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RESUMO

Em cepas de Pseudomonas aeruginosa, a presenca de genes de resisténcia aos antimicrobianos,
como carbapenémicos e aminoglicosideos, estad associada ao prolongamento do tempo de
tratamento e altas taxas de morbimortalidade. Estudos descrevem diferentes taxas de
incidéncias de cepas de P. aeruginosa capazes de produzir ou coproduzir enzimas
carbapenemases e/ou metilases RNAr 16S. Assim, o presente estudo teve como objetivo
caracterizar o perfil de susceptibilidade de isolados clinicos de P. aeruginosa de um hospital de
Recife-PE, obtidos nos anos de 2018 e 2019, descrever o perfil clonal e os perfis fenotipico e
genético de resisténcia aos carbapenémicos e aminoglicosideos desses isolados. Foram obtidos
64 isolados de P. aeruginosa de um hospital de Recife-PE, nos quais as cepas foram
identificadas quanto a espécie e perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos através do
sistema automatizado BD Phoenix™. Além disso, foi realizada microdiluicdo em caldo para
determinar as CIMs dos antimicrobianos tobramicina e polimixina B. Posteriormente, 0s
isolados foram submetidos a Reacdo em Cadeira da Polimerase (PCR) e sequenciamento para
deteccdo dos genes de enzimas carbapenemases (blakrc, blanom, blavim, blasem-1, € blaive) €
metilases RNAr 16S (armA, rmtB, rmtD, rmtF, rmtG), e Consenso Intergénico Repetitivo
Enterobacteriano (ERIC-PCR) para determinacéo do perfil clonal. Dos 64 isolados estudados
no presente estudo, 34 foram selecionados para a realizacdo dos testes fenotipicos
complementares e moleculares, seguindo critérios de inclusdo amostral. Os genes blakrc €
blavim2> foram identificados em 32,4% (11/34) e 38,2% (13/34) dos isolados testados,
respectivamente. O gene rmtD1 foi detectado em 32,4% (11/34) dos isolados analisados. Oito
isolados carreavam ambos 0s genes blakec € rmtD1, enquanto a coocoréncia dos genes
blavim-2 e rmtD1 foi detectada em trés cepas e um isolado apresentou os genes blakpc, blaviv-2
e rmtD1. A tipagem molecular por ERIC-PCR demonstrou a disseminagdo de trés clones
patogénicos no hospital. Diante disso, os achados do presente estudo s&o de grande importancia,
visto que trata-se do primeiro relato da coocorréncia dos genes blaviv-2 € rmtD1 em
microrganismos. Além disso, enfatiza-se a necessidade do cumprimento das medidas de

controle de disseminag&o de bactérias no ambiente hospitalar.

Palavras-chave:  Pseudomonas  aeruginosa.  Carbapenémicos.  Aminoglicosideos.

Disseminacéo clonal.



ABSTRACT

Among the Pseudomonas aeruginosa strains, the presence of antimicrobial resistance genes,
such as carbapenems and aminoglycosides, is associated with prolonged treatment time and
high morbidity and mortality rates. Studies describe different incidence rates of P. aeruginosa
strains capable of producing or co-producing carbapenemase enzymes and/or 16S rRNA
methylases. Thus, the present study aimed to characterize the susceptibility profile of P.
aeruginosa clinical isolates from a Recife-PE hospital, obtained between 2018-2019, to
describe the phenotypic, genetic and clonal profiles of carbapenemic and aminoglycosides
resistance of these isolates. 64 P. aeruginosa isolates were collected from hospital in Recife-
PE, where the strains were identified for species and antimicrobial susceptibility profile using
the automated BD Phoenix ™ system. In addition, broth microdilution was performed to
determine the MICs of the tobramycin and polymyxin B antimicrobials. Subsequently, the
isolates were subjected to Polymerase Chain Reaction (PCR) and sequencing to detect the
carbapenemase enzyme genes (blakpc, blanowm, blaviv, blasem-1, and blaive) and 16S RNAr
methylases (armA, rmtB, rmtD, rmtF, rmtG), and Enterobacterial Repetitive Intergenic
Consensus (ERIC-PCR) for clonal profile determination. Of the 64 isolates studied in the
present study, 34 were selected for complementary and molecular phenotypic tests, following
sample inclusion criteria. The blakec and blaviu-2 genes were identified in 32,4% (11/34) and
38.2% (13/34) of the isolates tested, respectively. The rmtD1 gene was detected in 32.4%
(11/34) of the isolates analyzed. Eight isolates carried both the blakpc and rmtD1 genes, while
co-occurrence of the blavim-2 and rmtD1 genes was detected in three strains and one isolate had
the blakpc, blavim-2 and rmtD1 genes. ERIC-PCR molecular typing demonstrated the spread of
three pathogenic clones in the hospital. Therefore, the findings of the present study are of great
importance, since it is the first report of the co-occurrence of the blavim-2 and rmtD1 genes in
microorganisms. In addition, it is important emphasize the need to comply with bacterial spread

control measures in the hospital environment.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa. Carbapenems. Aminoglycosides. Clonal dissemination.
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1 INTRODUCAO

Infeccbes relacionadas a assisténcia saude (IRAS) causadas por bactérias gram-
negativas sdo consideradas particularmente preocupantes, devido a alta eficiéncia desses
microrganismos na regulagéo e/ou aquisi¢do de genes que codificam mecanismos de resisténcia
aos antimicrobianos, especialmente na presenca de pressdo seletiva exercida pelo uso desses
farmacos. Pseudomonas aeruginosa é um bacilo gram-negativo ndo fermentador de grande
importéncia clinica devido a sua distribuicdo global, alta prevaléncia em paises em
desenvolvimento, diversidade de fatores de viruléncia e ao amplo espectro de resisténcia. As
caracteristicas genéticas desse microrganismo incentivam as pesquisas de genes de resisténcia
bacteriana e relacdo clonal entre isolados de P. aeruginosa de pacientes hospitalizados (Silva-
Junior et al., 2017; Siqueira et al., 2018; Vaez et al., 2018).

Os carbapénemicos, aminoglicosideos e polimixinas estdo entre as principais classes de
farmacos utilizadas no tratamento de infec¢fes por P. aeruginosa, em muitos casos esses
antimicrobianos sdo utilizados em associacdo para alcancar um esquema terapéutico eficaz.
Porém, cepas de P. aeruginosa que carregam genes que codificam enzimas de resisténcia a
ambos os farmacos estdo cada vez mais emergentes (Doi, Wachino, Arakawa, 2016;
Urbanowicz et al., 2019).

Estudos realizados no Brasil, que avaliaram a presenca dos genes armA, rmtB, rmtC,
rmtG e rmtD, por Doi et al. (2007), Fristsche et al. (2008), Bueno et al., (2013) e Quiles et al.
(2015) relataram a primeira ocorréncia dos genes rmtD, rmtB, rmtG e armA, respectivamente,
em isolados clinicos de enterobactérias e bacilos gram-negativos nao fermentadores. A primeira
identificacdo do gene rmtD ocorreu em um isolado clinico de P. aeruginosa produtor de SPM-
1 (Doi et al. (2007). Similarmente, Cavalcanti et al. (2015) em um trabalho realizado com nove
isolados clinicos de P. aeruginosa resistente aos carbapenémicos e produtores de enzimas B-
lactamases, provenientes de trés hospitais publicos de Recife, avaliaram a presenca dos genes
armA, rmtB, rmtC, e rmtD e detectaram apenas o gene rmtD em um isolado portador de
SPM-1, que apresentou elevada Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) aos aminoglicosideos

(amicacina e gentamicina).

Estudos epidemioldgicos moleculares sdo essenciais para a detec¢do da origem e da
disseminacéo de microrganismos, com a finalidade de desenvolver estratégias preventivas para

controlar a transmisséo de bactérias entre os pacientes. Os métodos de genotipagem bacteriana,
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como a Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus-PCR (ERIC-PCR), sdo utilizados
como uma ferramenta para a diferenciacdo de um grupo bacteriano fenotipicamente idéntico,
tendo impacto direto na intervencgdo terapéutica por serem essenciais na identificacéo de cadeias
de transmissdo em surtos hospitalares. Além disso, a partir das ferramentas de genotipagem
bacteriana é possivel evidenciar as relagdes entre microrganismos de mesma espécie em
determinada area geografica durante um periodo de tempo determinado (Jacomé et al., 2016;
Tabak et al., 2019)

Lincopan et al. (2010) relataram dois casos de balanopostite em um hospital de S&o
Paulo, Brasil, causada por isolados de P. aeruginosa que apresentavam o gene rmtD e 0s
resultados da ERIC-PCR, revelaram que os isolados apresentavam relacdo clonal. Em
contrapartida, Tada et al. (2013), em um estudo realizado em um hospital do Vietnam,
avaliaram a relacdo clonal de 2 isolados clinicos de P. aeruginosa que apresentavam o gene
rmtB, através do método de Eletroforese de Campo Pulsante (PFGE), e obtiveram diferentes
padrdes de PGFE.

Dessa forma, o presente estudo pretende caracterizar o perfil de susceptibilidade aos
antimicrobianos de isolados clinicos de P. aeruginosa provenientes de um hospital de Recife-
PE. Além disso, detectar a presenca de genes de enzimas carbapenemases (KPC e MBLs) e
metilases RNAr 16S (armA, rmtB, rmtC, rmtG, rmtH, rmtF, rmtE e rmtD) e o perfil de
disseminacéo clonal desses isolados, a fim de se obter dados fenotipicos e moleculares locais
que possam ser Uteis para ressaltar a importancia da implementacdo de procedimentos para
controlar a disseminacdo de bactérias resistentes em ambientes hospitalares e apoiar a busca

por novas abordagens terapéuticas frente as cepas resistentes de P. aeruginosa.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa é um bacilo gram-negativo ndo fermentador (BGNNF),
aerobio restrito, oxidase positivo, que pode ser encontrado na microscopia como célula isolada,
aos pares ou em cadeias curtas. Além disso, apresenta motilidade devido ao seu flagelo polar
monotriqueo. P. aeruginosa é caracterizada por apresentar pigmentos fluorescentes difusiveis
em meios de cultura, pioverdina e piocianina, importantes no diagndstico laboratorial da
bactéria. E encontrada originalmente no solo, mas pode estar presente na agua e colonizando
plantas e animais, nos quais esta associada a etiologia de diversas infeccdes humanas e animais,
principalmente em pacientes imunocomprometidos devido ao seu carater oportunista (Azam,
Kan, 2018; Parkins, Somayaji, Waters, 2018).

Pseudomonas aeruginosa apresenta extensa capacidade metabdlica, exemplificada
pelas habilidades de producdo de maltiplos metabdlitos e polimeros secundarios e capacidade
de utilizacdo de diversas fontes de carbono e receptores de elétrons. O repertério de genes de
P. aeruginosa que sdo substancialmente conservados sugere a maior proporcdo de genes
reguladores observadas em genomas bacterianos conhecidos, exercendo papel fundamental
para resposta e adaptacdo a diversos ambientes, no qual esta relacionado a capacidade desse
microrganismos de colonizar ambientes bioticos e abidticos (Moradali, Ghods, Rehm, 2017;

Parkins, Somayaji, Waters, 2018).

Essa bactéria é a espécie mais importante clinicamente do género Pseudomonas, devido
asua distribuicdo global, alta prevaléncia em paises em desenvolvimento, diversidade de fatores
de viruléncia e ao amplo espectro de resisténcia que pode apresentar em amostras de pacientes.
Os mecanismos de resisténcia intrinsecos e adquiridos apresentados por esse microrganismo
estdo entre as principais causas de falha terapéutica e altos indices de morbimortalidade em

infeccOes hospitalares (Jacomé et al., 2016; Silva-Janior et al., 2017; Vaez et al., 2018).

Resisténcia intrinseca é a habilidade natural de um microrganismo resistir a moléculas
toxicas e antimicrobianos. Patdgenos oportunistas sao caracterizados por apresentarem alta
resisténcia intrinseca a diversos antimicrobianos. A resisténcia intrinseca da P. aeruginosa

envolve diversos mecanismos, dentre eles: a diminuicdo da permeabilidade da membrana
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externa, expressdo de bombas de efluxo a multiplos farmacos e producdo de enzimas

inativadoras de antimicrobianos (Moradali, Ghods, Rehm, 2017; Silva-Janior et al., 2017).

A diminuicdo da permeabilidade em cepas de P. aeruginosa esta relacionada a reducao
do nimero de proteinas transmembranas porinas e substituicdo por canais mais especificos e
seletivos para absor¢do de nutrientes. A resisténcia da P. aeruginosa a antimicrobianos de
amplo espectro, como cefalosporinas e carbapenémicos, € comumente causada por esse
mecanismo de adaptacdo. Os genes envolvidos nesse mecanismo sdo onipresentes em bactérias
gram-negativas e podem estar localizados no genoma ou plasmideo (Khan, Ahmad, Mehboob,
2015; Moradali, Ghods, Rehm, 2017; Silva-Junior et al., 2017).

P. aeruginosa possui 4 sistemas de efluxo multidrogas ativos conhecidos, MexAB-
OprM, MexXY/OprM(OprA), MexCD-OprJ e MexEF-OprN (Figura 1). Os genes que
codificam esses sistemas estdo sob influéncia de diferentes fatores regulatérios, portanto, 0s
niveis de expressao desses sistemas diferem conforme diferentes condi¢cdes do microambiente
no qual o microrganismo esta inserido. Os sistemas MexAB-OprM e 0 MexXY/OprM séo 0s
mais prevalentes em cepas de amostras clinicas e estdo relacionados a aquisi¢cdo de resisténcia
a um amplo espectro de antimicrobianos. Existem outras formas de bombas de efluxo nesses
microrganismos, porém, seus papéis na resisténcia as toxinas e antimicrobianos ainda nao estao
bem esclarecidos (Moradali, Ghods, Rehm, 2017; Du et al., 2018).

A producdo de enzimas inativadoras de antimicrobianos em P. aeruginosa esta
relacionada a presenca do gene que codifica uma beta-lactamase indutivel, AmpC. A producédo
dessa enzima normalmente estd relacionada a baixa resisténcia a aminopenicilinas e
cefalosporinas. No entanto, a superproducdo de AmpC pode conferir resisténcia a um amplo

espectro de antimicrobianos (Parkins, Somayaji, Waters, 2018; Vaez et al., 2018).

Ao contrario dos mecanismos intrinsecos, a resisténcia adquirida esta relacionada a
pressdo seletiva exercida pelos antimicrobianos e levando a populagfes bacterianas com
resisténcia irreversivel. Além disso, a transferéncia de material genético intra e interespécies
atraveés de elementos geneticos moveis, caracteristica de bacilos gram-negativos, é apontada
como uma das principais responsaveis pela aquisicdo de determinantes de resisténcia aos
antimicrobianos em cepas de P. aeruginosa (Moradali, Ghods, Rehm, 2017; Silva-Junior et al.,
2017; Azam, Kan, 2018). Devido a superexpressao de genes de resisténcia e transmissibilidade
por plasmideos, a resisténcia adquirida € um mecanismo potente que confere resisténcia a um

amplo espectro de antimicrobianos, além de ocasionar o0 aumento da prevaléncia da resisténcia
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a antimicrobianos em cepas clinicas e ambientais (Moradali, Ghods, Rehm, 2017; Azam, Kan,
2018).

Figura 1. Modelos estruturais e funcionais das bombas de efluxo de P. aeruginosa.
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Fonte: Neves et al., 2011.

A ampla variedade de mecanismos de resisténcia que os isolados de P. aeruginosa
apresentam e sua capacidade de interacdo e troca de elementos genéticos com outras bactérias
estimulam a pesquisa da relacéo clonal entre isolados de pacientes hospitalizados. Os métodos
de tipagem molecular, como o método de analise do Consenso Intergénico Repetitivo
Enterobacteriano (ERIC-PCR), sdo fundamentais na determinacdo da relacdo genética de
microrganismos que estdo epidemiologicamente relacionados, além disso, a tipagem molecular
pode auxiliar na determinacdo de surtos, na identificacdo de transmissdo cruzada entre pacientes
e no monitoramento e controle de infeccdes relacionadas a assisténcia em saude (Lincopan et
al., 2010; Neves et al., 2011; Tada et al., 2013; Lima et al., 2018; Pereira et al., 2020).

Pseudomonas aeruginosa contribui com cerca de 11% de todas as infecches
hospitalares. No Brasil, estudos multicéntricos demonstraram alta incidéncia de resisténcia ao
imipenem em cepas isoladas de pacientes em UTIs (Neves et al., 2011; Balasoiu et al., 2014;
Khan, Ahmad, Mehboob, 2015; Silva-Janior et al., 2017). Os principais sitios de colonizacdo
da bactéria sdo os rins, o trato urinario e o trato respiratorio superior. Devido a sua presenca
nesses sitios, a P. aeruginosa € comumente relatada em infecgdes cirdrgicas e de feridas,

infeccbes do trato urinario (ITU), pneumonias, dermatites, infeccbes sistémicas respiratorias
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em pacientes com fibrose cistica e bacteremia (Balasoiu et al., 2014; Khan, Ahmad, Mehboob,
2015; Silva-Janior et al., 2017). Além disso, podem ser responsaveis por diversos outros tipos
de infec¢bes em pacientes com queimaduras severas e imunossuprimidos, como pacientes com
cancer ou AIDS (Azam, Khan, 2018).

