga, porinas, sistemas de dois
componentes (TCS), subunidades enziméticas de DNA girase e Topoisomerase |V,
subunidade ribossomal 30S e sintese de folato (Apéndice 1 e 2).

Na categoria relacionada aos sistemas de efluxo multidroga, ou bombas de
efluxo, foram pesquisados genes relacionados as quatro principais bombas de efluxo
em P. aeruginosa, MexAB, MexCD, MexEF e MexXY. Nesta categoria, a andlise foi
realizada apenas nos genes reguladores dos sistemas de efluxo multidroga, sendo
estes 0s responsaveis pela superexpressao das mesmas.

Para a bomba de efluxo MexAB, a pesquisa se estendeu aos seus genes
reguladores mexR, nalC e nalD. Dentre os genes reguladores de MexAB, o que exibiu
mais mutacBes em aminoacidos foi o gene nalC, enquanto o que menos exibiu, foi
nalD. A mutacdo mais frequente observada foi no gene nalC, onde a alteracao
71G->E, se estendeu por todas as amostras deste estudo, com excecdo da amostra
10705. As amostras 17138 e 17749, foram as que exibiram o maior niumero de
mutacOes em relacdo a estes genes reguladores, enquanto a amostra 10705 nao
exibiu nenhuma alteracéao.

O sistema de efluxo multidroga MexCD, foi investigado através da verificacdo
de mutacdes em seu gene regulador da transcricdo nfxB. Este sistema é capaz de
expelir fluoroquinolonas e alguns B-lactamicos, com excecdo de cefalosporinas,
aztreonam e imipenem, apresentando também baixa afinidade para outros

antimicrobianos da classe dos carbapenémicos.
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No gene regulador da transcricdo nfxB, apenas as amostras 14339, 17138,
17749, 17828 e 17973 exibiram alteracbes de aminoécidos, das quais as amostras
17138 e 17749, foram as que exibiram um maior nimero de mutagdes nos
aminoacidos.

O gene regulador da bomba de efluxo MexEF, mexS, também foi alinhado em
busca de mutacdes relacionados com a superexpressdo da bomba. Todas as
amostras exibiram alteracdes de aminoacidos neste gene, com a mutacdo mais
frequente, vista em todas as amostras deste estudo, sendo a 249D->N.

Por fim, no sistema de efluxo multidroga MexXY, o gene repressor desta mexZ
foi avaliado em busca de muta¢cdes em aminoacidos. Esta bomba esté relacionada
com a extrusao de aminoglicosideos, tetraciclinas e alguns B-lactamicos, com excec¢éo
de algumas penicilinas, cefalosporinas, aztreonam e imipenem.

Na busca de mutacBes no gene mexZ, € possivel identificar que quatro
amostras (9876, 10705, 11227 e 14297) nao apresentaram nenhuma mutagao. As
amostras 17138 e 17749, foram as que exibiram um maior nimero de alteracdes de
aminoacidos, enquanto que a amostra 14339, exibiu apenas uma alteracdo, sendo
essa um cbédon de parada prematuro no aminoacido 134Q.

Para a categoria das porinas, a pesquisa se estendeu apenas aquelas
relacionadas com a entrada de antimicrobiano descritas previamente em P.
aeruginosa, sendo estas as porinas oprD, opdP,opdH, opdD, oprE e oprF.

Na busca por mutacdes no gene oprD, todas as amostras exibiram alteracdes,
tendo a amostra 11227, exibido o maior numero de alteracdes (30 alteracdes de
aminoacidos). As amostras 9876, 10705, 11227 e 14339, apresentaram as delecbes
frameshift 372M->A, 373S>A e 383G—>A; as amostras 17138, 17749 e 17801,
exibiram a presenca de cédons de parada prematuros relacionado ao aminoacido
277TW.

Um ponto relevante a ser investigado € o observado nas amostras 9876, 10705,
11227 e 14339, onde € possivel verificar uma cadeia de mutacdes que se estende do
aminoacido 375N até o aminoacido 382Y.

As porinas opdP e opdD, séo as outras porinas, além da oprD, relacionadas
com a entrada de drogas carbapenémicas em P. aeruginosa, contudo, a resisténcia
gerada por estas, quando ndao € acompanhada da auséncia de oprD ou de uma

defeituosa, normalmente ndo € de grande relevancia.
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Em opdP, todas as amostras exibiram a mesma quantidade de alteracfes nos
mesmos aminoacidos, com excec¢ao das amostras 17138 e 17749, que ndo exibiram
nenhuma modificacdo. Na andlise da porina opdD, o0 que chama atencéo é a auséncia
deste gene na anotacao das amostras 17138 e 17749.

As porinas opdH e oprE, sdo portas de entrada para ceftazidima, cefalosporina
de terceira geracdo. Na andlise de opdH, foi possivel observar que apenas as
amostras 11227, 14339, 17138 e 17749 exibiram alteragbes nesta porina e em oprE,
apenas as amostras 17138, 17749, 17801, 17828 e 17973, exibiram modificacdes,
sendo as mostras 17138 e 17749, as Unicas a exibirem alteracbes em ambas as
porinas.

Um ponto a ser citado, é o de que as amostras 17801, 17828 e 17973,
apresentaram inser¢cdes 108Ins—>G, 109Ins>L e 110Ins—>D, inserindo uma nova
trinca de leitura. Foi possivel também a identificacdo de uma insercéo frameshift nas
amostras 17828 e 17973 no aminoacido 443Ins>A. A amostra 17801, exibiu um
codon de parada relacionado ao aminoé&cido 388Y.

Ainda sobre as porinas, a oprF, relacionada com a entrada de drogas -
lactamicas, foi investigada, contudo, todas as amostras com excec¢ao da 11227, nao
apresentaram nenhuma mutacdo em aminoéacidos.

Para a categoria dos TCS os genes pesquisados foram os phoP, phoQ, pmrA,
pmrB, parR, parS, colR, colS, cprR e cprS. Estes sédo capazes de gerar resisténcia a
drogas da classe das polimixinas através da sintese e de transferéncia de L-Ar4N (4-
amino-4-deoxy-L-arabinose) para o lipideo A, gerando reducéo de sua afinidade por
cargas positivas e por conseguinte, resisténcia a classe.

No TCS phoP, é possivel identificar que apenas as amostras 17138 e 17749
exibiram alteracbes e em phoQ, além destas duas, 17828 e 17973, também
apresentaram modificagcdes, contudo, apenas exibiram uma mutacgao.

Em pmrA, todas as amostras exibiram modificacdes, com excecédo da 17801.
A mutacdo mais frequente foi 71L->R, presente em todas as amostras que foram
identificadas mutagcbes. Em pmrB, todas as amostras exibiram alteracdes, sendo a
mais frequente a 345Y—>H. As amostras 17138 e 17749, foram as que exibiram uma
frequéncia maior de mutacdes neste gene, incluindo um cédon de parada no

aminoacido 468R.
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Na analise de parR, as amostras 9876, 10705 e 14297 nao exibiram nenhuma
mutacgéo, tendo a modificacdo 153L->R como a mais frequente nas amostras. Em
parS, todas as amostras exibiram alteracdbes em seus aminoacidos, com a
modificacdo 398H->R a mais frequente, estando presente em todas as amostras.

Em colR e colS, as amostras 9876, 10705, 11227, 14297, 14339 e 17801 néo
exibiram nenhuma modificagdo em nenhum aminoécido. 17138 e 17749 exibiram
diversas mutagbes em ambos o0s genes e 17828 e 17973, apenas apresentaram a
modificacdo 316A->T em colS.

Por fim, no TCS cprR e cprS, as amostras 9876, 10705, 14297 e 17801, nao
apresentaram nenhuma modificagdo em aminoécido. Em cprR, apenas 17138 e
17749 exibiram mutagdes e em cprS, 11227, 14339, 17138, 17749, 17828 e 17973
estavam apresentando alteracdes.

Na categoria das subunidades enzimaticas de DNA girase e Topoisomerase |V,
a pesquisa se estendeu aos genes gyrA, gyrB, parC e parE, estando relacionados a
resisténcia a ciprofloxacina e outras fluoroquinolonas através de mutacdes.

Em gyrA, as amostras 17138 e 17749, foram as que mais exibiram mutacdes,
enquanto que 10705, 11227, 14297 e 14339, ndo exibiram nenhuma alteracdo em
aminoacidos. As amostras 9876, 17828 e 17973 apresentaram duas delecdes
frameshift relacionadas aos aminoacidos 912S->A e 913E->A. A amostra 17801,
exibiu apenas uma alteracdo, a 83T—>I|. Na analise do gene gyrB, notou-se que
nenhuma amostra exibiu nenhum tipo de modificacdo, exceto as amostras 17138 e
17749, que exibiram sete alteragdes cada.

Na Topoisomerase IV parC, a distribuicdo de modificacbes foi homogénea entre
as amostras, com apenas as amostras 17138 e 17749 apresentando alteracdes
repetidas. Excluindo estas amostras, as modificacbes exibidas foram 262H->Q
(9876), 595P->L (10705), 359Q—>R (14297), 485S>A (14339) e 87S—>L (17801). Em
parE, a modificacdo 533D->E se repetiu nas amostras 14339, 17801, 17828 e 17973.
As amostras 9876, 10705, 11227 e 14297 nao exibiram nenhuma alteracéo.

Na categoria da subunidade ribossomal 30S, apenas o gene sl12P foi
investigado. Este é relacionado a resisténcia a certos aminoglicosideos em patégenos
do grupo ESKAPE e M. tuberculosis. Na analise deste gene, nenhuma alteracao foi

identificada em nenhuma das amostras deste estudo.
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Por fim, a Ultima categoria a ser investigada foi a relacionada a sintese de folato,
que teve o gene folA, analisado. Este gene € alvo da acdo da combinacao de drogas
sulfametoxazol-trimetropim, que agem inibindo o dihydrofolate reductase (DHFR) e
por conseguinte, a sintese de folato. Mutacdes neste gene podem levar a diminuicao
da susceptibilidade a esta combinacédo de drogas.

Com excecdo das amostras 14297, 17138 e 17749, nenhuma das outras
exibiram mutacOes neste gene. Na amostra 14297, apenas uma modificagcdo foi
identificada (70G—>A), enquanto que nas outras duas amostras, seis modificacdes

foram identificadas.

4.3.2.2 Genes extrinsecos

Na pesquisa de genes extrinsecos, a ferramenta da plataforma do CGE,
Resfinder, obteve éxito em identificar diversos genes associados a esta resisténcia.
Essa analise se baseou apenas no quesito de presenca ou auséncia dos genes,
entendendo que apenas a presenca dos genes basta para gerar resisténcia, nao
havendo necessidade de buscar mutacbes dos mesmos.

Foram identificados genes extrinsecos em todas as amostras em
antimicrobianos das classes penicilinas, aminoglicosideos, carbapenémicos,
cefalosporinas, fluoroquinolonas, cloranfenicol, &cidos fosfénicos e sulfonamidas.

O gene ampC, relacionado a resisténcia a drogas B-lactamicas, foi associado
junto dos genes OXA-50 e OXA-395, a resisténcia aos antimicrobianos da classe das
penicilinas (amoxicilina e ampicilina) pela ferramenta Resfinder. Esta, também atribuiu
0s genes ampC a resisténcia a classe das cefalosporinas (ceftazidima e cefepime),
OXA-395 a resisténcia a meropenem e OXA-4 e OXA-486, a um antimicrobiano [3-
lactamico desconhecido (Tabela 7).