Estudo realizado em um hospital universitario dos Estados Unidos demonstrou um
aumento na incidéncia de P. aeruginosa em infec¢des nosocomiais e adquiridas na comunidade
entre pacientes adultos e pediatricos vivendo com HIV/AIDS, com baixa contagem de linfocitos
CD4. Dos 4825 pacientes vivendo com HIV no estudo, infecgdes causadas por P. aeruginosa
foram diagnosticadas em 72 (1,5%) dos pacientes (Flanagan et al., 2007). Tofas et al. (2017)
identificaram 64 pacientes com infeccdo da corrente sanguinea causadas por P. aeruginosa
dentre 192 pacientes com malignidades hematoldgicas, internados em trés hospitais terciarios
de Atenas, Grécia. A maioria dos pacientes tiverem doenca de rapida fatalidade (37/64, 58%).
Dos 64 isolados clinicos de P. aeruginosa coletados no estudo, 19 apresentaram resisténcia ao
imipenem (30%), 18 a amicacina (28%) e 19 a gentamicina (30%). Além disso, 24 isolados

foram identificados como MDR (37,5%), apresentando resisténcia a 3 ou mais antimicrobianos.

2.2 INFECCOES HOSPITALARES

Infeccdo Hospitalar (IH) é toda manifestacdo clinica de infeccdo que ocorre ap6s 72
horas da admissdo do paciente, que ndo possua evidéncia clinica e dados laboratoriais que
comprovem uma infeccdo anterior a internacdo do paciente. Quando sintomas de infec¢do séo
apresentados antes de 72 horas de internacdo, porém associados a procedimentos diagnosticos
e terapéuticos, realizados durante este periodo, também é considerado como IH (Khan, Ahmad,
Mehboob, 2015; Siqueira et al., 2018). Recentemente, o termo “InfeccOes relacionadas a
assisténcia a Saude” (IRAS) comegou a ser usado para designar infecgdes adquiridas em
ambiente hospitalar ou de diagndstico clinico. O problema das infec¢Bes na assisténcia a saude
ndo € restrito aos paises subdesenvolvidos, sendo visto como um desafio global. As medidas de
prevencdo visam a diminuigéo dos indices de morbidade e mortalidade de pacientes internados
em hospitais por todo o mundo, denominado de “Desafio Global para a Seguran¢a do Paciente”

(Linardi et al., 2014; Khan, Ahmad, Mehboob, 2015; WHO, 2019).

As situacdes em que as infeccGes de pacientes internados ndo sdo descritas com IRAS
sdo: (1) infeccBes que estavam presentes no paciente antes da admisséo no hospital, porém

ocorrendo alteragdes no patdgeno com o surgimento de novos sintomas; (2) as infecgdes sao
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adquiridas através da via transplacentéaria devido a associacdo com outras doengas como
citomegalovirus, rubéola, sifilis e toxoplasmose, caracterizadas por surgirem até 48 horas apds
0 nascimento da crianca (Khan, Ahmad, Mehboob, 2015, WHO, 2016; WHO, 2019).

Em média 1 a cada 10 pacientes ¢ afetado por IRAS em todo o mundo. Em hospitais de
cuidados graves de paises desenvolvidos, a cada 100 pacientes 7 desenvolvem pelo menos uma
IRAS. Esse numero sobe para 15 em paises em desenvolvimento, nos quais 0s investimentos
em salde ainda sdo minoritarios. Na Africa, onde ha menos investimento em cuidados
relacionadas a satde, 20% das mulheres sdo acometidas por infec¢des de feridas apos parto por
cesariana, afetando sua saude e a capacidade de cuidar do seu bebé (WHO, 2016; WHO, 2019).

As IRAS possuem origem multifacetada, estando relacionadas aos sistemas e processos
de prestacao de assisténcia a salde e a limitagdes politicas e econdmicas dos sistemas de salde,
bem como ao comportamento humano sujeito pela educacdo. Assim sendo, sdo estabelecidas
medidas basicas de prevencdo e controle das IRAS, como por exemplo, a disponibilizacéo
continua de insumos para a pratica correta de higienizacdo das méos, estabelecimento de corpo
profissional exclusivo no cuidado a pacientes portadores de infecces por bactérias resistentes,
além de estabelecer &rea de isolamento para pacientes colonizados/infectados por
microrganismos multirresistentes (Brusaferro et al., 2015, Bezerra-Neto., 2018). Estudo
realizado por Bezerra-Neto et al. (2018) descreveram a presenca de 14 isolados de
Staphylococcus spp. com CIM > 2 ug/ml para a vancomicina, atraves do método de
microdiluicdo em caldo, entre 102 cepas de Staphylococcus spp. coletadas de profissionais de

salde de um hospital universitario.

Como medida de controle das IRAS e devido ao surgimento de movimentos de
sensibilizacdo ao problema foram criadas as Comissdes de Controle de Infec¢do Hospitalar
(CCIH), a primeira intervencdo governamental no Brasil para o controle das infeccOes
hospitalares. A CCIH tem como objetivo a implementacdo dos mecanismos necessarios de
vigilancia epidemioldgica, visando o adequado planejamento, elaboracéo, avaliacdo e execucao
do Programa de Controle de Infec¢do Hospitalar (PCIH). O PCIH é um conjunto de agdes,
descritas na Portaria n®. 196 de 24 de junho de 1983, pelo Ministério da Satde, com o objetivo
de reduzir ao maximo possivel a incidéncia e gravidade das infec¢Bes hospitalares. Esse
programa é formado por uma equipe de multiprofissionais responsaveis pela aplicacdo desta
medida de prevencdo das infec¢Oes hospitalares (Pereira, Moriya, 1988; Oliveira et al., 2015;
WHO, 2019).
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Segundo dados da Organizacdo Mundial de Salde, a cada ano cerca de 14% dos
pacientes internados em hospitais brasileiros contraem algum tipo de infeccdo hospitalar e
aproximadamente 100 mil pessoas morrem por ano em decorréncia a infecgdes contraidas em
hospitais. Estudos demonstraram que 0s pacientes mais acometidos sdo os das Unidades de
Terapia Intensiva (UTIs), onde em média 60% dos pacientes internados apresentam algum tipo
de infeccdo (Leiser et al., 2007; Padrdo et al., 2010; WHO, 2016). Em paises em
desenvolvimento a frequéncia de IRAS em UTIs alcancam taxas 2 a 3 vezes maiores de

frequéncias em relacdo as apresentadas por paises desenvolvidos (WHO, 2016; WHO, 2019).

As mais prevalentes infeccGes em UTIs sdo a pneumonia e a infecg¢do do sitio cirdrgico,
seguidas por infeccdo do trato gastrointestinal, infeccdo do trato urinario (ITU) e infeccdo na
corrente sanguinea. Estudos associam a alta prevaléncia de infeccGes em UTI a utilizacdo de
dispositivos médicos (Magill et al., 2014; MacVane, 2016; Menezes et al., 2016). Em um estudo
de vigilancia com 11.420 pacientes de 183 hospitais dos Estados Unidos, foi observado que
infeccOes associadas ao uso de dispositivos médicos em UTI (infeccdo da corrente sanguinea
associada ao uso de cateter central, infeccdo do trato urinario associada ao uso de cateter e
pneumonia associada a ventilagdo mecanica) representaram 25,6% das causas de infecgdes
hospitalares no pais. Além disso, 39% dos casos de pneumonia estavam relacionados ao uso de
ventilagdo mecanica (Magill et al., 2014; MacVane, 2016; Silva-Janior et al., 2017).

As principais bactérias causadoras de IHs sdo Staphylococcus sp., entre as bactérias
gram-positivas, e as enterobactérias, P. aeruginosa e Acinetobacter baumannii, entre as
bactérias gram-negativas (Khan, Ahmad, Mehboob, 2015; MacVane, 2016; Menezes et al.,
2016). O diagndstico do microrganismo causador de IRAS é essencial para descobrir a fonte da
infeccdo e para que se aplique o mecanismo de contencdo do patégeno, evitando surtos pela
disseminacdo clonal de bactérias resistentes (WHO, 2016; Correa et al., 2017; WHO, 2019).

Infecgdes causadas por bactérias gram-negativas, em espacial P. aeruginosa, s&o
consideras particularmente preocupantes, devido a alta eficiéncia desses microrganismos na
regulagdo e/ou aquisicdo de genes que codificam mecanismos de resisténcia aos
antimicrobianos, especialmente na presenca de pressdo seletiva exercida pelo uso desses
farmacos (Peleg et al., 2011; Siqueira et al., 2018). Siqueira et al. (2018) descreveram a
prevaléncia de infeccbes hospitalares causadas por bactérias gram-negativas entre 600 amostras

de urina, sangue e secrecdes de pacientes de um hospital universitario do Espirito Santo, Brasil,
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entre os anos de 2013-2016. O estudo demonstrou a presenca de bactérias gram-negativas em

54% das amostras, sendo a P. aeruginosa presente em 21% das amostras de gram-negativas.
2.3 CARBAPENEMICOS

Os carbapenémicos sdo antimicrobianos da classe dos beta-lactamicos, devido a
presenca do anel beta-lactimico em sua estrutura quimica, que diferem dos outros
representantes dessa classe por possuirem, ligada ao anel beta-lactamico, uma nucleo
pentaciclico ndo-saturado e ligado a um 4tomo de carbono, que caracteriza o anel carbapenema.
Além disso, possuem uma cadeia hidroxietila, em vez de uma cadeira acilamina, em sua
estrutura molecular (Figura 2) (Papp-Wallace et al., 2011; Codjoe, Donkor, 2018).

Os carbapenémicos exercem seu efeito antibacteriano apds atravessar a membrana
celular dos bacilos gram-negativos, utilizando porinas transmembranas. No espaco
periplasmatico ligam-se as Proteinas de Ligacdo a Penicilinas (PBPSs), que sdo importantes para
a formacdo e alongamento do peptideoglicano da parede celular bacteriana. A ligacéo a essas
proteinas impede a construcdo da parede celular, inibe o crescimento da célula bacteriana e
resulta na lise e morte da bactéria. Diante do efeito que exercem nas células bacterianas, esses
antimicrobianos séo considerados bactericidas (Dahiya et al., 2015; Morrill et al., 2015).

Os carbapenémicos foram introduzidos na clinica médica na década de 1980 e usualmente
utilizados como ultima opcao terapéutica no tratamento de infeccBes causadas por bactérias
gram-negativas MDR. Esses antimicrobianos possuem atividade contra bactérias produtoras
das enzimas beta-lactamases ESBL e AmpC. A tienamicina foi o primeiro carbapenémico e
serviu como a referéncia ou composto modelo para todos os carbapenémicos (Zhanel., 2007;
Dahiya et al., 2015; Morrill et al., 2015).

Os carbapenémicos amplamente utilizados na clinica sd&o o imipenem, meropenem,
ertapenem e doripenem. Imipenem e meropenem s&o 0s antimicrobianos mais utilizados dessa
classe por demonstrarem eficacia no tratamento de infeccdes graves e polimicrobianas, includo
infeccOes intra-abdominais, pneumonias e septcemias. No entanto, o imipenem é susceptivel a
degradacdo por uma enzima localizada nos tubulos renais denominada desidropeptidase-1
(DPH-1), levando a necessidade da administragdo de um inibidor da enzima DHP-1 associado
ao farmaco, como a cilastatina. O ertapenem demonstrou possuir baixa atividade frente a
isolados clinicos de P. aeruginosa e Acinetobacter spp. Quanto ao doripenem, esse farmaco
teve seu uso clinico inicalmente liberado nos Estados Unidos e na Europa em 2008, para o
tratamento de infec¢bes complicadas do trato urinério e intra-abdominais (Zhanel et al., 2007;
Morrill et al., 2015; Codjoe, Donkor, 2018).
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Figura 2. Estrutura quimica de um carbapenémico (imipenem)

Fonte: Dahiya et al., 2015.

A utilizacdo dos carbapenémicos de forma generalizado associado ao processo de
selecdo natural das bactérias levou ao surgimento de cepas de bactérias gram-negativas
resistentes a esses antimicrobianos ao redor do mundo. Os mecanismos de resisténcia as
carbapenémicos incluem a mutacdo ou perda de porinas, presenca de proteinas de ligagdo a
penicilina (PBPs) mutadas, com baixa afinidade aos carbapenémicos, aumento da expressao de
bombas de efluxo e hidrdlise dos antimicrobianos por enzimas beta-lactmases. Além disso, a
presenca de multiplos mecanismos de resisténcia inter-relacionados esta asssociada a bactérias
MDR que apresentam concentracdes inibitdrias minimas altas para aos carbapenémicos (Neves
etal., 2011; Blair et al., 2014; Morrill et al., 2015).

2.4 CARBAPENEMASES

Nas ultimas décadas, a dependéncia do uso de carbapenémicos na clinica médica devido
ao aumento da incidéncia de cepas produtoras de ESBL e AmpC e com resisténcia a
antimicrobianos ndo beta-lactamicos, acelerou o surgimento e disseminacdo da resisténcia a
carbapenémicos mediada por enzimas hidroliticas. As beta-lactamases relacionadas a
resisténcia aos carbapenémicos sdo denominadas carbapenemases, enzimas que apresentam o
maior espectro e potencial de hidrdlise de beta-lactdmicos (Andrade, Darini, 2016; Codjoe,
Donkor, 2018).

Até o inicio da década de 1990, acreditava-se que as carbapenemases eram codificadas
apenas por genes cromossomicos em algumas espécies bacterianas, como L1 em
Stenotrophomonas maltophilia e Bcll em Bacillus cereus. Posteriormente, pesquisadores
identificaram as enzimas IMP-1, oxacilinase-23 (OXA-23) e Klebsiella pneumoniae
carbapenemase-1 codificadas por elementos genéticos méveis em cepas de P. aeruginosa,
Acinetobacter baumannii e Klebsiella pneumoniae, respectivamente. Essa descoberta despertou

maior preocupacao em organizacgdes de saude devido ao potencial de dispersédo entre espécies
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e disseminacdo clonal em infec¢cBes comunitarias e nosocomiais (Watanabe et al., 1991; Paton
et al., 1993; Scaife et al., 1995; Andrade, Darini, 2016).

A partir da realizacdo de estudos moleculares, as enzimas que hidrolisam
carbapenémicos foram classificadas em dois grupos: serina-carbapenemases, enzimas que
possuem uma porcdo de serina no sitio ativo da molécula, e metalo-carbapenemases (metalo-
beta-lactamases), enzimas que necessitam da ligacdo a um cofator metal para que exergcam sua
atividade enzimatica. As carbapenemases pertencem as classes A, B e D da classificacdo de
Ambler para beta-lactamases. As serina-carbapenemases podem pertencer as classes A ou D de
Ambler e séo frequentemente encontradas em espécies de enterobactérias ou Acinetobacter spp.
As metalo-carbapenemases que pertencem a classe B de Ambler sdo frequentemente
encontradas em bacilos gram-negativos nao fermentadores (Tabela 1) (Queenan, Bush, 2007;
Dahiya et al., 2015; Codjoe, Donkor, 2018).

Yigit et al. (2001) descreveram a presenca de uma enzima carbapenemase em um
isolado clinico de Klebsiella pneumoniae, coletado no ano de 1996 em um hospital do Estados
Unidos, que apresentava altos niveis de resisténcia a imipenem e meropenem. Apos andlise do
isolado, através de métodos fenotipicos e da biologia molecular, os pesquisadores afirmaram a
existéncia de uma nova enzima beta-lacamase. A serina-carbapenemase, descrita por Yigit et
al. (2001), ndo apresentava inibicdo quando exposta ao EDTA e era fracamente inibida pelo
acido clavulanico, dessa forma foi classificada no grupo A de Ambler e foi denominada de
KPC-1. Posteriormente, pesquisadores descreveram no ano de 2003, a enzima KPC-2, que
apresentava um unico aminoacido variante em relacdo a KPC-1, resultando em uma mutacgéo
pontual (Yigit et al., 2001; Dahiya et al., 2015; Andrade, Darini, 2016).

Os genes que codificam enzimas serina-carbapenemases de classe A podem estar
localizados no cromossomo, como os genes das enzimas SME, IMI e NMC-A, ou em elementos
genéticos moveis (plasmideos, transposons e integrons), como os genes das enzimas KPC e
GES. Além disso, o tratamento de infec¢fes causadas por microrganismos que possuem genes
qgue codificam enzimas carbapenemases no plasmideo é extremamente dificil, devido a
capacidade desses microrganismos apresentarem resisténcia a maltiplos farmacos (Andrade,
Darini, 2016; Hsu et al., 2017).

As serina-carbapenemases da classe D de Ambler apresentam a capacidade de hidrolisar
cloxacilina ou oxacilina e por isso sdo conhecidas como oxacilinases (enzimas OXA).
Carbapenemases OXA sdo mais frequentemente descritas em isolados clinicos de
Acinetobacter spp. e enterobactérias da Europa. Essas enzimas apresentam grande diversidade

em seu potencial de hidrolise e sdo eficazes em hidrolisar penicilinas, cefalosporinas de espectro
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restrito e de espectro estendido, monobactamicos e o imipenem (Dahiya et al., 2015; Codjoe,
Donkor, 2018).

As metalo-beta-lacatamases séo inibidas in vitro pelo EDTA, quelante de metais, e sao
capazes de inibir o &cido clavulanico. Essas enzimas hidrolisam imipenem, penicilinas,
cefalosporinas de espectro amplo e restrito, porém, ndo sdo capazes de hidrolisar o aztreonam.
As primeiras metalo-beta-lactamases foram descritas no Bacillus cereus. No ano de 1990,
pesquisadores descreveram a presenca da enzima IMP, codificada por gene localizado em um
plasmideo conjugativo, em um isolado clinico de P. aeruginosa coletado de um hospital do
Japdo. Até o ano de 2009, as metalo-beta-lactamase frequentemente descritas eram IMP,
Verona imipenemase (VIM), German imipenemase (GIM), Seul imipenemase (SIM) e S&o
Paulo metalo-beta-lactamase (SPM), apresentando diferentes prevaléncias em varios paises.
SPM é relatada quase que exclusivamente no Brasil e sua incidéncia alarmante é quando
descrita em cepas de P. aeruginosa, sendo responsavel por altas taxas de morbimortalidade no
territorio brasileiro (Neves et al., 2011; Andrade, Darini, 2016; Labarca et al., 2017).

Em 2009, pesquisadores descreveram a New Delhi metalo-beta-lactamase (NDM) em
um isolado clinico de Klebsiella pneumoniae resistente aos carbapenémicos. Em seguida, varios
outros estudos descreveram a presenca de variantes dessa enzima em enterobactérias e bacilos
ndo fermentadores em varias partes do mundo. Além disso, essas enzimas foram relatadas em
infeccBes hospitalares, comunitarias, assim como em bactérias isoladas das aguas de rios
(Andrade, Darini, 2016; Hsu et al., 2017; Codjoe, Donkor, 2018).

Tabela 1. Classificacdo das enzimas carbapenemases.

Inibidores
EDTA  Ac. clavulanico

A 2f NMC - +
IMI -
SME -
KPC -
GES -
B 3 IMP +
VIM +
SIM +
GIM + -
+
+

Classe de Ambler Grupo funcional Enzimas

+ 4+ + +

SPM
NDM
D 2d OXA - +
Fonte: Adaptado de Andrade, Darini, 2016.
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Sé&o descritas diversas metodologias que podem ser utilizadas na deteccédo laboratorial
fenotipica das enzimas carbapenemases, dentre elas: focalizacdo isoelétrica, disco-difusdo, E-
test, teste de Hodge, Carba NP, testes com discos de EDTA, acido fenilborénico ou cloxacilina
e métodos automatizados (Vitek®, Vitek 2®, Phoenix BD®). Porém, esses testes ndo sdo
precisos na deteccdo das enzimas carbapenemases. Dessa forma, as técnicas de biologia
moléculas sdo consideradas como padrdo ouro para deteccdo dessas enzimas (Dahiya et al.,
2015; Hsu et al., 2017).

2.5 AMINOGLICOSIDEOS

Os aminoglicosideos sdo antimicrobianos bactericidas, desenvolvidos na década de
1940, derivados de substancias antimicrobianas produzidas pelas bactérias Streptomyces e
Micromonospora, encontradas no solo. Em geral, a estrutura quimica de um aminoglicosideo
consiste em um ndcleo de aminociclitol (estreptamina, 2-desoxistreptamina ou estreptidina)
ligado a amino acucares. No entanto, alguns antibioticos sdo considerados aminoglicosideos
apesar de ndo apresentar conformidade com essa estrutura quimica, como a espectinomicina,
gue nao apresenta amino acucares ligados ao nucleo de aminociclitol. Esses antimicrobianos
sdo agrupados em 3 tipos, de acordo com suas estruturas quimicas: as 4,6-dissubstituidas 2-
deoxiestreptaminas (DOS), onde estdo incluidas amicacina, gentamicina e tobramicina,
aminoglicosideos utilizados amplamente na clinica médica, em formulag¢Ges intravenosas ou
nebulizadas, para o tratamento de infeccGes por bactérias gram-negativas, gram-positivas e
micobactérias atipicas, nas quais podem ser utilizadas em associacdo com outros farmacos para
obtencdo de atividade sinérgica; as 4,5-dissubstituidas DOS, como a neomicina e a
paromomicina, utilizadas na clinica de forma limitada em razdo da sua toxicidade,
administradas por via oral ou tépica; as monossubstituidas DOS, como a apramicina, utilizada
para o tratamento de infec¢des bacterianas na clinica veterinaria (Figura 3) (Avent et al., 2011;
Becker, Cooper, 2013; Doi, Wachino, Arakawa, 2016).

A estreptomicina, descoberta em 1943 a partir do isolamento de cepas de Streptomyces
griseus. foi o primeiro aminoglicosideo desenvolvido e aplicado na préatica clinica. Apds o uso
da estreptomicina no tratamento da tuberculose e de infec¢fes por bactérias gram-negativas, foi
possivel observar uma alta eficacia de antimicrobianos aminoglicosideos no tratamento de
infecgOes bacterianas. Posteriormente, numerosos aminoglicosideos foram identificados ou

sintetizados e aprovados para uso clinico, (Becker, Cooper, 2013; Ramirez, Tolmasky, 2017).
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Figura 3. Estrutura quimica dos aminoglicosideos representativos.

Amicacina Espectinomicina
OH

< OH
i
iy T~ fmOH
Ho—\—\—0, HO L“:/
=N\
HyN HO, A
NH,
~\_——0

O"’\/A{
—~NH,

Tobramicina

| OH 'o/ \\/‘ 0

Fonte: Adaptado de Ramirez, Tolmasky, 2017.

Os aminoglicosideos penetram nas células bacterianas através do mecanismo conhecido
como “self-promoted uptake”. Esses farmacos ligam-se a compostos anionicos presentes na
superficie celular, que podem ser lipopolissacarideos, fosfolipidios, cidos teicdicos e proteinas
da membrana externa. As interacGes com esses compostos sdo capazes de desencadear o
aumento da permeabilidade da membrana plasmética externa da célula bacteriana, resultando
na entrada das moléculas de aminoglicosideos no espaco periplasmatico. Posteriormente, 0s
aminoglicosideos sdo carreados para o citoplasma da célula através da participacao de sistemas
transportadores de elétrons. No citoplasma, esses antimicrobianos ligam-se ao sitio de
reconhecimento aminoacil-RNAt (Sitio A) do RNAr 16S (Figura 4), que constitui a subunidade
30S do ribossomo bacteriano, conduzindo a inibicdo da sintese de proteinas e
consequentemente a morte da célula (Garneau-Tsodikovaa, Labby, 2016; Ramirez, Tolmasky,
2017).
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Figura 4. Estrutura tridimensional do Sitio A do RNAr 16S ligado & gentamicina.
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Fonte: Doi, Wachino, Arakawa, 2016.

A resisténcia bacteriana a todas as classes de antimicrobianos, incluindo os
aminoglicosideos, € considerada como um problema de salde publica, principalmente quando
associada a bactérias de interesse médico. Estudos descrevem uma incidéncia preocupante de
resisténcia aos aminoglicosideos em cepas de P. aeruginosa (Micek et al., 2015; Tada et al.,
2017). Micek et al. (2015) realizou um estudo multicéntrico obtendo 740 isolados clinicos de
P. aeruginosa de pacientes com pneumonia de hospitais da Italia, Franca, Alemanha, Espanha
e Estados Unidos, no ano de 2013. O estudo demonstrou uma incidéncia de 226 (30,5%) de
cepas de P. aeruginosa MDR. Além disso, das 226 cepas MDR, 66 (29,2%) foram susceptiveis
aos aminoglicosideos, enquanto entre as 505 cepas MDS, 460 (91,1%) demonstraram
susceptibilidade aos aminoglicosideos.

Existem diversos mecanismos associados a resisténcia aos aminoglicosideos que
atualmente sdo alvos de estudos, incluem: modificacdo enziméatica e inativacdo dos
aminoglicosideos por aminoglicosideo acetiltransferases, nucleotiltransferases ou
fosfotransferases; aumento da expressdo de bombas de efluxo; diminuicdo da permeabilidade
da membrana bacteriana aos antimicrobianos e modificagdo da subunidade 30S dos ribossomos,
essas modificaces podem ocorrer pela substituicdo de nucleotideos que codificam a

subunidade 30S do ribossomo ou podem ser pos transcricionais. Mutagdes pontuais no gene
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16S RNAr do ribossomo podem conduzir a resisténcia a estreptomicina em cepas de
Mycobacterium tuberculosis (Doi, Wachino, Arakawa, 2016; Garneau-Tsodikovaa, Labby,
2016; Ramirez, Tolmasky, 2017).

2.6 RESISTENCIA AOS AMINOGLICOSIDEOS MEDIADA POR METILASES RNAR 16S

O sitio de ligacdo dos aminoglicosideos pode sofrer modificagdes enzimaticas pos-
transcricionais por metiltransferases ribossomais RNAr 16S (RMTases), também chamadas de
metilases RNAr 16S. Essas enzimas sdo capazes de metilar nucleotideos do sitio de ligacdo dos
aminoglicosideos, transformando em seus derivados 7-metila correspondentes. As RMTases
(Figura 5) podem ser divididas em dois grupos distintos baseados em seus nucleotideos alvos:
metilases RNAr 16S N7-G1405 que conferem resisténcia as 4,6-dissubstituidas
deoxiestreptaminas e as metilases RNAr 16S N1-A1408 que sdo capazes de conferir resisténcia
aos 3 grupos de aminoglicosideos. A metilacdo do DNA em bactérias tem como funcdo o
controle de numerosos processos, incluindo a replicacdo, regulacdo da transcricdo e
transposicao e o reparo do DNA (Doi, Wachino, Arakawa, 2016; Garneau-Tsodikovaa, Labby,
2016).

As RMTases ocorrem naturalmente nos actinomicetos, o grupo bacteriano do qual os
aminoglicosideos foram originados, com o objetivo de proteger os seus ribossomos dos
aminoglicosideos que produzem de forma natural. Metilases RNAr 16S N7-G1405 intrinsecas
sdo encontradas em ambos o0s géneros Streptomyces spp. e Micromonospora spp., enquanto que
a metilase RNAr 16S N1-A1408 intrinseca sdo identificadas apenas no género Streptomyces
spp. (Galimand, Courvalin, Lambert, 2012; Becker, Cooper, 2013; O’hara et al., 2013).

Acreditava-se que a presenca das RMTases estava restrita aos microrganismos
produtores de aminoglicosideos, porém, RMTases codificadas por plasmideos presentes em
varias bactérias patogénicas foram relatadas desde 1996 (Garneau-Tsodikovaa, Labby, 2016;
Doi, Wachino, Arakawa, 2016; Tada et al., 2017).

Entre os microrganismos relatados com a presencga de enzimas metilases RNAr 16S
estdo Citrobacter freundii, Pseudomonas aeruginosa, Serratia marcescens, Proteus
mirabilis, Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae (Galimand, Courvalin, Lambert, 2012;
Becker, Cooper, 2013; O’hara et al., 2013; Doi, Wachino, Arakawa, 2016; Ramirez, Tolmasky,
2017). Apds os primeiros relatos de microrganismos patogénicas produtores de enzimas
metilases RNAr 16S, o numero de isolados clinicos de bactérias gram-negativas produtoras
dessas enzimas aumentou gradualmente, além disso, foram reportadas novas enzimas RMTases

em diversas partes do mundo (Tabela 2) (Becker, Cooper, 2013; O’hara et al., 2013).
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Figura 5. Estruturas cristalinas das RMTases ArmA, RmtB e NpmA ligadas ao co-substrato
S-adenisil-L-metionina (SAM).

Fonte: Garneau-Tsodikovaa, Labby, 2016.

Atualmente, sdo conhecidos 10 tipos de enzimas metilases RNAr 16S, sdo elas: ArmA,
RmtA, RmtB (que inclui as variantes RmtB1 e RmtB2), RmtC, RmtD (que inclui as variantes
RmtD1 ¢ RmtD2), RmtE, RmtF, RmtF, RmtG, RmtH ¢ NpmA (O’hara et al., 2013; Do,
Wachino, Arakawa, 2016; Tada el al., 2017). As enzimas Ribosomais Metiltransferases (RMs)
N7-G1405 apresentam de modesta a alta semelhanca entre si nas suas sequéncias de
aminoacidos. No entanto, somente uma enzima metilase RNAr 16S N1-A1408 foi descrita até
0 momento, denominada RNAr adenina N-1-metiltransferase (NpmA) (Doi, Wachino,
Arakawa, 2016; Tada et al., 2017).
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Tabela 2. Enzimas metilases RNAr 16S envolvidas na resisténcia aos aminoglicosideos, ano,

local e espécie do primeiro relato em humanos.

Microrganismo
Enzimas Metilases RNAr 16S Pais Anot Referéncias
(1° isolamento)

. . Ath s . " - Gotebiewski et al.,
(Aminoglicosideo Resisténcia Citrobacter freundii Polénia 1996 2007
Metiltransferase)
RmtA . x Yokoyama et al.,
(Ribossomal Metiltransferase A)  F seudomonas aeruginosa  Japao 1997 2003
RmtB . x .
(Ribossomal Metiltransferase B) Serratia marcescens Japéo 2002 Doi et al., 2004
RmtC - x .
(Ribossomal Metiltransferase C) Proteus mirabilis Japéo 2003  Wachino et al., 2006
RmtD . . .
(Ribossomal Metiltransferase D) Pseudomonas aeruginosa  Brasil 2005 Doi et al., 2005
RmtE . .
(Ribossomal Metiltransferase E) Escherichia coli EUA 2013 Leeetal., 2014
RMtE Galimand,
. - Klebsiella pneumoniae Franca 2011  Courvalin, Lambert,
(Ribossomal Metiltransferase F) 2012
RmtG . . . 2010/
(Ribossomal Metiltransferase G) Klebsiella pneumoniae Brasil 2011 Bueno et al., 2013
RmtH . . ,
(Ribossomal Metiltransferase H) Klebsiella pneumoniae EUA 2009 O’hara et al., 2013
NpmA

(RNAr adenina N-1-

- Escherichia coli Japéo 2003  Wachino et al., 2007
metiltransferase)

Anot: ano do primeiro isolamento; RNAr: &cido ribonucleico ribossdmico; EUA: Estados Unidos da América.

Apramicina e neomicina sao citados como 0s Unicos antimicrobianos da classe dos
aminoglicosideos que ainda possuem atividade frente a microrganismos produtores de enzimas
RMTases N7-G1405, porém, esses antimicrobianos ndo apresentam atividade frente as enzimas
RMtases N1-A1408 intrinsecas (Becker, Cooper, 2013; Doi, Wachino, Arakawa, 2016).

Os dados de prevaléncia das RMTases em bactérias gram-negativas permanecem
escassos, alguns estudos descrevem uma prevaléncia de 1% em isolados clinicos de
enterobactérias da Europa, Japdo e Argentina. Entretanto, estudos descrevem prevaléncias
alarmantes, variando de 2,8% a 37%, em isolados clinicos de enterobactérias de paises da Asia,
como China, india e Correia (Al-Sheikh et al., 2014; Doi, Wachino, Arakawa, 2016; Tada et
al., 2017). Al-Sheikh et al. (2014) avaliaram a prevaléncia de RMTases em isolados clinicos de

enterobactérias, coletados de um hospital da Arabia Saudita no ano de 2011, e descreveu uma
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prevaléncia de 37% de isolados clinicos produtores de metilases RNAr 16S através da
realizacéo de testes de biologia molecular para pesquisa dos genes dessas enzimas.

Além disso, estudos descrevem a coocorréncia de genes de enzimas metilases RNAr
16S com ESBLs e carbapenemases em bacilos gram-negativos de interesse médico (Tabela 3).
O gene armA é frequentemente descrito em Enterobacteriaceae produtoras de carbapenemase
do tipo NDM. Logo apo6s a descricdo do primeiro caso da NDM-1, estudos relataram a
ocorréncia de resisténcia aos aminoglicosideos 4,6-dissubstituidas DOS em cepas produtoras
dessa enzima e de suas variantes. A investigacdo dos plasmideos que carregavam 0s genes
blanmp demonstrou que 0s genes de metilases RNAr 16S, especialmente armA, rmtB, rmtC, e
rmtF, estdo frequentemente inseridos nos mesmos plasmideos. Além disso, o gene armA foi
posteriormente descrito em isolados clinicos de P. aeruginosa carregando o gene blavp-1 € K.
pneumoniae carregando o gene blakpc. (Gurung et al., 2010; Doi, Wachino, Arakawa, 2016).