Para a classe dos aminoglicosideos, dois genes distintos foram identificados o
aph(3)-llb e o aadA24, ambos relacionados a inativagdo da droga. O primeiro foi
relacionado a resisténcia a gentamicina, kanamicina, neomicina, paromicina,
ribostamicina e um possivel aminoglicosideo desconhecido. O segundo, foi

relacionado a resisténcia contra espectinomicina (Tabela 7).
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Nas classes das fluoroquinolonas e sulfonamidas, os genes crpP, responsavel
pela resisténcia contra ciprofloxacina, e sull, relacionado a resisténcia contra
sulfametoxazol, foram identificados estando associados a possivel resisténcia contra
estas classes (Tabela 7).

Em relacdo as drogas cloranfenicol e a fosfomicina, os genes catB7 e fosA,
ambos relacionados a inativagédo de drogas, foram identificados estando associados
a resisténcia as mesmas (Tabela 7).

As amostras 17138 e 17749, foram as que exibiram o menor nimero de genes
relacionados a resisténcia extrinseca, exibindo resisténcia apenas a ciprofloxcina.
Com excecdo destas, apenas 17801 também exibiu resisténcia a este antimicrobiano
(Tabela 7).

Dentre as amostras que mais exibiram genes nesta analise, 17828 e 17973,
apresentaram sete genes de um total de 11 relacionados a esta resisténcia. Destes
sete, 0s genes OXA-4, aph(3’)-llb e aadA24, foram Unicos a estas amostras (Tabela
7).

Os genes OXA-50 e sull, também foram outros genes encontrados em apenas
uma amostra, sendo o primeiro encontrado na amostra 14339, e o segundo, na
amostra 17801 (Tabela 7).

Um ponto relevante a se destacar, € de que as amostras 17801, 17828 e 17973,
foram as Unicas a apresentarem o gene OXA-395, o qual estad relacionado a

resisténcia a meropenem (Tabela 7).
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Tabela 7 — Analise dos genes de resisténcia extrinseca encontrada nas amostras de Pseudomonas aeruginosa pesquisadas através

da ferramenta ResFinder.

Genes
] 9876 10705 11227 14297 14339 17138 17749 17801 17828 17973
extrinsecos

ampC P P P P P A A P P P
OXA-4 A A A A A A A A P P
OXA-50 A A A A P A A A A A
OXA-395 A A A P A A A P P P
OXA-486 P P P P A A A A A A
aph(3)-lib A A A A A A A A P P
aadA24 A A A A A A A A P P
crpP A A A A A P P P A A
sull A A A A A A A P A A
catB7 P P P P P A A P P P
fosA P P P P P A A P P P

Legenda: P — Gene presente na amostra; A — Gene ausente na amostra.
Fonte: O autor, 2023.
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4.3.3 Andlise de plasmideo

Na analise plasmidial, o programa plasmidSPAdes foi utilizado para realizar a
montagem dos plasmideos nas dez amostras pesquisadas e em seguida, o programa
Bakta foi empregado para realizar a anotacdo dos plasmideos e identificar possiveis
genes de interesse relacionados a resisténcia a antimicrobianos nos mesmos.

Todas as amostras pesquisadas exibiram DNA plasmidial, contudo houve
grande divergéncia quanto ao tamanho e presenca de genes encontrados nestes
plasmideos. A amostra que exibiu 0 menor plasmideo foi a 9876, com 15.805 pb,
enquanto que a amostra 17801, exibiu o maior plasmideo, com 414.162 pb.

Durante a andlise da anotacdo dos plasmideos, as amostras 17138, 17801,
17828 e 17973, exibiram genes relacionados a resisténcia as classes fluoroquinolonas
(crpP), B-lactamicos (OXA-1 like e OXA-395) e aminoglicosideos (aaC(6’)lb) (Figuras
3,4,5e6).

O gene crpP, relacionado com a resisténcia a ciprofloxacina, e OXA-395,
relacionado a resisténcia a B-lactamicos, além de identificados na anotacdo dos
plasmideos, também foram identificados pela busca de resisténcia extrinseca no

programa ResFinder (Tabela 8).

Tabela 8 — Presenca de genes relacionados a resisténcia a antimicrobianos nos

plasmideos das amostras de Pseudomonas aeruginosa pesquisadas.

Amostra Gene Resisténcia
17138 crpP Ciprofloxacina
17801 blaOXA-395 B-lactamicos

_ B-lactamicos e
17828 blaOXA(OXA-1 like); aaC(6’)Ib _ _
Aminoglicosideos
_ B-lactamicos e
17973 blaOXA(OXA-1 like); aaC(6’)Ib

Aminoglicosideos

Fonte: O autor, 2023.

A ferramenta DNAPIotter foi utilizada dentro do programa Artemis para gerar a

imagem circular do genoma dos plasmideos encontrados nas amostras e exibir a
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localizacdo dos genes de resisténcia a antimicrobianos identificados nas amostras
17138, 17801, 17828 e 17973.

Figura 3 — Mapa do plasmideo obtido na amostra 17138 através da ferramenta
DNAPIotter.

. CDS - Reverse

Il cos - Foward

. crpP

17138

(221.713 pb)

Legenda: CDS — Sequéncias codificadoras; crpP — gene relacionado a resisténcia a ciprofloxacina
Fonte: O autor, 2023.
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Figura 4 — Mapa do plasmideo obtido na amostra 17801 através da ferramenta

DNAPIotter.
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Legenda: CDS - Sequéncias codificadoras; OXA-395 — gene relacionado a resisténcia a 3-lactamicos

Fonte: O autor, 2023.
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Figura 5 — Mapa do plasmideo obtido na amostra 17828 através da ferramenta
DNAPIotter.

. CDS - Reverse
B cos-Foward

B oxa-1iike

aaC(6')b

17828
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4000

Legenda: CDS — Sequéncias codificadoras; OXA-1 like — gene relacionado a resisténcia a 3-lactamicos;
aaC(6’)Ib — gene relacionado a resisténcia a aminoglicosideos.
Fonte: O autor, 2023.
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Figura 6 — Mapa do plasmideo obtido na amostra 17973 através da ferramenta
DNAPIotter.

. CDS - Reverse
B cos-Foward
B oxA-1like
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(48.885 pb)

24000

Legenda: CDS — Sequéncias codificadoras; OXA-1 like — gene relacionado a resisténcia a 3-lactamicos;
aaC(6’)Ib — gene relacionado a resisténcia a aminoglicosideos.
Fonte: O autor, 2023.

4.3.4 Tipificacdo molecular

Para a tipificacdo molecular, a plataforma online PubMLST foi utilizada a fim de
se determinar o sequence type (ST) das amostras. Com excecdo das amostras 11227,
14339, 17828 e 17749, todas as amostras tivera um ST atribuidos a si, sendo este
9876 (ST252), 10705 (ST865), 14297 (ST871), 17138 (ST2211), 17749 (ST2211) e
17801 (ST1560) (Tabela 9).

As amostras que ndo apresentaram um ST na analise da plataforma, foram
atribuidas como pertencentes a um ST desconhecido, sendo necessaria a submissao
do perfil alélico das mesmas para a plataforma. Apds essa submisséo, trés novos STs
foram atribuidos a estas amostras, sendo eles o ST4051 (11227), ST4052 (14339) e
0 ST4053 (17828 e 17973) (Tabela 9).
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Tabela 9 — Identificacdo do sequence type através do perfil alélico das amostras de Pseudomonas aeruginosa pesquisadas neste

estudo e de cepas epidémicas de fibrose cistica (continua).

Identificacéo ST acsA arok guaA mutL nuoD ppsA trpE
9876 252 6 28 4 3 3 4 7
10705 865 15 5 83 11 4 4 7
11227 4051~ 16 3 20 71 4 7 1
14297 871 16 3 1 5 1 55 61
14339 4052* 125 5 5 11 4 15 19
17138 2211 87 34 114 37 86 100 170
17749 2211 87 34 114 37 86 100 170
17801 1560 9 8 5 67 95 20 9
17828 4053* 142 152 65 165 16 16 198
17973 4053* 142 152 65 165 16 16 198
LES 146 6 5 11 3 23 1
MES 217 28 5 11 18 13 3
Midlands-1 148 17 5 1 3 13 6 7
PES 192 1 5 7 5 4 4 2
AES-01 649 11 84 11 3 4 7
AES-02 775 28 5 11 5 4 7
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Tabela 9 — Identificacdo dos sequence type através do perfil alélico das amostras de Pseudomonas aeruginosa pesquisadas neste

estudo e de cepas epidémicas de fibrose cistica (conclusao).

Identificacéo ST acsA arok guaA mutL nuoD ppsA trpE
AES-03 242 28 5 5 11 3 15 44
DK-1 387 28 5 11 11 4 12 3
DK-2 386 17 5 11 18 4 10 3
Clone C 17 11 5 1 7 9 4 7
DES 406 40 5 11 3 4 13 7

Legenda: LES — Liverpool epidemic strain; MES — Manchester epidemic strain; PES — Praire epidemic strain; AES — Australian epidemic strain; DK — Denmark

strain; DES — Dutch epidemic strain; * — Novos STs descritos.

Fonte: O autor, 2023.
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Um ponto interessante a ser mencionado, € o de que nenhum dos STs
epidémicos de FC foram relacionados com o ST das amostras pesquisadas neste
estudo, sugerindo que nao estao relacionadas entre si.

Os unicos STs a se relacionarem entre si, foram os das amostras 17138 e
17749, que ambas exibiram o ST 2211, e o das amostras 17828 e 17973, que tiveram
um novo ST descrito na plataforma por este estudo, o ST 4053.

Apés a identificacdo do perfil alélico das amostras pesquisadas e das cepas
epidémicas e seus respectivos STs, a ferramenta Grapetree foi empregada com a
finalidade de relacionar as amostras de P. aeruginosa pesquisadas com clones
epidémicos de FC. Para isto, o perfil alélico da combinacdo dos genes acsA, aroE,
guaA, mutL, nuoD, ppsA e trpE foi tracado, gerando a arvore filogenética disponivel

na Figura 7.

Figura 7 — Arvore filogenética das amostras de Pseudomonas aeruginosa deste
estudo e das cepas epidémicas de fibrose cistica.
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Al W71 1] 14297

Fonte: O autor, 2023.

Através da andlise da Figura 7, é possivel identificar que apenas as amostras
sob 0s STs 2211 (17138 e 17749) e 4053 (17828 e 17973) podem ser consideradas
proximas.

Apesar de todas as amostras pesquisadas serem de P. aeruginosa oriundas de

pacientes com FC, nenhuma das amostras apresentadas neste estudo apresentam
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similaridades com as cepas epidémicas de FC, sendo possivel afirmar que nenhuma
das cepas apresentadas neste estudo tem correlacdo com clones epidémicos de FC
(Figura 7).
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5 DISCUSSAO

Pseudomonas aeruginosa € um dos principais patdgenos relacionados a FC,
junto de S. aureus, contribuindo para piora no prognéstico da doenca através de
inflamacdo e danos nas vias aéreas (REECE, BETTIO & RENWICK, 2021). A
erradicacao da P. aeruginosa tem se tornado cada vez mais dificil devido a sua notavel
capacidade de resisténcia aos antimicrobianos. Amostras de P. aeruginosa séo
conhecidas por utilizarem diversos mecanismos de resisténcia intrinsecos e
adquiridos para combater a maioria dos antimicrobianos. Além disso, a resisténcia
antimicrobiana adaptativa, que inclui resisténcia mediada por biofilme e formacgéo de
células persistentes tolerantes a multiplas drogas, € responsavel pela persisténcia e
recaida de infeccdes (PANG et al., 2019; LABORDA et al., 2022).

Dada a importancia de P. aeruginosa na FC e a necessidade de rapido
tratamento desses pacientes com antimicrobianos, é essencial identificar o padréo
exato de resisténcia em P. aeruginosa nesse grupo de pacientes. Portanto, neste
estudo, examinamos o padrao de resisténcia a antimicrobianos de diferentes classes
em 10 amostras de P. aeruginosa, previamente identificadas como resistentes a
polimixina B, recuperadas de pacientes com FC acompanhados em dois centros
hospitalares de referéncia no atendimento a estes pacientes entre os periodos de
2010 a 2014.

Observamos que a quase totalidade das amostras exibiram resisténcia aos
carbapenémicos, contudo, este era um resultado jA esperado, uma vez que as
amostras deste estudo sédo pré-selecionadas e apresentam resisténcia a polimixina B.
Comumente, as amostras com esse fenotipo tendem a apresentar perfis de resisténcia
a multiplas drogas, visto que seus mecanismos de resisténcia, em geral, séo
inespecificos, como as bombas de efluxo, as quais podem gerar resisténcia a diversas
classes de antimicrobianos e inclusive, contribuir para a tolerancia a polimixinas
(PUJA et al., 2020; GLEN & LAMONT, 2021).

O perfil de resisténcia aos carbapenémicos em pacientes com FC, torna-se
preocupante, visto que a classe € comumente utilizada para o tratamento desses

pacientes cronicamente infectados por P. aeruginosa. Esse perfil de resisténcia
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dificulta a erradicacdo do microrganismo do ambiente pulmonar desses pacientes
(ELBORN, 20186).

O estudo conduzido por Lucca e colaboradores (2018), evidencia a evolucao
do perfil de resisténcia de P. aeruginosa oriundas de individuos italianos com FC
apresentando infeccdo pulmonar crénica entre os anos de 2010 a 2013. Os autores
relatam uma diminuicdo na susceptibilidade a ciprofloxacina (de 47,11% para
30,87%), levofloxacina (de 41,66% para 30,87%) e ceftazidima (de 82,61% para
79,34%). Ao mesmo tempo, 0 mesmo relata aumento na susceptibilidade a colistina
(de 93,12% para 98,47%) e estabilidade em meropenem (72%).

Como ja mencionado anteriormente, nossos dados, contrariamente ao que foi
apresentado por Lucca e colaboradores (2018), se destacam pela alta taxa de
resisténcia aos carbapenémicos. Por outro lado, sdo corroborados por uma avaliacao
do perfil de resisténcia realizada na Escocia, também com amostras de P. aeruginosa
de pacientes com FC, recuperadas entre os anos de 2015 e 2016, que destacou que,
entre as amostras analisadas, 83,3% foram resistentes a ceftazidima e aos
carbapenémicos meropenem e imipenem (ZAMUDIO et al., 2019).

Em um estudo utilizando 153 amostras de P. aeruginosa oriundas de pacientes
com FC recuperadas entre os anos de 2006 a 2012 de centros hospitalares de paises
do norte da Europeu, cerca de 60% das amostras apresentavam numerosos
marcadores de resisténcia a multiplas drogas (PPT, CAZ, IMP, MER, AMI, TOB, CIP
e colistina) (MUSTAFA et al., 2016). Outro trabalho com dados similares é o de Sader
e colaboradores (2021), o qual reuniu 273 amostras de P. aeruginosa oriundas de 17
paises, obtidas entre os anos de 2018 e 2019 e identificou cerca de 36,3% isolados
apresentando diversos marcadores de resisténcia (CAZ, FEP, PPT, MER, IMP, TOB,
AMI e colistina).

E sabido que amostras de P. aeruginosa de centros hospitalares brasileiros
especializados no atendimento de individuos com FC apresentavam baixo niumero de
marcadores de resisténcia a antimicrobianos (HERMES et al., 2013; LUTZ et al., 2013;
FERREIRA et al., 2015), contudo, um trabalho mais recente, conduzido por nosso
grupo de estudo, realizado com 179 amostras de P. aeruginosa de pacientes com FC
atendidos em dois centros de referéncia no Rio de Janeiro detectou a presenca de 71
(36,6%) e 8 (4,4%) isolados apresentando perfil de resisténcia a multiplas drogas e

resisténcia extensiva respectivamente (ALMEIDA et al., 2021). Esse aumento no
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indice de resisténcia chamou a nossa atencdo e nos motivou a investigar 0s
mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos relacionados as amostras MDR.

Esse aumento na resisténcia exibida por P. aeruginosa esté relacionado a
diversos mecanismos de resisténcia que o0 microrganismo exibe em prol da
sobrevivéncia contra antimicrobianos. Além da resisténcia intrinseca, mutacdes
também sdo capazes de ampliar a resisténcia a antimicrobianos (sendo esta forma
particularmente relevante em caso de infec¢gbes cronicas) e ainda a aquisicdo de
genes de resisténcia. Vale ressaltar que além destas, P. aeruginosa também pode
exibir resisténcia transitoria, a qual pode conferir ao microrganismo o fendtipo de
resisténcia a antibiéticos através da inducdo da expresséo de genes de resisténcia
intrinseca por condigcdes ou compostos que a bactéria possa enfrentar no curso da
infeccédo, prejudicando a eficacia das drogas. Além disso, células tolerantes, capazes
de sobreviver durante a exposicdo de antimicrobianos bactericidas, também sé&o
encontradas nestes microrganismos e podem determinar um preltdio para evolugéo
da resisténcia aos antimicrobianos. Por fim, os biofilmes de P. aeruginosa, séo
frequentemente encontrados nos pulmdes de pacientes com FC, em préteses ou em
cateteres e apresentam baixa susceptibilidade aos antimicrobianos e estédo
associados a persisténcia e piora da doenca (LABORDA et al., 2022).

A classe das polimixinas é considerada como ultima op¢do no tratamento a
patdgenos gram-negativos resistentes a multiplas drogas, contudo, seu uso é
desencorajado devido a efeitos colaterais nefrotéxicos (HORCAJADA et al., 2019; LO
SCIUTO et al., 2020). Na FC, esta classe tem suma importancia devido ao uso de sua
forma inalatéria, que exibe vantagens sobre a administracao intravenosa pois a droga
€ entregue no sitio da infeccdo com maior concentracdo, minimizando possiveis
efeitos colaterais e diminui o risco de exacerba¢Bes pulmonares causadas por
infeccbes cronicas. Além disso, parece apresentar melhor penetracdo nos
microrganismos que estdo em condicao de biofilmes, estrutura comum no ambiente
pulmonar dos individuos com FC, principalmente aqueles com quadro de infeccao
cronica (QUON, GOSS & RAMSEY, 2014; TACCETTI et al., 2021).

Devido ao aumento na resisténcia a diversas drogas exibido por P. aeruginosa
em pacientes tanto de IRAS quanto de FC do Brasil e do mundo, o uso de polimixinas
tem se elevado, gracas a sua eficacia contra exemplares da espécie exibindo

caracteristicas de multirresisténcia. Entretanto, com o uso elevado da classe, tem se
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observado diversos relatos de P. aeruginosa resistentes a polimixina B. Essa
resisténcia tem origem, principalmente, devido a mutacbes em genes que alteram a
polaridade do lipideo A. Além desta, a descoberta de plasmideos carreadores do gene
mcr (mobilized colistin resistance) também se apresenta como um fator na capacidade
do microrganismo em resistir a classe (TAHSEMABI, DEHBASHI & ARABESTAN,
2019; KIM et al., 2020). Em exemplares oriundos de pacientes com FC, entretanto,
nao ha relatos, até o momento, da presenca deste gene nas cepas recuperadas deste
grupo.

Além destas formas de resisténcia citadas acima, a capacidade de formacao
de biofilmes em P. aeruginosa é um ponto relevante a ser mencionado, uma vez que
a eficacia de polimixina B em exemplares sensiveis formadores de biofilmes foi
qualificada como concentracao-dependente (LIMA et al., 2019) e o uso da droga em
exemplares resistentes formadores de biofiime se demonstrou ineficaz
(WICKREMASINGHE et al., 2021).

Para confirmar a resisténcia a polimixina B, a CIM foi realizada nas amostras
deste estudo. Todas as amostras apresentaram o perfil de resisténcia a droga, onde
nove exibiram a CIM de 4 pug/mL e apenas uma amostra a CIM de 8 ug/mL. Mesmo
que o nosso estudo utilize amostras sabidamente resistentes a polimixina B, este é
um resultado preocupante, visto que no passado recente, raramente eram reportadas
amostras de P. aeruginosa recuperadas de pacientes com FC exibindo resisténcia a
polimixinas (JOHANSEN et al., 2008). Outro estudo que alerta sobre a crescente
resisténcia a classe, é o conduzido por Pedersen e colaboradores (2018), que utilizou
amostras dinamarquesas recuperadas entre os periodos de 2008 a 2016 e
identificaram um aumento na resisténcia de 7% para 13%. Eles ainda alertam que em
nenhuma de suas amostras identificaram o gene mcr, o que poderia contribuir para
um maior aumento na resisténcia exibida.

A microdiluicdo, embora seja considerada o método de referéncia, é um
procedimento trabalhoso e demorado que requer material pouco encontrado na rotina
do laboratério de microbiologia. Por esta razdo, produtos comerciais que sejam mais
exequiveis a rotina laboratorial vem sendo desenvolvidos para avaliar a
susceptibilidade a polimixina B (DALMOLIN et al., 2020).

O teste comercial para determinar a CIM de polimixina B em painel com

antimicrobiano liofilizado, POLICIMBAC, foi executado nas amostras deste estudo e
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as incluiu na categoria de resisténcia intermediaria, entrando em desacordo com o
resultado obtido através do método de referéncia, que categorizou todas as amostras
como resistentes.

Como mencionado anteriormente, o teste comercial exerce vantagem sobre o
meétodo de referéncia devido a melhor adaptabilidade a rotina laboratorial, contudo,
alguns laborat6rios podem confiar apenas no resultado obtido através do método
comercial e essa discrepancia pode acabar influenciando o uso de concentracdes
ineficazes da droga e falha no tratamento clinico de pacientes. Um dos possiveis
motivos para a discrepancia entre os resultados pode ser explicado pelo fato
apresentado relatando que as polimixinas podem se aderir a parede das placas em
virtude da presenca do poliestireno na composi¢do da placa de ambos os métodos
(SINGHAL et al., 2018; PINHEIRO, 2020). Além disso, Pinheiro (2020) também chama
atencdo para o fato de que no teste comercial, devido a data de validade de quatro
meses, esta aderéncia pode impactar o resultado obtido.

Resultados conflitantes entre as metodologias, que corroboram com noOsSSo
estudo, também foram demonstrados por Dalmolin e colaboradores (2020), relatando
gue apenas 16,4% das amostras analisadas apresentaram um resultado idéntico ao
observado no método de referéncia. Todavia, em seu estudo, o teste comercial além
de elevar a CIM das amostras, ndo modificou a categoria de classificacdo de
resisténcia para polimixina B, contrario ao que se foi observado neste estudo.

Na determinacdo da CIM para polimixina B, € comum a observacdo do
fendmeno de pocos saltados, o qual se define por um po¢o com concentracao de
antimicrobiano ndo demonstrar crescimento, apesar de um poc¢o de concentracao
maior exibi-lo (SCHUREK et al., 2009). Com excecao de trés, todas as amostras deste
estudo apresentaram a diferenca de uma concentragéo de diluicdo do antimicrobiano
(entre 2 ug/mL e 4 ug/mL) entre o método de referéncia e o teste comercial. Nao foram
encontrados relatos na literatura da apresentacdo do fenbmeno de pocos saltado
referentes ao teste POLICIMBAC, contudo, a hipétese da ocorréncia de pocos
saltados nestas amostras ndo pode ser descartada.