A primeira identificagdo do gene rmtD ocorreu no Brasil, em um isolado clinico de P.
aeruginosa produtor de SPM-1, desde entdo o gene rmtD foi somente reportado em paises da
Ameérica do Sul. Posteriormente, foi identificado em um isolado clinico de K. pneumoniae a
coocorréncia dos genes rmtD1 ou rmtD2 e blakpc-2. Além disso, estudos descrevem uma alta
prevaléncia da coocorréncia de metilases RNAr 16S e cefalosporinases, que podem ser
encontradas inseridas nos mesmos ou em diferentes plasmideos (Doi et al., 2007; Lincopan et
al., 2010; Doi, Wachino, Arakawa, 2016; Tada et al., 2017).

A prevaléncia dos genes de resisténcia aos carbapenémicos e aminoglicosideos varia em
diferentes locais do mundo, além disso, o tempo também é um fator influenciador no perfil de
resisténcia bacteriana, principalmente em bactérias gram-negativas, em que 0 processo de
conjugacao é capaz de compartilhar informacdes genéticas entre microrganismos de diferentes
espécies. Neste contexto, estudos moleculares sdo responsaveis por enfatizar a importancia da
implementacdo de procedimentos para controlar a disseminagdo dos mesmos em ambientes
hospitalares e apoiar a busca por novas abordagens terapéuticas frente as cepas resistentes
(Lincopan et al., 2010; Garneau-Tsodikovaa, Labby, 2016; Ramirez, Tolmasky, 2017).
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Tabela 3. Enzimas metilases RNAr 16S e coocorréncia com enzimas beta-lactamases.

Metilases Espécies comuns Co-resisténcia comum Prevaléncia Distribuigéo
RNAr 16S
Klebsiella pneumoniae CTX-M ESBL Qa{tlansgrﬁi.
ArmA Acinetobacter NDM carbapenemase Mundial
. Alta em produtores
baumannii OXA-23 carbapenemase
de NDM
RmtA Pseudomonas . . Japéo,
. Baixa .
aeruginosa Correia
RmtB Escherichia coli CTX-M ESBL AU P G .
. . Alta em produtores Mundial
Klebsiella pneumoniae NDM carbapenemase
de NDM )
RmtC Klebsiella pneumoniae o e oo Altaem produtores India,
Proteus mirabilis P de NDM Reino Unido
Klebsiella pneumoniae CTX-M ESBL _ América do
RmtD Pseudomonas Baixa
. KPC carbapenemase Sul
aeruginosa
RmtE Escherichia coli CMY-2 AmpC Muito baixa Estz_;\dos
Unidos
. . Alta em produtores india,
RmtF Klebsiella pneumoniae NDM carbapenemase de NDM Reino Unido
. . CTX-M ESBL . América do
RmtG Klebsiella pneumoniae KPC carbapenemase Baixa Sul
RmtH Klebsiella pneumoniae CTX-M ESBL Muito baixa Iraque
Klebsiella pneumoniae Japao,
NpmA Escherichia coli _ Muito baixa Ardabia
Enterobacter spp. Saudita

Fonte: adaptado de Doi, Wachino, Arakawa, 2016.
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3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar o perfil de susceptibilidade de isolados clinicos de P. aeruginosa de um
hospital pablico de Recife, coletados nos anos de 2018 e 2019, a concentracgdo inibitéria minima
(CIM) dos aminoglicosideos e carbapenémicos frente a esses isolados, a ocorréncia e frequéncia
de genes de enzimas carbapenemases (blaxec, blavim, blasem-1, blaive € blanowm) € de enzimas

metilases RNAr 16S (armA, rmtB, rmtD, rmtF e rmtG) e o perfil clonal.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar o perfil de susceptibilidade de isolados clinicos de P. aeruginosa de um

hospital de Recife, obtidos durante os anos de 2018 e 2019, frente aos antimicrobianos;

e Determinar as CIMs dos aminoglicosideos e carbapenémicos frente a isolados clinicos

de P. aeruginosa;

e Pesquisar a ocorréncia e frequéncia dos genes blakpc, blanowm, blavim, blaspm-1 € blaive

em isolados clinicos de P. aeruginosa resistentes aos carbapenémicos;

e Verificar a ocorréncia e frequéncia de genes de enzimas metilases RNAr 16S (armA,
rmtB, rmtD, rmtF e rmtG) em isolados clinicos de P. aeruginosa resistentes aos

aminoglicosideos;

e Determinar o perfil clonal, através de ERIC-PCR, dos isolados clinicos de P. aeruginosa
provenientes de um hospital de Recife, obtidos durante os anos de 2018 e 2019.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 DESENHO DE ESTUDO

Este trabalho corresponde a um estudo descritivo de base laboratorial. Através deste,
foram obtidos dados concernentes do perfil de resisténcia aos antimicrobianos, da ocorréncia
de genes de resisténcia a carbapenémicos e aminoglicosideos, mediada por metilases RNAr
16S, e a relacdo clonal de isolados clinicos de P. aeruginosa, obtidos em um hospital pablico
localizado na Regido Metropolitana de Recife-PE, entre os anos de 2018 a 2019.

4.2 LOCAL DO ESTUDO

Os isolados clinicos da espécie P. aeruginosa foram obtidos do Laboratério de
Microbiologia de um hospital publico em Recife, Pernambuco, reisolados e analisados no
Laboratorio de Bacteriologia e Biologia Molecular (LBBM) do Departamento de Medicina
Tropical da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) e no Setor de Microbiologia Clinica
do Laboratério Imunopatologia Keizo Asami (LIKA-UFPE), nos quais foram realizados os
testes moleculares e fenotipicos.

4.3 POPULACAO DO ESTUDO

As cepas bacterianas analisadas no estudo foram provenientes de pacientes de um
hospital publico de Recife-PE, onde foram coletadas amostras (n= 64) de diferentes regides de
64 pacientes infectados por P. aeruginosa. Esses isolados foram fornecidos pelo Setor de
Bacteriologia durante os anos de 2018 e 2019 e fazem parte do projeto de Comité de Etica e
Pesquisa com Humanos da Universidade Federal de Pernambuco (CAE: 0490.0.172.000-11).

4.4 DEFINICAO E CATEGORIZACAO DAS VARIAVEIS DO ESTUDO
a) Variaveis relacionadas a infeccéo:

Isolados bacterianos de pacientes infectados: Os isolados clinicos foram cedidos pelo

laboratdrio do hospital em estudo, identificados segundos critérios laboratoriais.

Multidroga resisténcia: Caracteristica relacionada a capacidade de resisténcia do patdgeno a
trés ou mais classes de antimicrobianos (CDC, 2013). Categorizado como 1. MDR, 2. Né&o
MDR.
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Sitio do material coletado: Tipo de material coletado para cultura bacteriana. Variavel coletada
no laudo do exame bacteriologico. Categorizado como 1. Aspirado traqueal, 2. Sangue, 3.

Urina, 4. Ponta de cateter venoso central, 5. Outros.
b) Variaveis relacionadas a caracterizacao fenotipica dos microrganismos

Resisténcias aos carbapenémicos: valores elevados de CIMs dos carbapenémicos frente aos

isolados clinicos de acordo com o CLSI (CLSI, 2019). Categorizado: 1. Presente, 2. Ausente.

Resisténcia aos aminoglicosideos: valores elevados de CIMs dos aminoglicosideos frente aos

isolados clinicos de acordo com o CLSI (CLSI, 2019). Categorizado: 1. Presente. 2. Ausente.
c) Variaveis relacionadas a caracterizacao genética dos microrganismos (Tabelas 4 e 5).

Tabela 4. Variaveis relacionadas a caracterizacao genética da resisténcia aos carbapenémicos.

Variavel Defini¢éo Categorizacao

blakpc Gene relacionado a resisténcia aos carbapenémicos mediada pela enzima 1. Presente
Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC), identificado pela técnica de 2. Ausente
PCR.

blaspm-1 Gene relacionado a resisténcia aos carbapenémicos mediada pela enzima S8 1. Presente
Paulo Metalo-beta-lactamase (SPM), identificado pela técnica de PCR. 2. Ausente

blaimpe Gene relacionado a resisténcia aos carbapenémicos mediada pela enzima 1. Presente
Imipenemase (IMP), identificado pela técnica de PCR. 2. Ausente

blavim Gene relacionado a resisténcia aos carbapenémicos mediada pela enzima 1. Presente
Verona Imipenemase (V1M), identificado pela técnica de PCR. 2. Ausente

blanom Gene relacionado a resisténcia aos carbapenémicos mediada pela enzima 1. Presente

Nova Delhi Metalo-betalactamase, identificado pela técnica de PCR. 2. Ausente
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Tabela 5. Variaveis relacionadas a caracterizacdo genética da resisténcia ao

amininoglicosideos mediada por metilases RNAr 16S.

Variavel Defini¢do Categorizacdo

armA Gene relacionado a resisténcia aos aminoglicosideos mediada pela metilase 1. Presente
RNAr 16S Aminoglycoside Resistance Methyltransferase (ArmA), 2. Ausente
identificado pela técnica da PCR.

rmtB Gene relacionado a resisténcia aos aminoglicosideos mediada pela metilase 1. Presente
RNAr 16S Ribosomal Methyltransferase B (RmtB), identificado pela técnica 2. Ausente
da PCR.

rmtD Gene relacionado a resisténcia aos aminoglicosideos mediada pela metilase 1. Presente
RNAr 16S Ribosomal Methyltransferase D (RmtD), identificado pela técnica 2. Ausente
da PCR.

rmtF Gene relacionado a resisténcia aos aminoglicosideos mediada pela metilase 1. Presente
RNAr 16S Ribosomal Methyltransferase F (RmtF), identificado pela técnica 2. Ausente
da PCR.

rmtG Gene relacionado a resisténcia aos aminoglicosideos mediada pela metilase 1. Presente
RNAr 16S Ribosomal Methyltransferase G (RmtG), identificado pela técnica 2. Ausente
da PCR.

4.5 TECNICAS LABORATORIAIS EMPREGADAS

4.5.1 Isolados Bacterianos

A identificacdo dos isolados e a analise da susceptibilidade foram realizadas utilizando
0 sistema automatizado BD Phoenix™ (Becton Dicknson, United States), onde foram
testastados os antimicrboianos: amicacina (AMI), gentamicina (GEN), meropenem (MER),
imipenem (IMP), cefepime (CPM), aztreonam (AZT), piperacilina-tazobactam (PPT),
levofloxacina (LVX) e ciprofloxacina (CIP). Isolados com resisténcia a pelo menos trés classes
de farmacos de uma variedade de classes de antimicrobianos foram considerados
multirresistentes (MDR), e os isolados que mostraram resisténcia a duas ou menos classes de
antimicrobianos foram considerados sensiveis a multiplos farmacos (MDS). Posteriormente, 0s
isolados foram enviados para o Laboratorio de Bacteriologia e Biologia Molecular, onde foram
conservadas em glicerol e mantidas a -20 °C. Essas bactérias foram reativadas em tubos de
ensaio contendo meio caldo infusdo cérebro-coracéo (BHI), incubadas por 48 horas em estufa
a 37 °C, semeadas em agar cetrimida e colocadas em estufa a 37 °C por 24 horas para analise.
Foram determinadas as Concentracdes Inibitorias Minimas (CIMs) da tobramicina e polimixina
B, através da microdiluicdo em caldo, conforme os padrdes estabelecidos pelo Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) (CLSI, 2019).
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Para a determinagdo da CIM, foram utilizadas placas com 96 pocgos, nos quais foi
distribuido o meio caldo Miller Hinton céations ajustados (CAMHB), em seguida foi realizada
a diluicdo das solugdes dos antimicrobianos e por ultimo foram adicionadas, nas colunas
correspondentes a cada isolado, aliquotas das suspensdes bacterianas. As suspensdes
bacterianas foram preparadas em NaCl 0,9%, utilizando-se as colonias dos isolados que foram
previamente semeadas em MHA. As suspensdes bacterianas foram ajustadas no 0,5 da escala
de MacFarland, diluidas e depositadas nos pocos, para a obtencdo de uma concentracéo final
de 2-5 10° UFC/poco. Posteriormente, as placas foram incubadas a 37 + 2 °C por 20 a 24 h
(CLSI, 2019). Foram avaliadas as concentracfes de 0,5 a 516 pg/mL da tobramicina e de 0,125
a 32 ug/mL da polimixina B. Como controles foram utilizadas as cepas a E. coli ATCC 25922,
P. aeruginosa ATCC 27853 e E. coli NCTC 13846. Todas as amostras foram testadas em
triplicata. As placas serdo incubadas a 35 * 2 °C, durante 20 a 24 horas (CLSI, 2019).

Para a realizagdo da leitura, foram utilizados a resazurina, um corante de viabilidade
celular, e espectrofotometria utilizando leitor de placa de 96 pogos (Multiskan FC — Thermo
Scientific). Apdés a incubacdo das placas de microdiluicdo foram adicionados 20 pL de
resazurina a 0,01% em cada poco e as placas foram incubadas novamente por 1 hora a 35 +
2 °C. Caso vista a mudanca da cor do pogo de azul fracamente fluorescente para uma cor rosa
com alta fluorescéncia, o ensaio de viabilidade foi considerado positivo para crescimento
bacteriano. A interpretacdo dos valores das CIMs foi realizada de acordo com os critérios
estabelecidos pelo CLSI (CLSI, 2019).

4.5.2 Extragdo do DNA total

Apos a incubacdo das colbnias em caldo Luria Bertani (LB) a 35 °C durante 24 horas,
foi realizada a extracdo do DNA total de todos os isolados. Essa extracao foi efetuada por meio
do Kit Brazol (LGC-Biotecnologia), conforme o protocolo oferecido pelo fabricante (Figura 6).
O DNA extraido foi quantificado através de espectrofotometria em uma faixa de comprimento
de onda de 260 a 280 nm e estocados a -20 °C.
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Figura 6. Representacdo esquematica da extracdo do DNA total por meio do Kit Brazol.
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4.5.3 Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
PCR dos genes de beta-lactamases

Durante a realizagdo das PCRs dos genes blakec, blanpwm, blavim, blaspm-1 € blayve foram
utilizados os primers descritos por Poirel et al. (2011) e Jacomé et al. (2016) (Tabela 6). Para a
deteccdo de cada um dos referidos genes, cada reacdo de amplificacdo foi preparada em um
volume final de 25 pL para cada tubo. Para o gene blakpec cada reacdo de amplificacdo incluiu:
5 ng de DNA gendmico (0,5 uL), 25 pmol de cada primer (1 pL para cada primer), 5x tampéo
(5 pL), 200 uM de desoxirribonucleotideo trifosfato (ANTP) (Ludwig Biotec) (0,6 pL), 1,5 mM
MgCI2 (1,5 pL) e 2,0 U Tag DNA polimerase (Promega) (0,4 pL) e a4gua ultrapura. Para os
genes blaviv, blanom blasem-1 € blaive cada reagéo de amplificagdo incluiu: 25 ng de DNA
gendmico (1 pL), 10 pmol de cada primer (1 pL para cada primer), 1x tampao (1 pL), 100 uM
de dNTP (Ludwig Biotec) (0,6 pL), 1,5 mM MgCI2 (1,5 pL) e 1,0 U Taqg DNA polimerase
(Promega) (0,4 uL) e &4gua ultrapura (Jacomé et al., 2016).
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As reacOes de amplificacdo para os genes de beta-lacatamses foram realizadas no
termociclador (Biosystems) nas seguintes condi¢cdes, descritas por Jacomé et al. (2016):
desnaturacdo inicial a 95 °C por 5 min, seguida por 30 ciclos (blakec) ou 35 ciclos (blavim,
blaspm-1 € blaivp) de desnaturagédo a 95 °C por 1 min, anelamento de acordo com a temperatura
descrita no primer (blakpc 63 °C; blanpm 60 °C, blavim 56,8 °C; blaspm-1 55,3 °C e blave 50,6
°C) por 1 min, extensdo a 72 °C por 1 min e uma extenséo final de 10 min a 72 °C. Os contoles

positivos utilizados no presente estudo foram cepas do estudo de Jacomé et al. (2016).