Dada a importancia da classificacdo de resisténcia em P. aeruginosa de
pacientes com FC, as amostras deste estudo tiveram seu perfil de resisténcia tracados
por meio dos resultados obtidos pelos testes de sensibilidade aos antimicrobianos

executados, o TDD, e a CIM. Através do resultado destes, a classificacdo de
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Magiorakos e colaboradores (2012) pode qualificar as amostras entre os perfis MDR
e XDR.

Dentre as dez amostras pesquisadas, apenas a amostra 10705 nao pode ser
enquadrada na classificacdo adaptada de Magiorakos e colaboradores (2012)
utilizada neste estudo, pois ndo alcancava os critérios para ser considerada como
MDR. Contudo, os autores descrevem em seu trabalho que outro método para
caracterizar uma bactéria no perfil MDR, seria a resisténcia a um antimicrobiano
chave, permitindo a inclusdo desta amostra neste perfil pois a mesma apresenta
resisténcia a polimixina B.

As amostras 14297, 17138, 17749 e 17801, apresentaram o perfil de
resisténcia XDR. Vale ressaltar que no estudo de Magiorakos e colaboradores (2012),
para a categorizacdo do perfil pandroga-resistente (PDR), ha necessidade de a
amostra apresentar resisténcia a todos os agentes testados, entretanto, neste estudo,
a droga fosfomicina, pertencente a classe dos acidos fosfénicos, nédo foi testada, néo
possibilitando a classificagéo neste perfil. Caso essa droga fosse testada e resistente
para as amostras 17138 e 17749, estas poderiam ser classificadas no perfil PDR.

Mesmo se tratando de amostras previamente selecionadas e sabidamente
resistentes a polimixina B, nossos resultados sdo preocupantes, visto que em
pacientes com FC colonizados por P. aeruginosa, o perfil MDR, pode ser um fator
prejudicial na expectativa de vida destes pacientes, devido a diminuicdo das opcdes
terapéuticas para o tratamento, podendo apresentar menos de 60% de chances de
superarem os 30 anos. Nos perfis XDR e PDR, a expectativa de vida ap6s os 20 anos
apresenta um rapido decréscimo, pois ha ainda mais escassez de drogas capazes de
tratar estes pacientes (DURDA-MASNY et al., 2021).

Em nossa amostragem, apenas uma amostra ndo pode ser qualificada como
MDR, cinco foram classificadas no perfii MDR e quatro no perfil XDR, com a
possibilidade de duas destas quatro serem apontadas ao perfil PDR. Isto reitera outro
resultado apresentado pelo nosso grupo (ALMEIDA et al.,, 2021), o qual mais da
metade do nimero de perfis de resisténcia estudados em P. aeruginosa de pacientes
com FC era classificado como MDR.

Devido ao aumento do numero de amostras exibindo o perfil MDR, XDR e PDR,
alternativas para tratamento de amostras de P. aeruginosa multirresistente vem sendo

descritas, como por exemplo o que destaca Ferry e colaboradores (2022) que
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reportam que para uma infeccdo de P. aeruginosa resistente a todos o0s
antimicrobianos, foi optado pelo tratamento com bacteriéfagos liticos, o qual gerou
sucesso no tratamento da amostra. Outra forma de tratamento para amostras de P.
aeruginosa resistentes a multiplas drogas, inclusive polimixina B, € o apresentado por
Hussein e colaboradores (2018), que identificou a viabilidade da combinacdo de
polimixina B e tamoxifen, um modulador seletivo do receptor de estrogénio, para
cepas de P. aeruginosa oriundas de pacientes com FC.

Diante do quadro de resisténcia apresentado por nossas amostras a classes
de drogas de importancia contra P. aeruginosa oriundas de pacientes com FC, como
0os carbapenémicos e as polimixinas, optou-se pela realizacdo do SGT e através
deste, a busca por mutacbes em genes determinantes de resisténcia a classes de
antimicrobianos de interesse e a busca por genes de resisténcia extrinseca, como o
gene mcr (oriundo de plasmideos) e possiveis carbapenemases adquiridas. Além
disso, também foi investigada a ocorréncia de plasmideos carreando genes de
resisténcia e possiveis relacbes com clones epidémicos de FC no Brasil pela
determinacao do ST das amostras e confeccdo de uma arvore filogenética.

Através das métricas de qualidade N50 e L50, € possivel comparar a qualidade
da montagem exibida pelos genomas, onde apesar da amostra 11227 ter exibido o
menor L50, a amostra que exibiu melhor qualidade de montagem foi a 14339, uma
vez que esta apresentou contigs de tamanho maior e em menor nimero gquando
comparado com outras amostras. A amostras 14339 foi uma das quais nao tiveram o
seu genoma montado através da ferramenta Unicycler, e, possivelmente, esta
diferenca de ferramenta pode ter impactado na qualidade da montagem. Lembrando
gue esta comparacao apenas pode ser realizada pois todas as amostras deste estudo
possuem um tamanho similar e sdo oriundas do mesmo organismo.

As sequéncias nucleotidicas de genes de interesse foram alinhadas com a cepa
de referéncia P. aeruginosa PAO1 e analisadas manualmente utilizando o programa
Bioedit, de forma que todas as mutacbes em nucleotideos que alterassem o0s
aminoacidos relacionados foram averiguadas através da busca na literatura,
objetivando identificar autores que previamente tenham descrito as mutacgoes
encontradas e, investigado, caso estas tenham alterado alguma funcdo do gene ou

de seu produto, gerando resisténcia a antimicrobianos.
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Na busca por mutacdes nos genes relacionados a sistemas multidroga de
efluxo, os genes reguladores de MexAB (mexR, nalC e nalD), ndo exibiram nenhuma
mutacdo correlacionada com a superexpressdo desta bomba de efluxo. Algumas
alteracdes observadas como a 126V->E, exibida nas amostras 11227, 17138, 17749,
17801, 17828 e 17973 no gene mexR e 71G—>E, exibida em todas as amostras com
excecao da 10705, e 209S->R, presente em 11227, 17138, 17749, 17801, 17828 e
17973 em nalC ja haviam sido encontradas descritas por autores como mutacdes
comuns e insignificantes (HAKKI et al., 2018; AGUILAR-RODEA et al., 2022).

Para a bomba de efluxo MexCD, foi analisado o gene regulador da transcricao
desta bomba, nfxB. Nas amostras 17828 e 17973, as alteragdes 21R->H e 56D>G
foram apontadas como relacionadas a resisténcia para ciprofloxacina (ESQUISABEL
et al., 2011). No entanto, Ding e colaboradores (2022) relataram ambas as mutacfes
em cepas MDR e cepas ndo MDR, e concluiram que nenhuma modificacao
relacionada a inativacdo de nfxB foi identificada. A conclusédo alcangada corrobora
com o resultado obtido no TDD deste estudo, o qual enquadrou as cepas 17828 e
17973 no perfil de sensibilidade para ciprofloxacina.

No gene regulador de MexEF, mexS, assim como nos reguladores de MexAB,
nenhuma mutacdo correlacionada com a superexpressdo da bomba de efluxo foi
identificada. A alteracdo 249D->N foi exibida em todas as amostras pesquisadas € ja
havia sido citada por outros autores como sem impacto na acao repressora de mexS
(LLANES et al., 2011; SINGH et al., 2017).

Em relacdo a bomba de efluxo MexXY, o gene repressor mexZ foi averiguado
em busca de alteracfes ja descritas em amostras apresentando superexpressdo da
bomba. Apesar de nenhuma mutacdo encontrada no gene em questdo estar
relacionada por outros autores, a amostra 14339 reportou uma mutacdo no
aminoacido 134Q, a qual originou um codon de parada (CAA->TAA). Mesmo néo
sendo observada em outros trabalhos na literatura, € sabido que a presenca de
insercdes, delecbes e codons de parada prematuros no gene mexZ podem gerar
perda de funcdo na proteina (PRICKETT et al., 2017).

Singh e colaboradores (2017) encontraram uma delecdo frameshift de 17 pb
aproximadamente no aminoacido 146E em uma amostra superexpressando mexY. E
reportado que esta alteracdo modificou a ligacdo de mexZ ao sitio alvo, perdendo sua

funcdo repressora. E seguro afirmar que um cédon de parada no aminoacido 134
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também esteja relacionada com a superexpressao da bomba visto que a ligacédo de
mexZ ao sitio alvo também seria afetada.

A amostra 14339, a qual apresenta o codon de parada no aminoacido 134Q,
apresentou o perfil de resisténcia aos antimicrobianos da classe dos aminoglicosideos
testados, corroborando com a suposi¢cdo de que este codon de parada impacte na
acdo repressora do gene mexZ, uma vez que a bomba de efluxo MexXY, é
considerada como um importante determinante na resisténcia aos aminoglicosideos
em amostras de P. aeruginosa, principalmente nas recuperadas de pacientes com FC
(SURESH et al., 2018).

Ainda em relagcdo a mexZ, Ding e colaboradores (2022) descreveram as
mutacdes 138L>R (presente em 17828 e 17973) e 196L->1 (presente em 17138 e
17749) em cepas MDR, contudo, ndo relacionaram se estas alteracfes estavam
modificando a funcdo repressora do gene. Esquisabel e colaboradores (2011)
identificaram a alteracdo 137G—>D (presente em 17828 e 17973) em uma amostra
gue estava superexpressando mexyY, entretanto, nao realizaram nenhuma correlacao
entre a mutacao e a superexpressado da bomba.

Curiosamente, as amostras 17138 e 17749, também exibiram resisténcia a
todos os aminoglicosideos testados, contudo, ndo é possivel correlacionar sua
resisténcia com a super expressao da bomba de efluxo MexXY. Apesar disto, ambas
as amostras exibiram diversas modificacdes reportadas por outros autores que podem
estar impactando a acdo do gene repressor mexZ e gerando superexpressao da
bomba de efluxo.

Na busca de alteragcbes nos genes reguladores de bombas de efluxo, as
amostras 9876, 10705, 11227 e 14297, nao exibiram nenhuma mutacado citada por
outros autores na literatura como impactante para a superexpressao destas, ainda
assim, as amostras 9876 e 11227 foram classificadas no perfil MDR e 14297, no perfil
XDR.

A busca por mutacdes em genes codificadores de porinas em P. aeruginosa se
deve ao fato destas serem portas de entrada para diversas drogas antimicrobianas,
e, portanto, mutacdes que gerem uma proteina ausente ou ndo funcional, podem
impedir a entrada destas drogas (UDE et al., 2021). Na busca por genes de interesse
relacionados, as porinas oprD, opdP, opdH, opdD, oprE e oprF, tiveram suas
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sequéncias de nucleotideos e aminoacidos analisadas em busca de mutacdes que
pudessem gerar resisténcia aos antimicrobianos que transpassem estas.

A porina oprD é a principal porina relacionada a resisténcia a drogas
carbapenémicas em P. aeruginosa quando apresentando mutacdes relacionadas a
perda de sua funcéo ou de sua auséncia, podendo conferir resisténcia a imipenem,
meropenem e doripenem (HAENNI et al., 2017; PETROVA et al., 2019).

Durante a busca por mutagOes relevantes nesta porina, as amostras 9876,
10705, 11227 e 14339, apresentaram as delecdes frameshift 372M—->A, 373S>A e
383G—>A; as amostras 17138, 17749 e 17801, exibiram a presenga de coédons de
parada prematuros no aminoacido 277W (TGG->TGA). Horna e colaboradores (2018)
classificam mutacdes frameshift e cédons de parada prematuros no gene oprD, como
mutacOes relevantes em relacdo a resisténcia a carbapenémicos. Haenni e
colaboradores (2017) apontam ainda que delecdes entre os aminoacidos 410-420
geraram a proteina ausente. Uma vez que as trés amostras exibiram codons de
parada no aminoacido 277W e apresentam resisténcia para as trés drogas
carbapenémicas testadas, é possivel correlacionar este codon de parada com a
auséncia ou perda de funcéo da proteina.