PCR dos genes de metilases RNAr 16S

Para os genes armA, rmtB, rmtD, rmtF, rmtG, e foram utilizados os primers descritos
por Davis et al. (2010), Bercot; Poirel; Nordmann (2011), Hidalgo et al. (2013), Bueno et al.
(2013) (Tabela 7). Para a deteccéo de cada um dos referidos genes, cada reacdo de amplificacdo
foi preparada em um volume final de 25 pL para cada tubo. Cada reacédo incluiu: 10 ng de DNA
total (1 pL), 10 pmol de cada primer (1 pL para cada primer), 8 mM de dNTP (0,6 pL), 5x
tampéo (5 pL), 25 mM de MgCI2 (2,0 uL) e 5 U de Tag DNA polimerase (0,2 pL).

As reacOes de amplificacdo para os genes rmtD, rmtF, rmtG foram realizadas no
termociclador (Biosystems) nas seguintes condicdes, descritas por Bercot; Poirel; Nordmann
(2011): desnaturacdo inicial a 95 °C durante trés minutos; seguida de 35 ciclos de 30 segundos
a 94 °C na etapa de desnaturagédo, 30 segundos a 55 °C na etapa de anelamento e 30 segundos a
72 °C na etapa de extensdo; seguidos por uma Unica etapa de alongamento final a 72 °C durante
cinco minutos. Para 0s genes armA e rmtB as condic¢Oes foram as mesmas, exceto a temperatura
de anelamento, para estes genes foi de 52 °C. Os contoles positivos utilizados no presente estudo
foram cepas do estudo de Pereira et al. (2020), os quais foram cedidos pelo pesquisador do
Instituto Aggeu Magalhaes, Fiocruz, Pernambuco, PhD Danilo Elias Xavier, e foi incluido um
controle negativo, correspondente a um tubo contendo todos os componentes da mistura ao qual
ndo foi adicionado DNA molde. Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel
de agarose 1,5% em tampdo TBE 0,5x. Esses produtos foram corados com blue-green,

visualizados em transiluminador de luz ultravioleta e fotodocumentados.



40

Tabela 6. Primers utilizados para a pesquisa dos genes codificadores de enzimas

carbapenemases.
Genes Sequéncia Fragmento Referéncia
(pb)
blaspm-1 F (5’-CCTACAATCTAACGGCGACC-3’) 650 Jacomé et al.,
R (5’-TCGCCGTGTCCAGGTATAAC-3’) 2016
blaime F (5-GGAATAGAGTGGCTTAATTCTC-3”) 361 Jacomé et al.,
R (5’-GTGATGCGTCYCCAAYTTCACT-3") 2016
blavim F (5’-CAGATTGCCGATGGTGTTTGG-37) 523 Jacomé et al.,
R (5’-AGGTGGGCCATTCAGCCAGA-37) 2016
blakpc F (5>-TGTCACTGTATCGCCGTC-3%) 1011 Jacomé et al.,
R (5’-CTCAGTGCTCTACAGAAAACC-3%) 2016
blanom F(5'-GGTTTGGCGATCTGGTTTTC-3) 621

Poirel et al., 2011
R(5-CGGAATGGCTCATCACGATC-3)

F: forward, R: reverse, pb: pares de base.

Tabela 7. Primers utilizados para a pesquisa dos genes codificadores de metilases RNAr 16S.

Genes Sequéncia Fragmento Referéncia
(pb)

armA F (5-ATTTTAGATTTTGGTTGTGGC-3") 101 Bercot, Poirel,
R (5'-ATCTCAGCTCTATCAATATCG-3") Nordman, 2011

rmtB F (5'-ACTTTTACAATCCCTCAATAC-3") 171 Bercot, Poirel,
R (5'-AAGTATATAAGTTCTGTTCCG-3") Nordman, 2011

rmtD F (5'-GGAAAAGGACGTGGACA-3") 171 Bercot, Poirel,

R (5'-TCCATCGATTCCACAGG-3") Nordman, 2011

rmtF F (5’-GCGATACAGAAAACCGAAGG-3’) 589 Hidalgo et al.,
R (5>-ACCAGTCGGCATAGTGCTTT-3’) 2013

rmtG F (5’-AAATACAGCGATGTGTGTCC-3") 250 Bueno et al., 2013

R (5’-ACACGGCATCTGTTTCTTCC-37)

F: forward, R: reverse, pb: pares de base.

4.5.4 Consenso Intergénico Repetitivo Enterobacteriano (ERIC-PCR)

As reacOes de ERIC-PCR foram preparadas em um volume total de 25 pl por tubo,
compreendendo: 100 ng de DNA genémico, 10 pmol dos iniciadores (ERIC-1 [5°-
ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3]; ERIC-2 [5>-AAGTAAGTGACTGGGGTG AGCG-
3’]), Tampdo 1x, 200 uM do desoxirribonucleotideo trifosfato, 1,5 mM de MgCl.e 1,0 U da
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enzima Taq DNA polimerase. Os parametros de amplificacdo utilizados na ERIC-PCR foram:
desnaturacao inicial a 95 °C por 3 minutos, seguido de 30 ciclos de desnaturacao a 92 °C por 1
minuto, anelamento a 36 °C por 1 minuto e extensdo a 72 °C por 8 minutos. Apos os 30 ciclos,
foi realizada uma etapa de alongamento final de 16 minutos a 72 °C. Os produtos de PCR foram
corados com Blue-green e submetidos a eletroforese a 1,5% em gel de agarose, visualizados

sob luz UV e fotodocumentados para posterior analise de perfis clonais (Duan et al., 2009).

4.5.5 Sequenciamento

O produto de PCR dos genes foi quantificado por espectrofotometria e posteriormente
purificado através do kit de purificacdo de DNA Wizard (SV gel e PCR clean-up System)
(Promega) de acordo com as instrucdes do fabricante. Apds a purificacdo o fragmento de DNA
foi levado ao sequenciamento através do método de terminacdo em cadeia de Sanger. Este
apresentou resultado satisfatorio e as sequéncias de nucleotideos foram confrontadas com as
sequéncias disponiveis em bancos de dados, usando os algoritmos BlastN e BlastX
BlastNetwork disponiveis no NCBI (Lima et al., 2018).

4.5.6 Analises estatisticas

As analises estatisticas foram conduzidas utilizando o software Epi-Info (v. 7). A
descricdo da amostra foi feita por meio de calculo de frequéncia com intervalo de confianca de

95% (1C95%) para as variaveis categéricas e de mediana para as variaveis numéricas.
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5 RESULTADOS

5.1 EMERGENCIA DO GENE rmtD1 EM ISOLADOS CLINICOS DE Pseudomonas
aeruginosa PORTADORES DOS GENES blakpc E/OU blavim-2 NO BRASIL

Introducéo

Pseudomonas aeruginosa é um bacilo gram-negativo ndo fermentador de grande
importancia clinica devido a sua distribuicdo global, alta prevaléncia em paises em
desenvolvimento, diversidade de fatores de viruléncia e ao amplo espectro de resisténcia. As
caracteristicas genéticas desse microrganismo incentivam as pesquisas de genes de resisténcia
bacteriana e relacédo clonal entre isolados de P. aeruginosa de pacientes hospitalizados (Silva-
Junior et al., 2017; Siqueira et al., 2018; Vaez et al.,, 2018). Os carbapénemicos e
aminoglicosideos estdo entre as principais classes de farmacos utilizadas no tratamento de
infeccbes por P. aeruginosa, em muitos casos esses antimicrobianos sdo utilizados em
associacdo para alcancar um esquema terapéutico eficaz. Porém, cepas de P. aeruginosa que
carregam genes que codificam enzimas de resisténcia a ambos os farmacos estdo cada vez mais
emergentes. A prevaléncia dos genes de resisténcia aos carbapenémicos e aminoglicosideos
varia em diferentes locais do mundo, além disso, o tempo também é um fator influenciador no
perfil de resisténcia bacteriana, principalmente em bactérias gram-negativas, em que 0 processo
de conjugacdo € capaz de compartilhar informacBes genéticas entre microrganismos de
diferentes espécies (Lincopan et al., 2010; Garneau-Tsodikovaa, Labby, 2016; Ramirez,
Tolmasky, 2017; Urbanowicz et al., 2019).

Estudos realizados no Brasil, que avaliaram a presenca dos genes armA, rmtB, rmtC,
rmtG e rmtD , por Doi et al. (2007), Fristsche et al. (2008), Bueno et al., (2013) e Quiles et al.
(2015) relataram a primeira ocorréncia dos genes rmtD, rmtB, rmtG e armA, respectivamente,
em isolados clinicos de enterobactérias e bacilos gram-negativos nao fermentadores. A primeira
identificacdo do gene rmtD ocorreu em um isolado clinico de P. aeruginosa produtor de
SPM-1 (Doi et al., 2007). Posteriormente, foi identificado em isolados clinicos de Klebsiella

pneumoniae a coocorréncia dos genes rmtD1 ou rmtD2 e blakpc-2 (Bueno et al., 2013).

As principais enzimas de resisténcia descritas em isolados clinicos de P. aeruginosa séo
IMP, VIM, SPM e KPC. SPM é relatada quase que exclusivamente no Brasil, sendo responsavel
por altas taxas de morbimortalidade no territorio brasileiro (Neves et al., 2011; Andrade, Darini,
2016; Labarca et al., 2017). Os dados de prevaléncia das RMTases em bactérias gram-negativas

permanecem escassos, alguns estudos descrevem uma prevaléncia de 1% em isolados clinicos
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de enterobactérias da Europa, Japdo e Argentina. Entretanto, estudos descrevem prevaléncias
alarmantes, variando de 2,8% a 37%, em isolados clinicos de enterobactérias de paises da Asia,
como China, india e Correia (Al-Sheikh et al., 2014; Doi, Wachino, Arakawa, 2016; Tada et
al., 2017).

Estudos epidemioldgicos moleculares sdo essenciais para a detec¢do da origem e da
disseminacdo de microrganismos, com a finalidade de desenvolver estratégias preventivas para
controlar a transmissao de bactérias entre os pacientes. Além disso, a partir das ferramentas de
genotipagem bacteriana € possivel evidenciar as relacbes entre microrganismos de mesma
espécie em determinada area geogréafica durante um periodo de tempo determinado (Jacomé et
al., 2016; Tabak et al., 2019).

Assim, 0 presente estudo teve como objetivo caracterizar geneticamente isolados
clinicos de P. aeruginosa provenientes de um hospital de Recife-PE, Brazil, quanto a presenca
de genes de enzimas carbapenemases e metilases RNAr 16S e o perfil de disseminacéo clonal

desses isolados.
MATERIAIS E METODOS

Isolados Bacterianos

Foram analisados 64 isolados clinicos de P. aeruginosa de pacientes internados em um
hospital publico de Recife-PE, Brasil, entre os anos de 2018 e 2019. De acordo com 0s critérios
de inclusdo e perfil de susceptibilidade dos microrganismos, 34 foram selecionados para a
realizacdo dos testes fenotipicos complementares e testes de caracterizacdo molecular. Foram
considerados como critério de exclusdo amostral: amostras de vigilancia, amostras repetidas do

mesmo paciente e isolados clinicos sensiveis a carbapenémicos e/ou aminoglicosideos.

Identificacdo e perfil de susceptibilidade

A identificacdo dos isolados e a andlise da susceptibilidade foram inicialmente
realizadas utilizando o sistema automatizado BD Phoenix™ (Becton Dicknson, United States),
onde foram testastados os antimicrboianos: amicacina (AMI), gentamicina (GEN), meropenem
(MER), imipenem (IMP), cefepime (CPM), aztreonam (AZT), piperacilina-tazobactam (PPT),
levofloxacina (LVX) e ciprofloxacina (CIP). Posteriormente, os isolados foram enviados para
0 Laboratdrio de Bacteriologia e Biologia Molecular, onde foram mantidos congelados em
glicerol a -20 °C na colecéo bacteriana do laboratorio. Essas bactérias foram reativadas em
tubos de ensaio contendo meio caldo infusdo cérebro-coracéo (BHI), incubadas a 37 °C por 48
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horas em estufa, semeadas em &gar cetrimida e colocadas em estufa a 37 °C por 24 horas para
analise. Foram determinadas as CIMs da tobramicina e polimixina B, através da microdiluicéo
em caldo, conforme os padrdes estabelecidos pelo Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) (CLSI, 2019).

Para a determinagdo da CIM, foram utilizadas placas com 96 pocos, nos quais foi
distribuido o meio caldo Miller Hinton céations ajustados (CAMHB), em seguida foi realizada
a diluicdo das solugdes dos antimicrobianos e por ultimo foram adicionadas, nas colunas
correspondentes a cada isolado, aliquotas das suspensdes bacterianas. As suspensdes
bacterianas foram preparadas em NaCl 0,9%, utilizando-se as colonias dos isolados que foram
previamente semeadas em MHA. As suspensdes bacterianas foram ajustadas no 0,5 da escala
de MacFarland, diluidas e depositadas nos pocos, para a obtencdo de uma concentracao final
de 2-5 10° UFC/poco. Posteriormente, as placas foram incubadas a 37 + 2 °C por 20 a 24 h
(CLSI, 2019). Foram avaliadas as concentracdes de 0,5 a 516 pg/mL da tobramicina e de 0,125
a 32 pg/mL da polimixina B. Como controles foram utilizadas as cepas E. coli ATCC 25922,
P. aeruginosa ATCC 27853 e E. coli NCTC 13846. Todas as amostras foram testadas em
triplicata. As placas serdo incubadas a 35 + 2 °C por 20 a 24 horas (CLSI, 2019).

Para a realizacdo da leitura, foram utilizados a resazurina, um corante de
viabilidade celular, e espectrofotometria utilizando leitor de placa de 96 pocos (Multiskan FC,
Thermo Scientific). Ap6s a incubacéo das placas de microdiluicdo foram adicionados 20 pL de
resazurina a 0,01% em cada poco e as placas foram incubadas novamente por 1 hora a 35 +
2 °C. Caso vista a mudanca da cor do poco de azul fracamente fluorescente para uma cor rosa
com alta fluorescéncia, o ensaio de viabilidade era considerado positivo para crescimento
bacteriano. A interpretacdo dos valores das CIMs foi realizada de acordo com os critérios
estabelecidos pelo CLSI (2019).

Extracdo do DNA total

Apos a incubacdo das colbnias em caldo Luria Bertani (LB) a 35 °C durante 24 horas,
foi realizada a extragcdo do DNA total de todos os isolados. Essa extracdo foi efetuada por meio
do Kit Brazol (LGC-Biotecnologia), conforme o protocolo oferecido pelo fabricante. O DNA
extraido foi quantificado através de espectrofotometria em uma faixa de comprimento de onda
de 260 a 280 nm.
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Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

As reagoes de amplificagdo para os genes de B-lacatamases foram realizadas no
termociclador (Biosystems) nas condigdes e utilizando os primers descritos por Jacome et al.
(2016) para os genes blakpc, blaviv, blaspm-1 € blaive, € nas condicdes e primers descritos por
Poirel et al. (2011) para o gene blanom. Cada reacdo de amplificagdo foi preparada em um
volume final de 25 pL para cada tubo. Para o gene blakec cada reagdo de amplificagédo incluiu:
5 ng de DNA gendémico (0,5 pL), 25 pmol de cada primer (1 pL para cada primer), 5x tampéo
(5 pL), 200 uM de desoxirribonucleotideo trifosfato (ANTP) (Ludwig Biotec) (0,6 pL), 1,5 mM
MgCI2 (1,5 pL) e 2,0 U Taq DNA polimerase (Promega) (0,4 uL) e agua ultrapura. Para os
genes blaviv, blanom blasem-1 e blajve cada reacdo de amplificagéo incluiu: 25 ng de DNA
gendmico (1 pL), 10 pmol de cada primer (1 puL para cada primer), 1x tampao (1 puL), 100 uM
de dNTP (Ludwig Biotec) (0,6 pL), 1,5 mM MgCI2 (1,5 pL) e 1,0 U Tag DNA polimerase
(Promega) (0,4 pL) e &gua ultrapura. Os contoles positivos utilizados no presente estudo foram
cepas do estudo de Jacomé et al. (2016).

O ensaio de PCR para os genes de metilases RNAr 16 S armA, rmtB, rmtD, rmtF
e rmtG, foram realizados de acordo com os primers e condi¢des descritas por Davis et al. (2010),
Bercot; Poirel; Nordmann (2011), Hidalgo et al. (2013). Cada reacdo incluiu: 10 ng de DNA
total (1 pL), 10 pmol de cada primer (1 pL para cada primer), 8 mM de dNTP (0,6 pL), 5x
tampéo (5 pL), 25 mM de MgCI2 (2,0 uL) e 5 U de Tag DNA polimerase (0,2 pL).