Em relacdo as delecOes apresentadas nas amostras 9876, 10705, 11227 e
14339, todas as quatro apresentaram o perfil de resisténcia para imipenem e apenas
as amostras 10705 e 14339 apresentaram o perfil de susceptibilidade para
meropenem, sendo as duas Unicas amostras deste estudo a apresentarem
sensibilidade para esta droga.

Além destas mutacdes citadas, autores reportaram a presenca de mutacdes
em cepas de P. aeruginosa com oprD defeituosas ou ausentes as quais sao exibidas
em todas as amostras pesquisadas deste estudo (FARRA et al., 2008; KIM et al.,
2016).

Nas amostras 9876, 10705, 11227 e 14339 ha a presenca de uma sequéncia
de mutacbes do aminoacido 375N até o 382Y. A presenca desta sequéncia de
mutacdes nestes aminoacidos é relacionada com o aumento da susceptibilidade a
meropenem (KAO et al., 2016; HORNA et al., 2018). Das amostras apresentando esta
sequéncia de mutacdes, apenas a 10705 é sensivel ao antimicrobiano.

As mutagdes identificadas no gene codificador da porina opdP, responsavel
pela entrada de meropenem e imipenem (SONNLEITNER et al., 2020), 29E>A e
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159L->1 foram reportadas por Savinova e colaboradores (2021) em amostras nao
sensiveis as drogas carbapenémicas imipenem, meropenem ou a ambas as drogas.
O autor ndo especificou se apenas estas mutagoes isoladas seriam o suficiente para
gerar a resisténcia nas amostras, uma vez que em seu estudo, mutagdes em oprD e
opdD também foram encontradas.

Isabella e colaboradores (2015) advertiram que alteracbes apenas no gene
opdP n&o s&o capazes de impactar de forma significativa a resisténcia a
carbapenémicos, contudo, mutacées em opdP e oprD em uma mesma amostra, sdo
capazes de aumentar de forma notavel a resisténcia a esta classe.

Na busca de mutagBes no gene codificador da porina opdD, a qual é
responsavel pelo transporte de meropenem, todas as amostras, com exce¢do da
17801, apresentaram mutacdes reportadas pelo estudo de Savinova e colaboradores
(2021), em amostras ndo sensiveis a droga, contudo, os genes oprD e opdP também
apresentavam mutacdes, impossibilitando definir a origem da resisténcia. O gene
relacionado a esta porina nao foi encontrado na anotagdo das amostras 17138 e
17749, podendo estar relacionado com uma falha na montagem ou a auséncia desta
porina e aumento de resisténcia a meropenem, visto que ambas apresentam o perfil
de nao sensibilidade a droga.

As porinas opdH e oprE, relacionadas a translocacao de ceftazidima (UDE et
al., 2017; SAMANTA et al., 2018), e oprF, relacionada a resisténcia a antimicrobianos
B-lactamicos e inibidores de B-lactamases caso ausente ou sem funcédo (IDOWU et
al., 2019), ndo apresentaram nenhuma mutacdo em seus genes codificadores ja
descrita que tenha relagdo com a alteracao da fungcéo ou perda da porina.

Em relacdo ao gene oprE, o mesmo apresentou inser¢cdes nos aminoacidos
108Ins>G, 109Ins->L, 110Ins>D nas amostras 17801, 17828 e 17973, inserindo
uma nova trinca de aminoacidos para a leitura. Além destas, a insercdo frameshift
443Ins—>A, a qual altera a leitura também foi notificada nas amostras 17828 e 17973,
além do coédon de parada no aminoacido 388Y da amostra 17801. Nenhuma destas
mutacdes foi encontrada na literatura sendo descrita como modificadora da funcao da
porina ou relacionada a sua perda. Curiosamente, apenas as amostras 14297, 17138,
17749 e 17973 apresentaram nao sensibilidade a ceftazidima, indicando que
possivelmente estas mutacdes ndo afetaram a funcionalidade da porina e outra forma

de resisténcia a droga pode estar atuando nas amostras resistentes.
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Todas as amostras deste estudo apresentaram alteracdes relacionadas a perda
de func&o ou auséncia nas porinas relacionadas a entrada de carbapenémicos. Isto
corrobora com o resultado encontrado no TDD, visto que as drogas carbapenémicas
imipenem e meropenem foram as que apresentaram a maior resisténcia nas
amostras. Nao foram identificadas mutacdes ja descritas por outros autores nos genes
das porinas relacionadas a entrada de ceftazidima, o que ratifica o resultado do TDD,
que classifica esta droga como a que foi exibida a menor taxa de resisténcia nas
amostras pesquisadas.

Os genes modificadores do lipideo A, sdo capazes de realizar a sintese e
transferéncia de L-Ara4N (4-amino-4-deoxy-L-arabinosa) para o lipideo A, o qual
apresenta afinidade por cargas positivas. Através desta adi¢cdo, ha reducdo desta
afinidade por cargas positivas e consequentemente, diminuicdo da sensibilidade as
polimixinas, que atuam rompendo a membrana celular (GENTHE, THODEN &
HOLDEN, 2016; LO SCIUTO et al., 2020).

Na busca por mutagOes descritas que afetem a resisténcia de P. aeruginosa a
polimixina B, nenhuma das encontradas nos genes phoP, phoQ, pmrA, parR, cprR,
cprS, colR e colS foram reportadas por outros autores apenas em cepas resistentes.
No gene pmrA, Lee e Ko (2014) reportam que a mutacdo no aminoacido 71L->R,
presente em todas as amostras com excecdo de 17138, 17749 e 17801, estaria
relacionada a ndo sensibilidade as polimixinas, contudo, os mesmos identificaram a
alteracdo em amostras sensiveis a colistina.

O gene pmrB, exibiu muta¢des descritas por Lee e Ko (2014) apenas em cepas
resistentes a colistina, como 15V->1, 68G—>S, presente nas amostras 11227 e 17801
e 343T>A, presente nas amostras 17138 e 17749. Assim como no gene pmrA, estes
autores citam que a alteracdo 345Y->H, encontrada em todas as amostras com
excecdo de 17138 e 17749, seria relacionada a ndo sensibilidade a colistina,
entretanto, a mutacao foi identificada em amostras sensiveis a mesma.

Outro gene que também exibiu mutacdes descritas por Lee e colaboradores
(2014) foi parS, o qual exibiu a mutagdo 398H—>R em todas as amostras pesquisadas
e descrita pelo autor como uma mutacgéo que possivelmente ocorre devido a estresse
externo por colistina e que gera impacto quanto a resisténcia a esta droga. O autor

ainda descreveu a mutacdo em uma cepa mutante resistente a colistina.
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Em relacédo aos genes capazes de conferir resisténcia as polimixinas atraves
de alteracdo no lipideo A, todas as amostras demonstraram pelo menos uma mutagao
relacionada a esta capacidade, sendo essa, no gene parS. As amostras 11227, 17138,
17749 e 17801, ainda apresentaram mutacdes no gene pmrB descritas apenas em
cepas resistentes a droga.

Um ponto a se ressaltar que é citado por Olaitan, Morand e Rolain (2014), é o
de que outros fatores além de mutacbes em TCS podem estar envolvidos na
resisténcia de P. aeruginosa a drogas da classe das polimixinas e que alguns
permanecem desconhecidos. Vale lembrar que este estudo foi realizado antes da
identificacdo do plasmideo mcr-1 (LIU et al., 2016), e, portanto, estes fatores citados
pelos autores podem estar relacionados a presenca do gene em plasmideos.

As subunidades enziméaticas do DNA, DNA girase (gyrA e gyrB) e
Topoisomerase IV (parC e parE), as quais auxiliam a replicacdo do DNA, sdo alvos
dos antimicrobianos da classe das fluoroquinolonas, alvejando as enzimas DNA girase
primeiro e entdo, as enzimas Topoisomerase V. A resisténcia através de mutacdes
nos genes codificadores destas enzimas se da principalmente através de alteracdes
em gyrA e parC e mutacbes em gyrB e parE, sdo normalmente modificacbes
complementares (NOURI et al., 2016; ARABAMERI et al., 2021).

Na busca de mutac¢des nos genes citados, nenhuma das alteracdes presentes
em gyrB e parE foram descritas como capazes de gerar resisténcia a nenhum
antimicrobiano da classe das fluoroquinolonas. A modificacdo 5291->V em gyrB nas
amostras 17138 e 17749, ambas resistentes a ciprofloxacina, foi citada por Lopez e
colaboradores (2022) como uma mutacao relevante para fluoroguinolonas. Apesar
desta relevancia dada pelo autor, a mutacdo se fez presente em cepas tanto
resistentes quanto sensiveis aos antimicrobianos da classe, ndo podendo ser
qualificada como determinante para a resisténcia as drogas.

Os genes gyrA e parC apresentaram mutacdes que sao descritas por outros
autores como capazes de conferir alto nivel de resisténcia a ciprofloxacina e
levofloxacina em uma amostra que apresente ambas as alteracdes 83T—>1 de gyrA e
a 87S—>L de parC (DOMITRIVIC et al., 2016; NGUYEN et al., 2018; TEO et al., 2021).
Ambas estas mutac¢des estdo presentes na amostra 17801, a qual exibe o perfil de
resisténcia para ciprofloxacina. Ainda sobre gyrA, as amostras 9876, 17138, 17749,
17828 e 17973, exibiram delec¢des frameshift nos aminoacidos 912S>A e 913E>A,
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contudo, ndo foram encontradas correlacbes de outros autores quanto a estas
delecdes. As amostras 9876, 17138 e 17749 apresentaram o perfil de resisténcia a
ciprofloxacina, entretanto, as amostras 17828 e 17973, apresentaram o perfil de
sensibilidade, ndo sendo possivel correlacionar as delecdes com a resisténcia a
droga.

A busca por genes de resisténcia extrinseca também foi empregada, uma vez
que nossas amostras demonstraram um perfil de resisténcia a multiplas drogas e que
apesar de ser justificado devido a ocorréncia de mutacdes relacionadas a resisténcia
em diversos genes pesquisados, a transferéncia horizontal de genes pode acelerar a
disseminagéao de resisténcia em P. aeruginosa (YOON & JEONG, 2021).

E comum a presenca de genes extrinsecos de B-lactamases nos genomas de
P. aeruginosa, contudo, a incidéncia de carbapenemases tem se elevado, gerando
resisténcia ndo sO a essa importante classe de antimicrobianos antipseudomonais,
como também alterando a eficacia de outras classes de antibioticos eficazes contra o
microrganismo, como cefalosporinas e combinagdes de B-lactamicos com inibidores
de B-lactamases (TENOVER, NICOLAU & GILL, 2022).

Tai e colaboradores (2015) realizaram a busca por carbapenemases em cerca
de 55% dos pacientes com FC colonizados por cepas de P. aeruginosa na Austrélia e
nao identificaram nenhuma amostra de seu estudo carreando carbapenemases
adquiridas. Em um outro ponto de vista, no estudo realizado na China por Li e
colaboradores (2015) utilizando cepas de P. aeruginosa oriundas de pacientes com
FC, de 112 amostras deste estudo, 63 (56,25%) exibiram a presenca de metallo-g-
lactamases e curiosamente, todas eram resistentes a meropenem. Baseado no que
foi apresentado em ambos os estudos, € possivel presumir que na FC, a presenca de
genes de transferéncia horizontal capazes de hidrolisar carbapenémicos ainda é um
fator regional.

Um ponto a ser levado em consideragcdo no estudo de Tai e colaboradores
(2015) € o de que quando o estudo foi realizado, cerca de 60% dos pacientes com FC
da Australia que estavam colonizados por P. aeruginosa, carreavam cepas
compartilhadas que possivelmente ndo eram associadas a presenca destes genes
extrinsecos.