Os contoles positivos utilizados no presente estudo foram cepas do estudo de Pereira et
al. (2020), os quais foram cedidos pelo pesquisador do Instituto Aggeu Magalhdes, Fiocruz,
Pernambuco, PhD Danilo Elias Xavier, e foi incluido um controle negativo, correspondente a
um tubo contendo todos os componentes da mistura ao qual ndo foi adicionado DNA molde..
Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5% em tampao TBE
0,5x. Esses produtos foram corados com blue-green, visualizados em transiluminador de luz

ultravioleta e fotodocumentados.
Sequenciamento

O produto de PCR dos genes foi quantificado por espectrofotometria e posteriormente
purificado através do kit de purificacdo de DNA Wizard (SV gel e PCR clean-up System)
(Promega) de acordo com as instrucdes do fabricante. Apds a purificagdo o fragmento de DNA
foi levado ao sequenciamento através do método de terminagdo em cadeia de Sanger. Este

apresentou resultado satisfatorio e as sequéncias de nucleotideos foram confrontadas com as



46

sequéncias disponiveis em bancos de dados, usando os algoritmos BlastN e BlastX
BlastNetwork disponiveis no NCBI (Lima et al., 2018).

Consenso Intergénico Repetitivo Enterobacteriano (ERIC-PCR)

As reacOes de ERIC-PCR foram preparadas em um volume total de 25 pl por tubo,
compreendendo: 100 ng de DNA gendmico, 10 pmol dos iniciadores (ERIC-1 [5’-
ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3]; ERIC-2 [5>-AAGTAAGTGACTGGGGTG AGCG-
3’]), Tampdo 1x, 200 uM do desoxirribonucleotideo trifosfato, 1,5 mM de MgCl.e 1,0 U da
enzima Taq DNA polimerase. Os parametros de amplificacdo utilizados na ERIC-PCR foram:
desnaturacdo inicial a 95 °C por 3 minutos, seguido de 30 ciclos de desnaturacdo a 92 °C por 1
minuto, anelamento a 36 °C por 1 minuto e extensdo a 72 °C por 8 minutos. Apos os 30 ciclos,
foi realizada uma etapa de alongamento final de 16 minutos a 72 °C. Os produtos de PCR foram
corados com Blue-green e submetidos a eletroforese a 1,5% em gel de agarose, visualizados
sob luz UV e fotodocumentados para posterior analise de perfis clonais (Duan et al., 2009).

RESULTADOS

De um total de 64 isolados clinicos de P. aeruginosa de um hospital terciério de Recife-
PE, Brasil, obtidos entre os anos de 2018 e 2019, 53,1% (34/64) foram caracterizados como
MDR, enquanto 46,9% (30/64) eram MDS. As amostras de secrecdo traqueal e urina foram as
gue apresentaram maior porcentagem de cepas MDR, 62% (13/21) e 57,1% (8/14),
respectivamente (Tabela 8). Dentre 0s 64 isolados, apenas 34 isolados foram selecionados para
a determinacdo das CIM da tobramicina e polimixina B e testes moleculares para a pesquisa de
genes de enzimas B-lactamases e metilases RNAr 16S. Foram determinados como critérios de
exclusdo amostral, amostras de vigilancia, amostras repetidas do mesmo paciente e isolados

clinicos que ndo apresentaram resisténcia a um aminoglicosideo ou carbapenémico.

Tabela 8. Frequéncia de cepas multidroga-resistentes de P. aeruginosa nos locais de coleta

dos isolados.
Perfil de Origem da amostra
resisténcia Secrecdo Traqueal Sangue Urina Ponta de Cateter Outros
(%) MDR 13/21 (62%) 4/11 (36,4%) 8/14 (57,1%) 2/4 (50%) 7/14 (50%)
(%) Ndo-MDR 8/21 (38%) 7/11 (63,3%) 6/14 (42,9%) 2/4 (50%) 7/14 (50%)

MDR: multidroga-resistentes
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Dentre os 34 isolados, 88% (30/34) apresentaram resisténcia a tobramicina, 11,8%
(4/34) susceptibilidade intermediaria a poliximina B e 14,7% (5/34) demonstraram resisténcia
a polimixina B, seguindo padronizacdo do CLSI (CLSI, 2019). Os maiores percentuais de
isolados resistentes foram observados frente aos antimicrobianos imipenem (97,1%) e
levofloxacina (97,1%), enquanto que os farmacos que demonstraram serem 0s mais efetivos
foram a polimixina B (75,3%) e a piperacilina/tazobactam (32,4%) (Figura 7). Dentre todos 0s
isolados, 5,9% (2/34) foram caracterizados como microrganismos pan-resistentes, pois

demonstraram resisténcia frente a todos os antimicrobianos testados.

Figura 7. Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos dos isolados de P. aeruginosa

provenientes de um hospital em Recife-PE, durante o periodo 2018 a 2019.

B Resistente
B Interm ediario
Sensivel
11,80%
%

8.50% 11,80%

PPT: piperacilina-tazobactam

Das cepas selecionadas para os testes moleculares, 97% (33/34) apresentaram
resisténcia a imipenem e/ou meropenem. Denntre os 33 isolados analisados quanto a presenca
dos genes de resisténcia a B-lactamicos blakpc, blanowm, blavim, blaspm-1 € blame, 33,3% (11/33)
dos isolados carreavam o gene blakpc e 39,4% (13/33) dos isolados foram positivos para o gene
blavim. Apos o alinhamento e anélise do sequenciamento do produto de PCR do gene blaviwm foi

verificado que trata-se do gene blaviv-2. N&o foi detectada a presencga dos blanowm, blaspwm-1 €
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blaive nos isolados analisados. Além disso, 91,2% (31/34) dos isolados clinicos apresentaram
resisténcia a amicacina e/ou gentamicina e foram analisados quanto a presenca dos genes armA,
rmtB, rmtD, rmtF, rmtG. Dentre esses genes, o gene rmtD foi identificado em 35,5% (11/31)
das amostras. Apds o alinhamento e analise do sequenciamento do produto de PCR do gene
rmtD foi verificado que trata-se da varidvel rmtD1 do gene. Os outros genes ndo foram
detectados entre os isolados analisados. Qito isolados carreavam ambos 0s genes blakpc €
rmtD1, enquanto a coocorréncia dos genes blaviv-2 € rmtD1 foi detectada em 3 cepas e 1 isolado
apresentou os genes blakpc, blavim-2 € rmtD1 (Tabela 9).

A andlise da ERIC-PCR dos isolados clinicos de P. aeruginosa demonstrou a
disseminacdo de 3 clones no hospital, C1, C2 e C3. Os isolados PA0Ll, PA04 e PA16,
apresentaram um unico padrdo de banda, demonstrado 100% de similaridade genética,
nomeados de clone C1. Os isolados PAO5 e PA19, apresentaram um dnico perfil na ERIC-PCR,
denominado de C2. Os isolados PA15, PA46, PA5S0 e PAG5, demonstraram 100% de
similaridade genética, caracterizado como o perfil clonal C3. Os outros isolados apresentaram
perfis genéticos distintos, nos quais os coeficientes de similaridade foram inferiores a 80%
(Figura 8).

O perfil clonal C1 foi encontrado em isolados clinicos de pacientes lotados nas Unidades
de Terapia Intresiva (UTI) e Coronariana (UCO), o perfil C2 em pacientes lotados na UTl e 0
perfil C3 em pacientes internados nas Unidades de Terapia intensiva e Cirurgia Geral. Esse
resultado, sugere que houve uma disseminacéo entre unidades do hospital dos clones C1 e C3.
A regido de coleta de todos os isolados clinicos com os perfis de ERIC-PCR C1 e C2 foi
secrec¢do tragqueal, enguanto as regides de coleta de isolados clinicos do perfil C3 foram sangue,

urina, ponta de cateter e secrecdo traqueal (Tabela 10).
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Tabela 9. Tipo de amostra, perfil de susceptibilidade, genes de resisténcia e perfil da ERIC-

PCR de isolados clinicos de P. aeruginosa de um hospital publico de Recife-PE, Brasil,

coletados durante o periodo 2018 a 2019.

Isolado Material CIM (ng/mL) Genes Genes ERIC
AMI  GEN TOB IMP MER POLB RMTases p-lactamases
PAO1  Sec. Traqueal >32[R] >8[R] 128[R] >8[R] >8[R]  1[S] - blavim-2 C1
PA03 Urina >32[R] >8[R] 128[R] >8[R] >8[R]  1[S] - blavim-2 ca
PAO4  Sec. Traqueal >32[R] >8[R] >512[R] >8[R] >8[R] 0.25[S] - blavim-2 C1
PAO5  Sec. Traqueal >32[R] >8[R] 128[R] >8[R] >8[R]  4[l] - blavim-2 c2
PAO7  Sec. Traqueal >32[R] >8[R] >512[R] >8[R] >8[R] 401 rmtD1 blakprc C5
PAQ09 Pontade Cateter >32[R] >8[R] 64[R] >8[R] >8[R] 1[S] - - C6
PA10  Sec. Traqueal >32[R] >8[R] 128[R] >8[R] =>8[R] 0.5[S] rmtD1  blavimz, blakec  C7
PA11  Sec. Traqueal 8[S] >8[R] 2[S] 1[S]  1[S] 1[S] - - C8
PA13  Sec. Traqueal >32[R] >8[R] 64[R] >8[R] >8[R] 1[S] - blakprc C9
PA14  Sec. Traqueal >32[R] >8[R] 128[R] >8[R] >8[R] 0.5[S]  rmtD1 blavim-2 C10
PA15 Sangue >32[R] >8[R] >512[R] >8[R] >8[R]  1[S] rmtD1 blakec C3
PA16  Sec. Traqueal >32[R] >8[R] 128[R] >8[R] >8[R] 1[S] - blavim-2 C1
PA18 Urina >32[R] >8[R] 256[R] >8[R] >8[R] 8[R] - blaviv-2 c11
PA19  Sec. Traqueal 8[S] >8[R] 1[S] >8[R] >8[R] 401 - blavim-2 Cc2
PA33  Sec. Traqueal >32[R] >8[R] 64[R] >8[R] >8[R] 0.5[S] - - C12
PA34 Urina >32[R] >8[R] >512[R] >8[R] >8[R] 0.25[S] rmtD1 - C13
PA41  Sec. Traqueal >32[R] >8[R] 256[R] >8[R] >8[R]  1[S] - blavim-2 Cl4
PA43 Urina >32[R] >8[R] 64[R] >8[R] >8[R] 0.25[S] - - C15
PA45 Urina >32[R] >8[R] 512[R] >8[R] >8[R] 0.25[S] - - C16
PA46 Pontade Cateter >32[R] >8[R] >512[R] >8[R] >8[R] 32[R] rmtD1 blakec C3
PA49 Urina >32[R] >8[R] 256[R] >8[R] >8[R]  1[S] - - c17
PA50  Sec. Traqueal >32[R] >8[R] 512[R] >8[R] >8[R] 0.25[S] rmtD1 blakec C3
PA56  Sec. Ulcera 8[S]  2[S] 1[S] >8[R] 1[S]  8[R] - - ci8
PA57 Urina >32[R] >8[R] >512[R] >8[R] >8[R] 32[R]  rmtD1 blakec C19
PA58  Sec. Traqueal >32[R] >8[R] >512[R] >8[R] >8[R]  1[S] rmtD1 blakec C20
PA60 Urina >32[R] >8[R] 256[R] >8[R] >8[R]  1[S] - - c21
PA65 Urina >32[R] >8[R] >512[R] >8[R] >8[R] 0,5[S]  rmtD1 blakec c3
PAB9 Sangue 8[S] 48] 2[S] >8[R] >8[R] 1[S] - - C22
PAT3 Sangue >32[R] >B8[R] 64[R] >B8[R] >8[R] 0.25[S] - blakpc Cc23
PAT4 Sangue >32[R] >8[R] 256[R] >8[R] =>8[R] 1[S] - - C24
PA78 Urina >32[R] >8[R] 512[R] >8[R] >8[R] 32[R] - blaviv-2 C25
PA80  Sec.de Ferida >32[R] >8[R] >512[R] >8[R] >8[R] 0.25[S] rmtD1 blavim-2 C26
PA81  Sec. Traqueal >32[R] >8[R] 128[R] >8[R] >8[R] 1[S] - blakprc c27
PA82  Sec. Traqueal >32[R] >8[R] 256[R] =>8[R] =>8[R] 4[1] - blavim-2 C28

PA: Pseudomonas aeruginosa; R: resistente; I: intermediério; S: sensivel; ERIC: consenso intergénico repetitivo

enterobacteriano; CIM; concentracéo inibitoria minima; AMI: amicacina; GEN: gentamicina; TOB: tobramicina;

IMP: imipenem; MER: meropenem; POL B: polimixina B.
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Figura 8. Padrbes do Consenso Intergénico Repetitivo Enterobacteriano (ERIC-PCR) de
isolados clinicos de P. aeruginosa de um hospital publico de Recife-PE, Brasil, coletados
durante o periodo 2018 a 2019. Na coluna da esquerda: o coeficiente de similaridade das
amostras. No meio, a identificagdo dos isolados. Na coluna da direita: o padrdo das bandas da
ERIC-PCR.




Tabela 10. Identificacdo do isolado, ERIC-PCR, regido de coleta e perfil de resisténcia de

isolados clinicos de P. aeruginosa de um hospital publico de Recife-PE, Brasil, coletados

durante o periodo 2018 a 2019.

ERIC- Setor do A . .
Isolado PCR Hospital Amostra Resisténcia Antimicrobiana
x AMI, GEN, TOB, MER, IMP, AZT, PPT, CIP,
PAO1 C1 UTI Secre¢do Traqueal CPM. LVX
PAO3 C4 UTI Urina AMI, GEN, TOB, MER, IMP, CIP, CPM, LVX
PAOA c1 UTI Secrecdo Traqueal AMI, GEN, TOB, MI?_I?/,)I(MP, AZT, CIP, CPM,
PAO5 Cc2 UTI Secregdo Traqueal AMI, GEN, TOB, MER, IMP, CIP, CPM, LVX
x AMI, GEN, TOB, MER, IMP, AZT, PPT, CIP,
PAQ7 C5 uco Secrecéo Traqueal CPM, LVX
PAQY c6 UTI Ponta de Cateter AMI, GEN, TOB, ME\R/,XIMP, AZT, PPT, CIP,
x AMI, GEN, TOB, MER, IMP, AZT, PPT, CIP,
PA10 C7 uco Secregdo Traqueal CPM, LVX
PA11l C8 UTI Secrecédo Traqueal GEN, AZT, CIP, LVX
x AMI, GEN, TOB, MER, IMP, AZT, PPT, CIP,
PA13 C9 UTI Secregdo Traqueal CPM, LVX
x AMI, GEN, TOB, MER, IMP, AZT, CIP,
PAl4 C10 UTI Secrecédo Traqueal CEFITAZ. CPM, LVX
S AMI, GEN, TOB, MER, IMP, AZT, PPT, CIP,
PA15 C3 Cirurgia Geral Sangue CPM, LVX
x AMI, GEN, TOB, MER, IMP, AZT, PPT, CIP,
PA16 C1 UcCo Secregdo Traqueal CPM, LVX
Lo - AMI, GEN, TOB, MER, IMP, AZT, CIP, CPM,
PA18 Cil1 Cirurgia Geral Urina POL B, LVX
PA19 C2 UTI Secregdo Traqueal MER, IMP, AZT, LVX
- . x AMI, GEN, TOB, MER, IMP, AZT, PPT, CIP,
PA33 C12 Cardiologia Secregdo Traqueal CPM, LVX
- AMI, GEN, TOB, MER, IMP, AZT, PPT, CIP,
PA34 C13 UcCo Urina CPM., LVX
x AMI, GEN, TOB, MER, IMP, AZT, PPT, CIP,
PA41 C14 UTI Secregdo Traqueal CPM., LVX
: AMI, GEN, TOB, MER, IMP, AZT, PPT, CIP,
PA43 C15 UTI Urina CPM., LVX
PALS C16 UTI Urina AMI, GEN, TOB, MIiI?/,)I(MP, AZT, CIP, CPM,
AMI, GEN, TOB, MER, IMP, AZT, PPT, CIP,
PA46 C3 UTI Ponta de Cateter CPM, POL. B, LVX
PA4Y c17 UTI Urina AMI, GEN, TOB, MI?_I?/,)I(MP, AZT, CIP, CPM,
= AMI, GEN, TOB, MER, IMP, AZT, PPT, CIP,
PA50 C3 UTI Secregdo Traqueal CPM, LVX
PA56 C18 Clinica Médica Secrecdo Ulcera IMP, POL B, LVX
- . - AMI, GEN, TOB, MER, IMP, AZT, PPT, CIP,
PA57 C19 Cardiologia Urina CPM, POL. B, LVX
x AMI, GEN, TOB, MER, IMP, AZT, PPT, CIP,
PA58 C20 UTI Secregdo Traqueal CPM, LVX
PAGO c21 UTI Urina AMI, GEN, TOB, MER, IMP, CIP, CPM, LVX
. AMI, GEN, TOB, MER, IMP, AZT, PPT, CIP,
PA65 C3 UTI Urina CPM. LVX
PAG9 C22 UTI Sangue MER, IMP, AZT, PPT, CIP, CPM, LVX
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PA73 c23 UTI Sangue AMI, GEN, TOB, MER, IMP, AZT, PPT, CIP,

CPM, LVX
PA74 c24 UTI Sangue AMI, GEN, TOB,CI\SEAI’?,LI\I\//I)E, AZT, PPT, CIP,
PAT78 C25 Emergéncia Urina AMI, GEN, TOBP('\)ALEE II_'\\/I/; PPT, CIP, CPM,
PA8O C26 Clinica Médica Sec. de Ferida AMI, GEN, TOB’C'\S:\EAI?’LI\'\//I;' AZT, PPT, CIP,
PAS81 Cc27 UTI Secrecéo Traqueal AMI, GEN, TOB’CI\SEA?’LI\'\/A)E AZT, PPT, CIP,
PA82 C28 UTI Secregéo Traqueal AMI, GEN, TOB, MIIE_I\?/’;MP' PPT, CIP, CPM,

PA: Pseudomonas aeruginosa; ERIC: consenso intergénico repetitivo enterobacteriano; UTI: unidade de terapia
intesiva; UCO: unidade coronariana; AMI: amicacina; GEN: gentamicina; TOB: tobramicina; IMP: imipenem;
MER: meropenem; POL B: polimixina B; AZT: aztreonam; PPT: piperacilina/tazobactam; CIP: ciprofloxacina;

CPM: cefepime; LVX: levofloxacina.

DISCUSSAO

O aumento da frequéncia de isolados clinicos de P. aeruginosa MDR esta sendo cada
mais reportado em paises em desenvolvimento. Estudos desenvolvidos no Brasil, entre 0s anos
de 2009 a 2017, relataram a polimixina como sendo por muitas vezes o Unico antimicrobiano
eficaz frente as cepas de P. aeruginosa. Além disso, sdo reportados casos de cepas pan-
resistentes de P. aeruginosa em isolados clinicos de pacientes dos hospitais de Recife-PE
(Jacome et al., 2016; Silva-Janior et al., 2017). No presente estudo, o resultado do perfil de
susceptibilidade das cepas de P. aeruginosa de pacientes de um hospital terciario de Recife-PE,
revelou uma alta frequéncia de cepas multidroga-resistentes entre os pacientes hospitalizados
da regido, demonstrando poucas opcdes terapéuticas para o tratamento dessas infecces. A
polimixina B foi o farmaco que demonstrou maior efetividade frente esses isolados clinicos,
75,3% (25/34) dos isolados foram sensiveis ao farmaco e 11,8% (4/34) apresentaram
susceptibilidade intermediaria. A piperacilina/tazobactam foi o segundo farmaco com maior
efetividade frente a essas cepas, porém apenas 32,4% (11/34) dos microrganismos foram
sensiveis a esse antimicrobiano. Foi observada a presenca de 2 cepas pan-resistentes de P.
aeruginosa, uma delas isolada de um paciente lotado na UTI e outra de um paciente da
cardiologia. Similarmante, um estudo realizado com isolados clinicos de P. aeruginosa
coletados de hospitais publicos de Recife-PE, entre 2006 e 2010, evidenciou a presenga de
54.1% (33/61) de isolados MDR, dos quais 9 isolados apresentaram susceptibilidade apenas a
polimixina B, e 3 isolados pan-resistentes (Jacomé et al., 2012).

Nesse estudo, foram detectados 33,4% (11/33) dos isolados portadores do gene blakpc
e 39,4% (13/33) dos isolados portadores do gene blavim-2 entre os 33 isolados resistentes a

imipenem e/ou meropenem. Apenas uma cepa demonstrou a coocorréncia de ambos 0s genes.
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Diferentemente desse estudo, em um trabalho desenvolvido com isolados clinicos coletados
entre 0s anos de 2012 e 2014, de um hospital universitario de Recife-PE, foram detectados que
35,5% (11/31) das cepas de P. aeruginosa resistentes a imipenem e/ou meropenem carreavam
0 gene blaspm-1 € 25,8% (8/21) foram positivos para o gene blakec (Jacomé et al., 2016).

Lima et al. (2020) avaliaram a presenca dos genes das enzimas KPC, SHV, IMP e VIM
em isolados clinicos de P. aeruginosa de hospitais de Recife-PE, coletados no ano de 2016, e
identificaram o gene blakpc em 63% das cepas e o gene blavim em 7% dos isolados.
Similarmente, Scavuzzi et al. (2019), analisaram a ocorréncia de genes de resisténcia aos 3-
lactdmicos em cepas de P. aeruginosa resistente aos carbapenémicos de um hospital terciario
de Recife-PE, coletados no ano de 2018, e identificaram que o gene blayiv-2 esteve presente em
36%, blanom em 29%, blakec em 14%, blaive-7 em 7% e blaces-1 em 7% das amostras. O estudo
de Scavuzzi et al. (2019) sugere que hd um aumento da circulagdo do gene blavim-2 entre cepas
de P. aeruginosa do Brasil. Os resultados obtidos pelo presente estudo reforcam que houve um
aumento da disseminacdo de P. aeruginosa portadoras do gene blavim-2, manutencdo da
frequéncia de cepas dessa espécie portadoras do gene blakrc € uma diminuigao significativa da
frequéncia do gene blaspm-1 Nnesses microrganismos. Assim, pode-se relatar um novo perfil
epidemioldgico molecular de resisténcia bacteriana aos B-lactamicos entre as cepas de P.
aeruginosa de Recife, estado de Pernambuco, Brasil, discordando do perfil genético de outros
estados do Brasil onde foram descritas a ocorréncia de blaspm € blavim em linhagens de P.
aeruginosa (Goncalves et al., 2017).

No presente estudo, alguns isolados clinicos de P. aeruginosa apresentaram resisténcia
aos carbapenémicos testados, porém nao apresentavam nenhum dos genes de enzimas
carbapenemases analisados. Esse fato sugere que a resisténcia nesses isolados clinicos esteja
relacionada a mutacGes ou perda de porinas, presenca de proteinas de ligacdo a penicilina
(PBPs) mutadas, com baixa afinidade aos carbapenémicos, aumento da expressédo de bombas
de efluxo ou genes de enzimas carbapanemases ndo testados no presente estudo.

Os genes de metilases RNAr 16S sdo cada vez mais identificados associados a outros
genes de resisténcia, principalmente genes de enzimas B-lactamases (Doi, Wachino, Arakawa,
2016). Essa fato pode estar relacionado a terapia associada com aminoglicosideos e
carbapenémicos utilizada na clinica médica no tratamento de pacientes infectados por bactérias
Gram-negativas resistentes as polimixinas. Dos 11 isolados identificados como portadores do
gene rmtD1 no presente estudo, 10 (91%) estavam carreando genes de resisténcia ao
carbapenémicos, blakpc e/ou blavim-2. Similarmente, Tada et al. (2014) no Japao, investigaram
49 isolados clinicos de A. baumannii MDR e detectaram 0 gene armA em todos os isolados.
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Aléem disso, e importante afirmar que a epidemiologia das metilases RNAr 16S codificadas por
plasmideos na Ameérica do Sul, ainda é pobremente investigada (Pereira et al., 2020),
evidenciando a necessidade de estudos de epidemiologia molecular dessas enzimas.

O aumento da circulacdo de cepas carreando o gene blavim-2 pode ter sido um fator
essencial no surgimento dos primeiros isolados com coocorréncia dos genes blavim-2 € rmtD1,
nunca antes relatado, e dos genes blavim e blaxec, relatada anteriormente por Lima et al. (2020)
em isolados clinicos de Recife-PE. O gene rmtD1 foi reportado pela primeira vez no Brasil, em
um isolado clinico de P. aeruginosa portador do gene blaspm-1. Posteriormente, esse gene foi
relatado principalmente em cepas de K. pneumoniae e P. aeruginosa da Ameérica do Sul. Além
disso, estudos relataram a coocorréncia dos genes blakec € rmtD1 nesses microrganismos (Doi
etal., 2007; Bueno et al., 2013).

Cavalcanti et al. (2015) em um trabalho realizado com nove isolados clinicos de P.
aeruginosa resistentes aos carbapenémicos que carreavam genes de enzimas [-lactamases,
provenientes de trés hospitais publicos de Recife-PE, avaliaram a presenca dos genes armA,
rmtB, rmtC, e rmtD e detectaram apenas o gene rmtD em um dos isolados que apresentou
elevada CIM a amicacina e gentamicina. Similarmente, o presente estudo detectou 8 isolados
que carreavam ambos o0s genes blakec € rmtD1, entre 33 isolados resistentes aos
carbapenémicos. Além disso, as cepas caracterizadas como pan-resistentes carreavam 0s genes
blakec € rmtD, e apresentaram elevadas CIM aos carbapenémicos, aminoglicosideos e a
polimixina B. O isolados clinicos portadores do gene rmtD1, apresentavam CIM a tobramicina
variando de 128 a 516 mg/L, maiores do que as identificadas em cepas ndo portadoras do gene
e resistentes aos aminoglicosideos.

De acordo com os 28 perfis de ERIC-PCR observados no presente estudo, 4 cepas
portadoras dos genes blakpc e rmtD1 apresentaram 100% de similaridade. Essas bactérias foram
identificadas em diferentes unidades do hospital, sugerem que houve a circulagdo de um clone
patogénico entre pacientes no hospital do estudo. Similarmente, Lincopan et al. (2010)
relataram dois casos de balanopostite em um hospital de Sdo Paulo, Brasil, causada por isolados
de P. aeruginosa que apresentavam o gene rmtD e os resultados da Enterobacterial Repetitive
Intergenic Consensus-PCR (ERIC-PCR), revelaram que os isolados apresentavam relagéo
clonal.

Existem poucas opcOes terapéuticas para o tratamento de infeccdes causadas por cepas
de P. aeruginosa resistentes aos 3-lactamicos e aminoglicosideos. Diante disso, hd uma urgente
necessidade de revisdo de protocolos de controle e novos tratamentos para prevenir a

disseminacdo de microrganismos patogénicos portadores de genes de resisténcia no ambiente



55

hospitalar (Hashemi et al., 2016; Pereira et al., 2020). Assim, estudos de epidemiologia

molecular sdo essenciais como indicadores para avaliar a eficacia dessas medidas de prevencao.
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6. CONCLUSAO

A polimixina B foi o antimicrobiano mais efetivo frente aos isolados clinicos analisados

no estudo. Foram identificados 2 isolados clinicos pan-resistentes.

O gene blaspm-1, reportado frequentemente nas cepas MBL de P. aeruginosa no Brasil,
ndo foi detectado em nenhuma das cepas de P. aeruginosa resistente aos
carbapenémicos, entretanto o gene blaviv-2 apresentou a maior frequéncia entre os

microrganismos resistentes aos carbapenémicos.

Foi observado que 72,8% (8/11) das cepas portadoras do gene rmtD1 carreavam o gene
blakpc. Esse fato pode estar relacionado a disseminagdo clonal e/ou através de vetores

genéticos de genes de resisténcia entre microrganismos no hospital.

O presente estudo trata-se do primeiro relato da coocoréncia dos genes blavim-2 € rmtD1
em um mesmo microrganismo. A coocorréncia desses genes, pode estar relacionada ao

aumento da circulacdo de P. aeruginosa produtoras de VIM-2 na regido.

Os padrdes de ERIC-PCR identificaram 28 perfis de banda diferentes, demonstrando a
presenca de 3 clones patogénicos circulando no hospital. Esses microrganismos foram

encontrados em pacientes da UTI, UCO e Cirurgia Geral.

E importante a realizacio de estudos de epidemiologia molecular locais em diferentes
intervalos de tempo, pois a partir desses estudos pode-se monitorar as medidas de
prevencéo de infeccbes nosocomiais, em diferentes unidades hospitalares, e prevenir a
disseminacdo de microrganismos patogénicos portadores de genes de resisténcia. Além
disso, alerta a comunidade cientifica sobre a necessidade do desenvolvimento e

implementacao de novas opgdes terapéuticas e uso racional de antimicrobianos.
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ABSTRACT

Objectives: The present study aimed to characterize the susceptibility profile of clinical
isolates of Pseudomonas aeruginosa, collected from a hospital between 2018 and 2019, to
describe the phenotypic, genetic, and clonal profile of carbapenem and aminoglycoside
resistance of these isolates.

Methods: Sixty-four P. aeruginosa isolates were collected from a hospital in Recife-PE, and
species and antimicrobial susceptibility profile were identified using the automated BD
Phoenix ™ gsystem. In addition, broth microdilution was performed to determine the MICs of
tobramycin and polymyxin B. Eventually, the isolates were subjected to PCR and sequencing
to detect the carbapenemase enzyme genes (blaxpec, blanom, blavim, blasem-1, and blaive) and
16S rRNA methylases (armA, rmtB, rmtD, rmtF, and rmtG); ERIC-PCR was conducted for
clonal profile determination.

Results: Among the 64 isolates considered in the present study, 34 were selected for
complementary molecular phenotypic tests, as per the sample inclusion criteria. The blakrc
and blavim-2 genes were identified in 32.4% (11/34) and 38.2% (13/34) of the isolates tested,
respectively. The rmtD1 gene was detected in 32.4% (11/34) of the isolates analyzed. Eight
isolates carried both the blakpc and rmtD1 genes while co-occurrence of blayvim-2 and rmtD1
genes was detected in three strains, and one isolate had all of blakpc, blavim-2, and rmtD1
genes. ERIC-PCR molecular typing demonstrated the spread of three pathogenic clones
across the hospital.

Conclusions: Since it is the first report of co-occurrence of blayim-2 and rmtD1 genes in
microorganisms, the present study is of great significance. Moreover, it emphasizes the need
to comply with bacterial spread control measures in the hospital environment.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa; carbapenemases, 16S rRNA methylases; clonal

dissemination.
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INTRODUCTION

Pseudomonas aeruginosa is a non-fermenting Gram-negative bacillus of great
clinical importance owing to its global distribution, high prevalence in developing countries,
diversity of virulence factors, and broad spectrum of resistance. The genetic characteristics of
this microorganism encourage the search for genes associated with bacterial resistance and
clonal relationship across P. aeruginosa isolates from hospitalized patients*. Carbapenems
and aminoglycosides are among the main classes of drugs used to treat infections by P.
aeruginosa; in many cases, these antimicrobials are used in combination to achieve an
effective therapeutic regimen. However, P. aeruginosa strains carrying genes encoding
resistance enzymes to both the drugs have been emerging increasingly. The prevalence of
genes imparting resistance to carbapenems and aminoglycosides varies in different locations
around the world. Time is also an influencing factor in the profile of bacterial resistance,
especially in Gram-negative bacteria, in which the conjugation process is able to share genetic

information across microorganisms of different species*”.

Studies conducted in Brazil, aimed to evaluate the presence of armA, rmtB, rmtC, rmtG,
and rmtD genes, reported the first occurrence of these genes in clinical isolates from
enterobacteria and non-fermenting Gram-negative bacilli®!*. First identification of the rmtD
gene occurred in a clinical isolate of P. aeruginosa harboring SPM-18. Subsequently, the co-
occurrence of rmtD1 or rmtD2 and blakpc-2 genes was identified in clinical isolates of

Klebsiella pneumoniae?®.

The main resistance enzymes, described in clinical isolates of P. aeruginosa, are IMP,
VIM, SPM, and KPC. SPM is reported almost exclusively in Brazil, being responsible for
high rates of morbidity and mortality in the Brazilian territory!?4. Data on the prevalence of
RMTases in Gram-negative bacteria, however, remain scarce; some studies have described a
prevalence of 1% in clinical isolates of enterobacteria from Europe, Japan, and Argentina.
However, studies also report alarming prevalence, ranging from 2.8% to 37%, in clinical

isolates of enterobacteria from Asian countries, such as China, India, and Korea'®’.