No Brasil, Almeida e colaboradores (2021) buscaram em aproximadamente 78

amostras de P. aeruginosa de pacientes com FC resistentes a carbapenémicos a
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presenca de carbapenemases adquiridas, contudo, nenhuma amostra se mostrou
positiva para estas.

A B-lactamase de classe C, ampC foi identificada na busca de genes de
resisténcia extrinseca e também na identificacdo de genes de resisténcia intrinseca
deste estudo. E sabido que grande parte das bactérias gram-negativas apresentam
essa [3-lactamase codificada em seu cromossomo (GLEN & LAMONT, 2021), contudo,
devido a presenca desta na busca extrinseca, ndo foi realizada uma analise por
mutacdes no gene.

Um ponto a ser citado é de que a combinacdo da inativacdo do gene codificante
da porina oprD aliado da super produgao da B-lactamase ampC pode desencadear
mecanismos de resisténcia em P. aeruginosa contra a grande maioria dos
antimicrobianos B-lactamicos antipseudomonais (TENOVER, NICOLAU & GILL,
2022).

Neste estudo, todas as amostras exibiram alteragdes relevantes citadas por
outros autores no gene oprD e grande parte das amostras se mostrou resistente as
drogas carbapenémicas imipenem e meropenem, contudo, a menor frequéncia de
resisténcia nas amostras foi exibida justamente na cefalosporina de terceira geragao
ceftazidima, que é considerada um antimicrobiano B-lactamico antipseudomonal, né&o
sendo possivel conciliar essa forma de resisténcia citada por Tenover, Nicolau e Gill
(2022).

Durante a busca extrinseca, a oxacilinase OXA-395 foi identificada como
causadora de resisténcia para meropenem. Esta é relacionada como sendo parte da
subfamilia OXA-50 like, a qual é associada com a resisténcia a imipenem, contudo,
estudos apontam que essa oxacilinase ndo € eficaz na resisténcia a meropenem
(GIRLICH, NAAS & NORDMANN, 2004; PETROVA et al., 2019; YOON & JEONG,
2020).

O antimicrobiano ciprofloxacina, oriundo da classe das fluoroquinolonas, com
acao inibitoria da DNA girase e Topoisomerase IV € o principal antimicrobiano dentro
de sua classe em relacéo a eficacia contra P. aeruginosa em pacientes com FC e, que
ndo apresentem a doenca. Sua forma inalatéria se mostrou eficaz contra o patégeno,
sendo capaz de penetrar inclusive biofilmes. Muta¢cdes em genes codificadores das

enzimas citadas e em genes relacionados a bombas de efluxo, podem gerar
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resisténcia a esta droga (REHMAN, PATRICK & LAMONT, 2019; BASSETTI et al.,
2020).

O gene horizontalmente adquirido crpP, relacionado com a resisténcia a
ciprofloxacina, foi identificado em trés amostras resistentes a droga deste estudo,
contudo, um ponto a ser comentado, € o trazido por Hernandez-Garcia e
colaboradores (2021), o qual concluiu que nem sempre a presenca deste gene é
associada com a resisténcia a ciprofloxacina. Neste estudo, apesar da presenca deste
gene em trés amostras resistentes, outras duas amostras exibiram o perfil de
resisténcia para a droga sem estarem apresentando o gene. E sabido que a
resisténcia a fluoroquinolonas pode surgir devido a superexpressdo de bombas de
efluxo, sendo essa a possivel origem da resisténcia nestas amostras.

Aminoglicosideos antipseudomonais e fosfomicinas sédo antimicrobianos
aliados no tratamento de pacientes com FC colonizados por P. aeruginosa e se
mostram eficazes no tratamento destes pacientes em quadros de exacerbacoes
pulmonares. Os aminoglicosideos, contudo, podem apresentar efeitos colaterais nos
rins. Entretanto, a combinacdo de ambas as drogas se mostrou eficaz na diminui¢éao
desses efeitos colaterais por conta de ambos antimicrobianos competirem pelos sitios
de ligacéo renal nestes pacientes (AL-ALOU, NAZARETH & WALSHAW, 2019).

Ainda na busca extrinseca, o0 gene fosA, relacionado a resisténcia a fosfomicina
através de inativacdo enzimatica, foi identificado em todas as amostras deste estudo,
com excecao de 17138 e 17749. Sua presenca, indica contribuicdo para a resisténcia
a droga (ITO et al., 2017) e neste caso, permitiria a caracterizacdo da amostra 10705
ao perfil MDR, em razao da mesma apresentar resisténcia a imipenem e polimixina B,
nos testes de sensibilidade aos antimicrobianos executados neste estudo e também
permitiria a caracterizacdo da amostra 17973 no perfil XDR, uma vez que a mesma
apresente sensibilidade a apenas duas classes de antimicrobianos (aminoglicosideos
e fluoroquinolonas).

Dois genes identificados na busca extrinseca, OXA-486 e aph(3’)-llb, foram
respectivamente associados a resisténcia a antimicrobianos [(-lactamicos e
aminoglicosideos desconhecidos. OXA-486 é membro da subfamilia OXA-50 like e
aph(3’)-lib, é relacionado com a resisténcia a aminoglicosideos através da inativacao
da droga (WOEGERBAUER et al., 2014; YOON & JEONG, 2021).
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Durante a analise plasmidial, apenas os genes relacionados a resisténcia a
antimicrobianos foram selecionados para o estudo. Nenhuma das amostras
apresentou o gene mcr em nenhum plasmideo identificado, sugerindo entdo que a
resisténcia a polimixina B, apresentada pelas amostras pesquisadas sejam
relacionadas aos genes modificadores do lipideo A.

Curiosamente, na busca plasmidial, as amostras 17828 e 17973, exibiram o
gene aaC(6’)llb, relacionado a resisténcia contra aminoglicosideos, contudo, estas
nao apresentaram o perfil de resisténcia aos antimicrobianos desta classe.

A presenca deste gene ndo é incomum em amostras de P. aeruginosa de
pacientes com FC e sua presenca deveria ser capaz de inativar antimicrobianos da
classe dos aminoglicosideos, como tobramicina (POOLE, 2005; VAZIRI et al., 2011),
entretanto, este nao foi o resultado obtido. Diante deste cenério, é possivel supor que
0 gene esteja presente nas amostras, mas nao esteja sendo expresso.

Numerosos clones epidémicos de P. aeruginosa em pacientes com FC
associados a resisténcia a antimicrobianos tém sido descritos pelo mundo (PARKINS,
SOMAYAJI & WATERS, 2018). Apesar disto, ndo ha relatos até o presente momento
da circulacdo destes clones em amostras brasileiras.

Ferreira e colaboradores (2015) descrevem em seu estudo uma alta
diversidade clonal exibida em cepas brasileiras de P. aeruginosa oriundas de
pacientes com FC, dos quais 274 isolados estudados, 224 exibiam perfis distintos, o
gue ndo se vé em outros paises, como citado por Tai e colaboradores (2015) que
identificaram que 60% das cepas de P. aeruginosa de pacientes com FC da Australia
ancoravam cepas compartilhadas, sendo as predominantes, os clones epidémicos
AES-01 e AES-02.

Neste estudo, quatro amostras exibiram perfis idénticos entre si, as amostras
17138 e 17749, exibindo o ST 2211, o qual foi armazenado na base de dados do
PubMLST em 2019 de um pais desconhecido e as amostras 17828 e 17973, descritas
pela primeira vez neste estudo e cadastradas sob o ST 4053, disponiveis no ID de
busca da base de dados 8447 e 8448 respectivamente.

Além da classificacdo de trés novos STs (4051, 4052 e 4053), a tipificacédo
molecular nos permitiu endossar, ainda que com um numero baixo de amostras, a
auséncia de clones epidémicos P. aeruginosa de pacientes com FC, como ja
reportado por estudos anteriores no Brasil (LEAO et al., 2010; FERREIRA et al., 2015).
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Entretanto, a vigilancia quanto a estes deve ser constante, vide a alta capacidade de
circulacao pelo mundo e de carrear diversos genes de resisténcia e exibir viruléncia
apresentado por estes.

A descoberta e 0 desenvolvimento de estratégias terapéuticas alternativas que
apresentem novos caminhos contra as infec¢des por P. aeruginosa séo cada vez mais
exigidas e estdo ganhando cada vez mais atencdo. Embora principalmente nos
estagios pré-clinicos, muitos estudos recentes relataram vérias tecnologias
terapéuticas inovadoras que demonstraram eficacia pronunciada no combate a cepas
de P. aeruginosa resistentes a medicamentos (PANG et al., 2019).

O SGT se mostra como uma destas ferramentas de extrema eficicia no auxilio
do conhecimento para alavancar o combate a esses microrganismos exibindo
diversos mecanismos de resisténcia. O entendimento da origem tanto dos
mecanismos de resisténcia quanto da prépria cepa, pode direcionar uma melhor forma
de tratamento ao paciente e garantir que o controle da infeccdo ou mesmo a

erradicacdo, melhorando a qualidade de vida destes.
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CONCLUSAO

A analise do perfil de resisténcia observado em amostras de Pseudomonas
aeruginosa recuperadas de pacientes com fibrose cistica exibindo resisténcia a
polimixina B exp0s um alto perfil de resisténcia principalmente aos antimicrobianos da
classe dos carbapenémicos.

Duas amostras oriundas de um mesmo paciente e apresentando o mesmo ST,
exibiram um resultado de extrema importancia, visto que demonstraram resisténcia a
todas as drogas testadas. Este € um perfil extremamente prejudicial aos pacientes,
uma vez que a escassez de antimicrobianos eficazes para o tratamento prejudica
tanto a qualidade de vida quanto a expectativa de vida dos pacientes.

O teste comercial POLICIMBAC utilizado neste estudo apresentou divergéncias
com os resultados obtidos no método de referéncia. A maioria das amostras em que
se observou essa divergéncia foi de apenas de uma concentracédo de diluicdo do
antimicrobiano. Entretanto, com o uso do sistema comercial, todas as amostras foram
enquadradas na categoria intermediaria, diferentemente do teste de referéncia que
classificou as amostras como resistentes. Essa discrepancia pode influenciar em uma
mé administracdo clinica do antimicrobiano com o uso de concentracdes ineficazes
para o tratamento dos pacientes.

Ainda que as amostras de P. aeruginosa resistentes a polimixinas tenham
tendéncia a exibir perfis de resisténcia a mdltiplas drogas, nove das dez amostras
foram classificadas nos perfis MDR (5) e XDR (4) e apenas uma nao pode ser
categorizada por nao apresentar resisténcia nos testes exercidos, contudo, esta
apresentou o gene fosA, capaz de conferir resisténcia a fosfomicina, e caso expresse
este, poderia ser enquadrada no perfil MDR.

A analise molecular no gene repressor da expressdo do sistema de efluxo
MexXY, mexZ, identificou um cédon de parada prematuro, relacionado com a perda
da fungcdo repressora do gene na amostra 14339. Esta bomba, quando
superexpressa, é capaz de exportar aminoglicosideos com exceléncia, fato que pode
ser relacionado com a resisténcia da amostra aos antimicrobianos da classe deste

estudo.
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A capacidade de resisténcia aos carbapenémicos foi relacionada
principalmente a mutacdes nos genes codificadores das porinas oprD, opdP e opdD,
sendo encontradas modificacdes relacionadas a amostras expressando resisténcia a
esta classe em toda a amostragem deste estudo. Apesar disto, nao foi possivel definir
com precisao quais genes foram responsaveis pela resisténcia a classe, uma vez que
todos apresentaram alteracdes descritas por outros autores em cepas resistentes.

Em relacdo a busca de resisténcia a polimixinas, genes codificadores dos
sistemas de dois componentes, relacionados com a resisténcia a classe via
modificacdo do lipideo A, foram analisados e modificacbes relevantes para a
resisténcia e tolerancia a classe foram identificadas nos genes parS, e pmrB.

Para as fluoroquinolonas, modificacbes consideradas como capazes de
conferir alto nivel de resisténcia a classe foram identificadas nos genes codificadores
das enzimas DNA girase (gyrA) e Topoisomerase IV (parC) na amostra 17801, a qual
expressa resisténcia as drogas da classe investigadas no estudo.

Apesar da identificacdo do gene gene aph(3’)-llb nas amostras 17828 e 17973
nas buscas extrinsecas e plasmidiais, ambas as amostras ndo exibiram o perfil de
resisténcia as drogas deste estudo, possibilitando a hipotese do gene estar presente
mas n&o expresso nas amostras.

Além destes, genes conferindo resisténcia a aminoglicosideos (aph(3’)-lb) e B-
lactamicos (OXA-4 e OXA-486) desconhecidos, ndo foi possivel conciliar sua
presenca com a expressao da resisténcia nas amostras.

Outros genes relacionados a resisténcia de fosfomcina (fosA), sulfonamidas
(sull) e cloranfenicol (catB7) também foram identificados, exibindo caracteristicas de
multirresisténcia nestas amostras, contudo, estas classes ndo foram avaliadas na
determinacao do perfil de resisténcia das amostras.

Quatro amostras incluidas neste estudo, apresentaram STs compartilhados,
sendo duas do ST2211 e duas do ST4053, sendo o primeiro, exibido em duas
amostras isoladas do mesmo paciente, sugerindo cronicidade.

Tomando como base os STs relacionados a amostras epidémicas de FC, ndo
foram encontradas evidéncias que pudessem associar as amostras deste estudo a
esses clones, comumente observados em pacientes com FC ao redor do mundo.
Ainda assim, é essencial que os individuos com FC sejam monitorados regularmente

na busca de possiveis clones compartilhados.
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Através da investigacdo do ambiente genético destes microrganismos pelo
SGT, ha melhor possibilidade do entendimento dos mecanismos de resisténcia
exercidos por P. aeruginosa e melhor capacidade do manuseio e tratamento de
exacerbacdes pulmonares ocasionadas pelo microrganismo em individuos com FC,
assim como a vigilancia da ocorréncia de clones epidémicos de FC no Brasil, os quais

ainda néo se fazem presente.
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Amostras
Gene
9876 10705 11227 14297 14339 17138 17749 17801 17828 17973
alterado
30C-OR, 30C-R,
79N->S, 79N->S,
mexR - - 126V>E - - 106Q-R, 106Q->R, 126V>E 126V>E 126V>E
114R->C, 114R->C,
126V>E 126V>E
3D-E, 3D-E,
71G-E, 71G-E,
87L>V, 87L>V,
88S-OR, 88S-OR,
127S-T, 127S-T,
141S-T, 141S-T, 71G-E, 71G-E,
71G-E, 71G-E, 71G-E,
nalC 71G>E - 71G>E 142E->G, 142E->G, 145A-V, 145A-V,
209S>R 186A>T 209S->R
149P->G, 149P->G, 209S->R 209S->R
150H-E, 150H-E,
151M-V, 151M-V,
152D->A, 152D->A,
193K>A, 193K>A,
206L>G, 206L->G,
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207SA, 207S A,
208Q-R, 208Q-R,
209S-R, 209S-R,
212Q->A 212Q->A
120E->D, 120E->D,
nalb B 147D-E, 147D-E, B B
157M->L, 157M->L,
187D>A 187D>A
5S>T, 1111, | 5S>T, 1115L,
20D-E, 20D-E,
52Q-R, 52Q-R,
60T>A, 651V, | 60TDA, 651V,
67Q-E, 67Q-E,
68AT, 68AT,
73H-R, 73H-R,
74ASS, 74A°S,
nfxB 146E>K 78E>A, 78E>A, 2IR>H, 2IR>H,
841>V, 89TDA, | 841DV, 89TDA, 26D=>6 26D=>6
93L>M, 93L>M,
105F-Y, 105F-Y,
109H->D, 109H->D,
119L-1, 119L-1,
120E-A, 120E->A,
124AT, 124AT,
1491>L, 14915L,
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152V, 152V,
155M->L, 155M->L,
167S>A, 167S>A,
171H->Q, 171H~->Q,
182S->A, 182S->A,
187S->P 187S>P
82L->P, 82L~->P,
148T->S, 148T->S,
mexS 249D>N | 249D>N | 249D->N 249D 249D>N 1795>¢, 1795>C, 249D->N 249D>N 249D->N
N 181E->D, 181E->D,
249D->N, 249D->N,
308D~ 308D~>|
31T->N, 31T->N,
68G>A, 68G>A,
69Q->R, 69Q->R,
76N->R, 76N->R,
78R->D, 78R->D,
1340 St 136F->L, 136F->L, 87RSP. 137G5D. 137G->D
mexZ - - - - 140Q->L, 140Q->L, ,
op cédon 89G~>S 138L>R
146E>A, 146E->A, 138L>R
147R->Q, 147R~>Q,
161>V, 161>V,
1701->V, 1701V,
182D->N, 182D~->N,
191IM->L, 191M->L,
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196L~>1, 196L~>1,

201S->G, 201S->G,

204Y->H, 204Y->H,

207L->R, 207L->R,

209D>E 209D~>E
43D->N, 43D->N, 127V>L, 43D->N,
57S->E, 57S->E, 185E->Q, 103T> 57S->E,
59S->R, 59S->R, 186P->G, S, 59S->R,
202E->Q, | 202E>Q | 189V~>T, 115K=> | 202E->Q,
21012>A, , 202E~>Q, T, 21012>A, 127V->L, 127V->L,
230E>K, | 2101>A, 2101>A, 170F> | 230E~>K, 185E->Q, 185E->Q, 127V->L,
240S>T, | 230E>K | 230E~>K, L, 240S->T, 186P->G, 186P>G, 185E>Q
262N->T, , 240S->T, 185E> | 262N->T, 189V->T, 189V->T, 127V->L, iz;\z/:)); ,
267A>S, | 240S>T | 262N-T, Q, 267A>S, 202E->Q, 202E>Q, 185E->Q, 18656, 186P>G

oprD 281A->G, , 276T>A, 186P-> | 281A-G, 2101>A, 21012A, 186P>G, 189VST, ,

296K2>Q, | 262N>T | 281A->G, G, 296K->Q, 230E->K, 230E->K, 189V->T, 310RSE, 189V->T,
301Q~>E, , 296K-=>Q, 189V-> | 301Q->E, | 240S->T,248S | 240S->T,248S | 277W->St 315AG, 310R-E,
310R>G, | 267A>S | 301Q->E, T, 310R>G, | -E, 262N->T, >E, 262N->T, | op cédon AIEGIA 315A>G
359V->L, , 310R-E, 310R> | 359V->L, 267A>S, 267A->S, ,
372M>A, 281A~> 312G~2>R, E, 372M>A, 277TW->Stop 277W->Stop 425G>A
373524, G, 315A->G, 315A> | 373S~>A, codon codon
375N>S*, | 296K-> 347L>M, G, 375N>S*,
376N—>S*, Q, 372M->A, | 425G | 376N->S*,
377V>S*, | 301Q>E | 373S->A, A 377V>S*,
378G>S*, 375N>S* 378G>S*,
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380>A*, 310R~> 376N->S*, 380>A%,
381N->G*, G, 377V->S*, 381N->G*,
382Y->L*, | 359V->L | 378G->S*, 382Y->L%,
383G~>A , 380>A*%, 383G~>A
372M-> | 381IN->G?,
A, 382Y->L*,
373S>A | 383G->A,
) 403S2>A,
375N>S | 424Q->E,
376N->S
377V->S
378G->S
380>A*,
381N->
G*,
382Y->L
383G~>
A
dP 3N-Y, 3N->Y, 3N-Y, 3N->Y, 3N-Y, 3N-Y, 3N->Y, 3N->Y,
o
P 8S->G, 8S->G, 8S->G, 8S->G, 8S->G, 8S->G, 8S->G, 8S->G,
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16L>M, | 16L>M, | 16L>M, | 16L>M, | 16L>M, 16L>M, 16L>M, 16L>M,
18A>S, | 18A>S, | 18A>S, | 18A>S, | 18A-S, 18A-S, 18A-S, 18A-S,
19S>A, | 19S>A, | 19S>A, | 19SS>A, | 19S>A, 19S->A, 19SA, 19SA,
20EDA, | 29EA, | 29EA, | 29EA, | 29EA, 20E>A, 29E>A, 29E>A,
30N>T, | 30N>T, | 30N>T, | 30N->T,| 30N->T, 30N->T, 30N->T, 30N->T,
33AST, | 33AST, | 33AST, | 33A>T, | 33AST, 33AST, 33AT, 33A-T,
42E5Q, | 42E5Q, | 42E>Q, | 42E5Q | 42E-Q, 42E5Q, 42EQ, 42EQ,
50A>E, | 50A>E, | S50AE, , 50AE, 50AE, 50AE, 50AE,
60T>S, | 60T>S, | 60T>S, |50A>E, | 60T>S, 60T->S, 60T->S, 60T->S,
63V>F, | 63VSF, | 63VSF, | 60T>S, | 63VSF, 63V->F, 63V->F, 63V->F,
121T>S, | 121T>S | 121T-S, | 63VSF, | 121758, 121T-S, 121T>S, | 121T>S,
122V, , 122V->1, | 121T> | 122V, 122V, 122V, 122V,
159131, | 122Vv->1, | 1591, S, 159L-1, 159L-1, 159L 1, 159L 1,
46515V | 159L>1, | 46515V | 122V->1 | 46515V 4651>V 4651>V 4651>V
4651>V ,
159L>1
46515V

177D>N, 177D>N,

192D-N, 192D->N,

226T->S, 226T>S,

opdH - - 372S>R - 372S>R 228Q-N, 228Q-N, - - -

249L>V, 2491V,

25255 T, 2525,

298F->V, 298F-V,
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327V, 327V-I,
334K->R, 334K->R,
361V-I, 361V->1,
366V->1, 366V->1,
372S>R, 372S>R,
381N-D, 381N->D,
404T->S, 404T->S,
412D>N, 412D>N,
41315V 41315V
77V,
77V,
132T>S 132T7S,
1327>
77V, , 132T>S, | 237H-Y,
S, 77V,
132T>S, | 202P>S | 132T-S, 237HY, | 246LF,
237H> | 132T2S,
202P->S, , 237HY, 270N-D, 246L>F, 249D>G
opdD Y, 237H-Y, X X
237HY, | 237HY | 247AT, 329L>M 249D-G, :
247TA> | 247AT,
270N-D, , 270N->D 268R>H, | 268R>H
T, 270N->D
304AD>G | 247ADT 304A>G ,
270N->
, 5 304A>G
270N->D
55T->S, 55T->S, 108Ins>G 55T->S, 55T->S,
59S->N, 59S->N, , 108Ins>G, | 108Ins>
E 90L~>M, 90L~>M, 109Ins~>L, 109Ins>L, G,
opr - - - - -
P 105G->D, 105G->D, 110Ins>D, | 110Ins>D, | 109Ins->
119N-D, 119N->D, 211S->G, 211S->G, L,
161L>M, 161L>M, 376T>G, 376T>G, 110Ins=>
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256Q->H, 256Q->H, 377V->L, 377V->L, D,
326L->V, 326L->V, 379V->L, 379V->L, 211S->G
344S>A 344S>A 3871=>M, 3871=>M, ,
388Y->Sto 390S->K, 376T>G,
p cédon 393K->N, 377V->L,
396T->S, 379V->L,
397AG, 3871=>M,
409>A, 390S->K,
433S->T, 393K->N,
436A>V, 396T->S,
437A->S, 397A>G
441S->G, , 4092>A,
442N->T, 433S->T,
443Ins>A, 436AV,
444AN>T 437AS,
441S>G
442N-T,
443Ins->
A,
444N>T
oprF 93T>A - - - - _
phOP ~ 501>V, 501>V, ~ ~ ~
T2S52A, 72S>A,
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133V-L, 133V->L,
144E>G 144E>G
71>V, 15AT, | 712V, 15AT,
59K->H, 59K>H,
90D->H, 90D->H,
94R->S, 94R-S,
104N->H, 104N->H,
208E-~Q, 208E->Q,
phoQ - - - - - 267E->Q, 267E->Q, - 391A>V 391A>V
314E-A, 314E-A,
330S-D, 330S-D,
338S-T, 338S-T,
366R>K, 366R>K,
398R->Q, 398R->Q,
435E>G 435E>G
71L->Q, 71L>Q,
131E-A, 131EA,
pmrA 71L>R 71L>R 71L>R 71L>R | 71LOR - 71L>R 71L>R
144S>A, 144S>A,
221P>S 221P->S
35L-V, 35L-V,
2SS>P, 2S>P,
63T>S, 63T>S,
4AST, 4AST, 2S>P, 2S>P,
345Y> 74TN, 74TN,
pmrB 345Y>H | 345Y>H 15V, 345Y>H 15V, 4AST, 4ADT,
H 75E->Q, 75E->Q,
68G-S, 68G->S, 345Y>H 345Y>H
133H-S, 133H-S,
345Y>H 345Y->H
212V->L, 212V-L,
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213E->D,
214A-Q,
215V>A,
220R->H,
224D->T,
235T2A,
269E->A,
313V,
328R->P,
343T2A,
354K->R,
390R->C,
398L~>R,
413A-S,
445E->D,
447K>H,
459Q~>R,
461D-E,
462A->T,
463T->S,
465P>T,
467A-S,
468R->Stop

codon

213E->D,
214A~>Q,
215V>A,
220R~>H,
224D~>T,
235T2>A,
269E>A,
313V->lI,
328R->P,
343T2A,
354K->R,
390R->C,
398L~>R,
413A->S,
445E->D,
447K>H,
459Q~>R,
461D->E,
462A>T,
463T->S,
465P->T,
467A->S,
468R~->Stop

codon
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44AG, 44ASG,
52Q-E, 52Q-E,
53V-L, 53V-L,
76A-D, 76A>D,
121M-1, 121M-1,
153LR, 1335>T, 1335>T, 153LR, 153L>R, | 153L-R,
park - - 170S>N - >V L35T2A 135724, 170S>N | 170S>N | 170S>N
138K~>Q, 138K~>Q,
14115V, 14115V,
151ED, 151ED,
153LR, 153LR,
154G->S, 154G->S,
206N->S 206N->S
2715L, 30F>A, | 2715L, 30F>A,
35VL, 35V-L,
63Q>L, 63Q-L,
68D>E, 68D>E,
76E-G, 76EG,
398H-> 83R>G, 83RG,
parS 398HOR | 398HOR | 398HR 398HOR 398HOR 398H>R | 398HOR
R 84Q-L, 84Q-L,
92Q°R, 92Q°R,
115A-D, 115A-D,
134F-Y, 134F>Y,
144V>A, 144V A,
193Q-E, 193Q-E,
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204S->G, 204S->G,
238V, 238V,
239D->G, 239D->G,
242V>A, 242V>A,
244H->Q, 244H->Q,
245D->E, 245D->E,
2471>M, 24715M,
274N->A, 274NSA,
296A>T, 296A->T,
304V, 304V->1,
349Q-L, 349Q-L,
351D-E, 351D-E,
352S->T, 352S->T,
398H-R, 398H-R,
407Y>H, 407Y>H,
412E>G, 412E>G,
413T>A, 413T2A,
425E>A, 425E>A,
428R>H 428R>H
61A>T, 61AT,
colR 143K->R, 143K->R, - -
206S>P 206S>P
117V, 117V-1,
colS 241P->S, 241P->S, 316A>T 316A>T
258T>A, 258T>A,
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286S>G, 286S->G,

338T>V, 338T>V,

343A-S, 343A-S,

351D->G, 351D->G,

374M->L 374M->L

18V, 18V->1,
44A->D, 44A>D,
cprR - - - -

142A-V, 142A-V,

201V->| 201V

86E->D, 86E->D,

90T->S, 90T->S,

94K-R, 94K-R,

114D-E, 114D-E,

159V->1, 159V->1,

168S->L, 168S-L, 16T->S,
16T->S, 16T->S,

170T>V, 170T>V, 78AV,
159V->1, 78AV,

197T->G, 197T->G, 152D->N

cprS 310R->C, 78A>T 152D->N,

211IN->H, 211N->H, :
386E-D, 159V-> 1,

220D->E, 220D->E, 159V-> 1,
411L>M 386E->D

266R>H, 266R>H, 386E->D

267A>P, 267A>P,

282G->D, 282G-D,

284Q-R, 284Q-R,

297S->G, 297S->G,

314E-D, 314E-D,
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321AT, 321AT,
329T>S, 329T>S,
331H->Q, 331H->Q,
374LSR, 374LSR,
384G-S, 384G-S,
386EA, 386EA,
387E-D, 387E-D,
414S-T, 414S->T,
418Q->R 418Q->R
671V, 671V,
860G->S, 860G->S,
893D->E, 893D-E,
oA 912S>A, 900A>G, 900A->G, . 912S>A, | 912S>A,
913E> A 903S>A, 903S>A, 913E> A | 913E> A
908A-YV, 908A-V,
9125 A, 9125 A,
913E> A 913E> A
235T>S, 235T>S,
239E>Q, 239E>Q,
268L->1, 268L->1,
gyrB - 5291V, 5291V, - - -
578S>A, 578S>A,
627ASV, 627AV,
640T>S 640T>S
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331S->T, 331S->T,
360F->Y, 360F->Y,
3590 474K>R, 474K>R,
parC 262H->Q 595P->L R 485S>A 556T->S, 556T->S, 87S->L - -
601F->Y, 601F-Y,
635S>A, 635S2A,
752P->S 752P->S
147S->T, 147S->T,
parE - - - 533D->E 157K->R, 157K->R, 533D->E 533D->E 533D->E
596T>S 596T>S
s12P - - - - - - - - -
32K->R, 32K-=>R,
87A-V, 87A-V,
folA _ _ J0GSA _ 91A-E, 91A-E, ~ ~ ~
118A-E, 118A->E,
140G->D, 140G->D,
142A>G 142A>G

Legenda: Negrito — Mutac&o descrita por outros autores em cepas resistentes, * — Sequéncia de mutagdes que indicam sensibilidade a meropenem, A —
Delecdo de aminoécido, Ins — Inser¢do de amino4cido, X — Gene ausente, Travessdo — Indicam auséncia de muta¢do, - — Indicam o antigo e 0 novo
aminoacido, A — Alanina, C — Cisteina, D — Acido aspartico, E — Acido glutamico, F — Fenilalanina, G — Glicina, H — Histidina, | — Isoleucina, K — Lisina, L —

Leucina, M — Metionina, N — Asparagina, P — Prolina, Q — Glutamina, S — Serina, T — Treonina, V — Valina, W — Triptofano e Y — Tirosina.
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APENDICE B — Principais mutacdes associadas a resisténcia a antimicrobianos nos genes das amostras de Pseudomonas

aeruginosa isoladas de individuos com fibrose cistica deste estudo.

Tabela 11 — Principais mutacdes associadas a resisténcia a antimicrobianos nos genes das amostras de Pseudomonas aeruginosa

isoladas de individuos com fibrose cistica deste estudo

Amostras  9876MPR 10705 11227MPR 14297*CR 14339MDR 17138X0R 17749X0R 17801%CR 17828MbR 17973MbR
oprD: oprD: oprD: oprD: oprD:
oprD: mexZ:
202E~>Q, 202E~>Q, 127V->L, oprD: oprD: oprD: 127V->L, 127V->L,
103T->S, 134Q->
21012>A, 21012>A, 185E->Q, L1EKST st 127V->L, 127V->L, 127V->L, 185E>Q, 185E->Q,
, 0
230E->K, 230E>K, 186P->G, 170ESL q P 185E->Q, 185E->Q, 185E->Q, 186P>G, 186P->G,
. codon;
240S->T, 240S->T, 189V->T, 185E50Q b 186P->G, 186P->G, 186P->G, 189V->T, 189V->T,
. oprD:
262N->T, 262N->T, 202E->Q, 189V->T, 189V->T, 189V->T, 310R>E, 310R-E,
186P>G, 202E->Q,
281A>G, 281A->G, 2101>A, 202E->Q, 202E~>Q, 277TW->Stop  315A>G, 315A->G,
189V->T, 2101>A,
296K>Q, 296K>Q, 230E-K, 2101>A, 2101>A, codon; 425G>A;  425G-A;
310R>E, 230E->K,
. 301Q>E, 301Q->E, 240S->T, 230E~>K, 230E~>K, opdP: opdP: opdP:
Mutacdes 315A>G, 240S->T,
310R>G, 310R->G, 262N->T, 240S->T, 240S->T, 29E>A, 29E>A, 29E>A,
425G>A;  262N->T,
372M->A, 372M->A,  276T2A, 262N->T, 262N->T, 159L->1; 159L->1; 159L->1;
opdP: 281A->G,
373S2>A, 373S>A, 281A-G, 277TW->Stop  277W->Stop  pmrB: 15V->1, opdD: opdD:
29E-2>A, 296K->Q, i )
383G—>4; 383G->4; 296K->Q, codon; codon; 68G->S; 132T->S, 132T->S,
159L->1; 301Q->E,
opdP: opdP: 301Q->E, pmrB: pmrB: parS: 237H->Y, 237H-Y,
opdD: 310R~>G,
29E2>A, 29E2>A, 310R-E, 343T2A; 343T2A; 398H>R; 246L->F, 246L->F,
T7V->1, 372M->A,
159L->1; 159L->1; 312G~>R, parS: parS: gyrA: 83T->I1; 249D->G, 249D->G,
132T>S, 373S>A,
opdD: opdD: 315A->G, 398H>R 398H>R parC: 87S>L 268R->H, 268R->H,
247A>T;  383G2>A;
TV, TV, 347L>M, 304A>G; 304A->G;
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132T->S, 132T->S, 372M>A, parS: opdP: parS: parS:
304A>G;  247A->T; 373S>A, 398H->R 29E>A, 398H->R 398H->R
parS: parS: 383G>A, 159L->1;
398H->R 398H->R 403S2>A, opdD:
424Q->E; 77V-1,
opdP: 132T->S,
29E2A, 247AT,
159L->1; parS:
opdD: 398H->R
132T->S,
247AT;
pmrB:
15V->l,
68G->S;
parS:
398H->R
Legenda: MDR — Resistente a mt]ltjplas drogas, XDR — Resisténcia extensiva, A — Dele¢do de aminoacido, > — Indicam o antigo € 0 novo aminoacido, A —
Alanina, D — Acido aspartico, E — Acido glutamico, F — Fenilalanina, G — Glicina, H — Histidina, | — Isoleucina, K — Lisina, L — Leucina,, M — Metionina, N —

Asparagina, P — Prolina, Q — Glutamina, S — Serina, T — Treonina, V — Valina, W — Triptofano, Y — Tirosina