Molecular epidemiological studies are essential for identifying the origin and spread of
microorganisms, in order to develop preventive strategies to control their transmission across

patients. Using bacterial genotyping tools, it is also possible to show the relationships among
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microorganisms of the same species in a given geographic area during a specific period of

time?8 19

The present study aimed to genetically characterize the clinical isolates of P. aeruginosa
from a hospital in Recife-PE, Brazil, in order to investigate the presence of genes for
carbapenemase enzymes and 16S rRNA methylases, and clonal dissemination profile of these

isolates.
MATERIALS AND METHODS
Bacterial Isolates

Sixty-four clinical isolates, from patients admitted to a hospital in Recife-PE, Brazil
between the years 2018 and 2019, were analyzed. According to the inclusion criteria and
susceptibility profile of the microorganisms, 34 isolates were selected for the complementary

phenotypic tests and molecular characterization tests.
Identification and susceptibility profile

Identification of the isolates and susceptibility analysis were initially carried out using
the automated BD Phoenix ™ system (Becton Dickinson, United States). Subsequently, the
isolates were sent to the Laboratory of Bacteriology and Molecular Biology, where they were
kept frozen in glycerol at -20 °C in the bacterial collection of the laboratory. These bacteria
were reactivated in test tubes containing half brain-heart infusion broth (BHI), incubated for
48 h in an oven at 37 °C, sown on cetrimide agar, and placed in an oven at 37 °C for 24 h for
analysis. MICs of tobramycin and polymyxin B were determined through broth microdilution,
according to the standards established by the Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI)?,

For the determination of MIC, 96-well plates were used, in which the broth medium,
namely cation-adjusted Mueller-Hinton adjusted cations broth (CAMHB), was distributed,
dilution of the antimicrobial solutions was performed, and finally aliquots of bacterial
suspensions were added to the columns corresponding to each isolate. Bacterial suspensions
were prepared in 0.9% NacCl, using the colonies of isolates previously sown in MHA. The
bacterial suspensions were adjusted to 0.5 on the MacFarland scale, diluted, and deposited in
the wells, to obtain a final concentration of 2-5 x 10° CFU/well. Subsequently, the plates
were incubated at 37 + 2 °C for 20-24 h (CLSI, 2019). The concentrations of 0.5 to 516
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pg/mL tobramycin and 0.125 to 32 pg/mL polymyxin B were evaluated. Escherichia coli
ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853, and E. coli NCTC 13846 strains were used as
controls. All samples were tested in triplicate. The plates were incubated at 35 + 2 °C for 20—
24 h (CLSI, 2019). To perform the reading, resazurin, a cell viability dye, and
spectrophotometry using a 96-well plate reader (Multiskan FC, Thermo Scientific), were
selected. After incubating the microdilution plates, 20 pL of 0.01% resazurin were added to
each well and the plates were incubated again for 1 h at 35 + 2 ° C. If the well color changed
from a faintly fluorescent blue to a pink color with high fluorescence, the viability test was
considered positive for bacterial growth. Interpretation of the CIM values was performed
according to the criteria established by CLSI®.

Total DNA extraction

After incubating the colonies in Luria Bertani broth (LB) at 35 =+ 2 ° C for 24 h, the
extraction of total DNA from all isolates was performed. This extraction was performed using
the Brazol Kit (LGC-Biotechnology), according to the protocol offered by the manufacturer.
The extracted DNA was quantified by spectrophotometry in a wavelength range from 260 to
280 nm.

Polymerase Chain Reaction (PCR)

Amplification reactions for -lacatamases genes were performed in the thermocycler
(Biosystems) under the conditions and using the primers described by Jacomé et al.*® for the
blakpc, blavim, blaspm-1 and blaive genes, and under the conditions and primers described by
Poirel et al.?! for the blanom gene. Each amplification reaction was prepared in a final volume
of 25 pL for each tube. For the blakrc gene each amplification reaction included: 5 ng of
genomic DNA (0.5 pL), 25 pmol of each primer (1 pL for each primer), 5x buffer (5 pL), 200
UM deoxyribonucleotide triphosphate (ANTP) (Ludwig Biotec) (0.6 pL), 1.5 mM MgCI2 (1.5
pL) and 2.0 U Tag DNA polymerase (Promega) (0.4 pL) and ultrapure water. For the blavim,
blaspm-1 and blame genes each amplification reaction included: 25 ng of genomic DNA (1
pL), 10 pmol of each primer (1 pL for each primer), 1x buffer (1 pL), 100 uM dNTP (Ludwig
Biotec) (0.6 pL), 1.5 mM MgCI2 (1.5 uL) and 1.0 U Taq DNA polymerase (Promega) (0.4

pL) and ultrapure water.

PCR assay for the 16S rRNA methylase genes armA, rmtB, rmtD, rmtF, and rmtG were

performed according to the primers and conditions described by Davis et al.??, Bergot; Poirel;
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Nordmann?, Hidalgo et al.?*. Each reaction included: 10 ng total DNA (1 pL), 10 pmol of
each primer (1 pL for each primer), 8 mM dNTP (0.6 uL), 5x buffer (5 uL), 25 mM MgCI2
(2.0 pL) and 5 U of Tag DNA polymerase (0.2 uL). During the performance of the PCR,
positive and negative controls were included for each of the researched genes. PCR products
were submitted to electrophoresis in 1.5% agarose gel in 0.5x TBE buffer. These products
were stained with blue-green, viewed on an ultraviolet light transilluminator and photo

documented.
Sequencing

PCR product was quantified by spectrophotometry and then purified using the DNA
Wizard purification Kit (SV gel and PCR clean-up System) (Promega) according to the
manufacturer's instructions. After purification, the DNA fragment was taken for sequencing.
This showed a satisfactory result and the nucleotide sequences were compared with the
sequences available in databases, using the BlastN and BlastX BlastNetwork algorithms
available at NCBI?®.

Repetitive Enterobacterial Intergenic Consensus (ERIC-PCR)

ERIC-PCR reactions were prepared in a total volume of 25 pl per tube, including:
100 ng of genomic DNA, 10 pmol of the primers (ERIC1[S’ATGTAAGCTCCTGGGGA
TTCAC-3T; ERIC-2 [5' -AAGTAAGTGACTGGGGTG AGCG-3 '), 1x Buffer, 200 uM
deoxyribonucleotide triphosphate, 1.5 mM MgCI2 and 1.0 U of Tag DNA polymerase
enzyme. Amplification parameters used in ERIC-PCR were: initial denaturation at 95 °C for 3
minutes, followed by 30 cycles of denaturation at 92 °C for 1 minute, annealing at 36 °C for 1
minute and extension at 72 °C for 8 minutes. After the 30 cycles, a 16 minute final stretching
step was performed at 72 °C. PCR products were stained with blue-green and subjected to
1.5% electrophoresis in an agarose gel, visualized under UV light and photo-documented for

further analysis of clonal profiles?®.
Ethics statement.

This study was approved by the Ethics Committee on Human Research of University
Federal of Pernambuco with CAAE 0490.0.172.000-11.
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RESULTS

Sixty-four clinical isolates of P. aeruginosa from a hospital in Recife-PE, Brazil,
obtained between the years 2018 and 2019; 53.1% (34/64) was characterized as MDR while
46.9% (30/64) was MDS. Samples of tracheal secretion and urine showed the highest
percentage of MDR strains, being 62% (12/21) and 57.1% (4/11), respectively. Among the 64
isolates, only 34 were selected for the determination of MICs of tobramycin and polymyxin
B, and for molecular tests to search for genes corresponding to B-lactamase enzymes and 16S
rRNA methylases. The sample exclusion criteria were: surveillance samples, repetitive
samples from the same patient, and clinical isolates that did not show resistance to an

aminoglycoside or carbapenem.

Among the strains selected for molecular tests, 97% (33/34) showed resistance to
imipenem and/or meropenem. Of the 33 isolates analyzed for the presence of B-lactam
resistance genes blakpc, blanowm, blaviv, blaspm-1 and blaive, 33.3% (11/33) of the isolates
carried the blakec gene and 39.4% (13/33) of the isolates were positive for the blavim gene.
After the alignment and analysis of the sequencing of the PCR product of blavim gene it was
verified that it is the blavim-2 gene. The presence of blanowm, blaspm-1 and blaive was not
detected in the analyzed isolates. Furthermore, 91.2% (31/34) of the clinical isolates showed
resistance to amikacin and/or gentamicin and were analyzed for the presence of genes armA,
rmtB, rmtD, rmtF, rmtG. Among these genes, the rmtD gene was identified in 35.5% (11/31)
of the samples. After the alignment and analysis of the sequencing of the PCR product of the
rmtD gene, it was verified that it is the variable rmtD1 of the gene. The other genes were not
detected among the analyzed isolates. Eight isolates carried both the blakpc and rmtD1 genes,
while the co-occurrence of the blavim-2 and rmtD1 genes was detected in 3 strains and 1

isolate showed the blakpc, blavim-2 and rmtD1 genes (Table 1).

Clinical isolates of P. aeruginosa demonstrated the spread of three clones, C1, C2, and
C3, in the hospital. Isolates PAO1, PAO4, and PA16 presented a single band pattern,
demonstrated 100% genetic similarity, and were named clone C1. Isolates PAO5 and PA19
presented a single profile in ERIC-PCR, and was called C2. The isolates PA15, PA46, PAS50,
and PA65 showed 100% genetic similarity, and were characterized as the C3 clonal profile.
Other isolates had distinct genetic profiles, in which the similarity coefficients were less than
80%. C1 clonal profile was found in clinical isolates from patients assigned to the Intensive

Care Units (ICU) and Coronary Care Units (CCU), C2 profile associated with patients
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assigned to the ICU, and C3 profile associated with patients admitted to the intensive care and
general surgery units, demonstrating a spread of clones C1 and C3 across different hospital
units. All clinical isolates with ERIC-PCR-based C1 and C2 profiles were from tracheal
secretion, whereas clinical isolates of C3 profile were from blood, urine, catheter tip, and
tracheal secretion (Figure 1).

DISCUSSION

Increased frequency of clinical isolates of MDR P. aeruginosa has been reported in
developing countries. Studies conducted in Brazil, between the years 2009 to 2017, have
reported polymyxin as the only effective antimicrobial against P. aeruginosa strains. In
addition, cases of pan-resistant strains of P. aeruginosa in clinical isolates from patients in
hospitals of Recife-PE have also been reported™ *827_ In the present study, susceptibility
profile of P. aeruginosa strains from patients in a hospital in Recife-PE revealed a high
frequency of multidrug-resistant strains among hospitalized patients in the region, suggesting
the availability of very few therapeutic options for the treatment of these infections.
Polymyxin B was the drug that demonstrated as most effective antimicrobial against these
clinical isolates, 75.3% (25/34) of the isolates being sensitive to the drug and 11.8% (4/34)
having intermediate susceptibility. Piperacillin/tazobactam was the second drug with high
effectiveness against these strains; however, only 32.4% (11/34) of the microorganisms were
sensitive to this antimicrobial drug. Presence of two pan-resistant strains of P. aeruginosa was
observed, one isolated from a patient in the ICU and another from a cardiology patient.
Similarly, a study conducted with clinical isolates of P. aeruginosa, collected from public
hospitals in Recife-PE between 2006 and 2010, had shown the presence of 54.1% (33/61)
MDR isolates, of which nine were susceptible only to polymyxin B, and three were pan-

resistant?®,

In this study, 11 isolates with blakpc gene and 13 with blavim-2 gene were detected in the
33 isolates resistant to imipenem and/or meropenem. Only one strain demonstrated the co-
occurrence of both genes. In contrast, in a study conducted with clinical isolates collected
from 2012 to 2014 in university hospital in Recife-PE, 35.5% (11/31) of strains of P.
aeruginosa resistant to imipenem and/or meropenem were found to carry the blaspm-1 gene

and 25.8% (8/21) were positive for the blaxpc gene®.

Lima et al.?” evaluated the presence of genes of the enzymes KPC, SHV, IMP, and VIM

in the clinical isolates of P. aeruginosa collected in 2016 from hospitals in Recife-PE, and
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identified the blakpc gene in 63% of the strains and blavim gene in 7%. Similarly, Scavuzzi et
al.?® analyzed the occurrence of B-lactam resistance genes in carbapenem-resistant strains of
P. aeruginosa, collected in 2018 from a tertiary hospital in Recife-PE, and identified the
blavim-2 gene to be present in 36%, blanom in 29%, blakpc in 14%, blame-7 in 7%, and blages-1
in 7% of the samples. Scavuzzi et al.?° suggested an increase in the circulation of blayim-2
gene among strains of P. aeruginosa in Brazil. Results obtained from the present study
reinforced the increase in spread of P. aeruginosa carrying the blavim-2 gene, maintenance of
the frequency of strains carrying the blakec gene, and a significant decrease in the frequency
of blasem-1 gene in these microorganisms. Thus, a new molecular epidemiological profile of
bacterial resistance to B-lactams, across the strains of P. aeruginosa in Recife, Pernambuco
state, Brazil, may be reported, which disagrees with the genetic profile of the other states of

Brazil that described the occurrence of blaspm and blavim in strains of P. aeruginosa®.

The 16S rRNA methylase genes have been increasingly identified in association with
other resistance genes, mainly B-lactamase enzyme genes®!. Thus, 91% (10/11) of the isolates,
identified as carriers of the rmtD1 gene in the present study, also harbor genes for resistance
to carbapenems, such as blakec and/or blaviv-2. Tada et al.®%, in Japan, had investigated 49
clinical isolates of MDR A. baumannii and detected the armA gene in all of them. In addition,
the epidemiology of 16S rRNA methylases encoded by plasmids in South America still
remains poorly investigated®?, highlighting the need for studies on the molecular

epidemiology of these enzymes.

Increased circulation of strains carrying the blavim-2 gene may have been an essential
factor in the emergence of the first isolates with co-occurrence of blayim-2 and rmtD1 genes
(reported never before), and of blaviv and blakec genes, previously reported by Lima et al.?’
in clinical isolates from Recife-PE. The rmtD1 gene was first reported in Brazil, in a clinical
isolate of P. aeruginosa carrying the blaspm-1 gene. Subsequently, this gene was reported
mainly in strains of K. pneumoniae and P. aeruginosa from South America. Studies have

reported the co-occurrence of blakpc and rmtD1 genes in these microorganisms® 10,

In a study conducted with nine clinical isolates of P. aeruginosa, resistant to
carbapenems and carrying genes of B-lactamases enzymes, from three public hospitals in
Recife-PE, evaluated the presence of armA, rmtB, rmtC, and rmtD genes, and detected only
the rmtD gene in one of the isolates showing elevated MIC to amikacin and gentamicin®.

Similarly, the present study detected eight isolates carrying both blakpc and rmtD1 genes, out
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of 33 isolates resistant to carbapenems. In addition, strains characterized as pan-resistant
carried the blakec and rmtD genes, and showed high MICs to carbapenems, aminoglycosides,

and polymyxin B.

According to the 28 ERIC-PCR profiles observed in the present study, four strains
carrying the blakpc and rmtD1 genes showed 100% similarity. These bacteria were identified
in different units of the hospital, demonstrating that a pathogenic clone circulated across the
patients in the study hospital. Similarly, Lincopan et al.* had reported two cases of
balanoposthitis in a hospital in Sdo Paulo, Brazil, caused by the isolates of P. aeruginosa with

the rmtD gene, and results of ERIC-PCR revealed the isolates to present clonal relationship.

There are few therapeutic options for the treatment of infections caused by P.
aeruginosa strains resistant to p-lactams and aminoglycosides. Therefore, there is an urgent
need to review control protocols and desing new treatments to prevent the spread of
pathogenic microorganisms carrying resistance genes in the hospital environment32-34,
Molecular epidemiology studies are essential as indicators to assess the effectiveness of these

preventive measures.
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Table 1. Type of sample, susceptibility profile, resistance genes and ERIC-PCR profile of

clinical isolates of P. aeruginosa from a hospital in Recife-PE, Brazil.

77

Isolate Sample MIC(mg/L) RMTases B-lactamases o ~
AMK GEN TOB IPM MEM POLB genes genes
PAO1 Tracheal secretion >32[R] >8[R] 128[R] =>8[R] >8[R]  1[S] - blavim-2 C1
PA03 Urine >32[R] >8[R] 128[R] >8[R] >8[R]  1[S] - blavim-2 c4
PAO4 Tracheal secretion >32[R] >8[R] >512[R] >8[R] =>8[R] 0.25[S] - blavim-2 C1
PAO5 Tracheal secretion >32[R] >8[R] 128[R] >8[R] >8[R] 401 - blavim-2 Cc2
PAO7 Tracheal secretion >32[R] >8[R] >512[R] >8[R] >8[R] 401 rmtD1 blaxec C5
PA09 Catheter >32[R] >8[R] 64[R] >8[R] >8[R] 1[S] - - C6
PAL0 Tracheal secretion >32[R] >8[R] 128[R] >8[R] >8[R] 0.5[S]  rmtD1 bé?;:(“:cz c7
PA11l Tracheal secretion  8[S] >8[R] 2[S] 1[S]  1[S] 1[S] - - C8
PA13 Tracheal secretion >32[R] >8[R] 64[R] >8[R] >8[R] 1[S] - blakec C9
PAl14 Tracheal secretion >32[R] >8[R] 128[R] >8[R] =>8[R] 0.5[S] rmtD1 blavim-2 C10
PA15 Blood >32[R] >8[R] >512[R] >8[R] >8[R]  1[S] rmtD1 blakec c3
PA16 Tracheal secretion >32[R] >8[R] 128[R] >8[R] >8[R]  1[S] - blavim-2 C1
PA18 Urine >32[R] >8[R] 256[R] >8[R] >8[R] B[R] - blavim-2 c11
PA19 Tracheal secretion  8[S] >8[R] 1[S] >8[R] >8R] 4 - blavim-2 C2
PA33 Tracheal secretion >32[R] >8[R] 64[R] >8[R] >8[R] 0.5[S] - - C12
PA34 Urine >32[R] >8[R] >512[R] >8[R] >8[R] 0.25[S]  rmtD1 - C13
PA41 Tracheal secretion >32[R] >8[R] 256[R] >8[R] >8[R]  1[S] - blaviv-2 Cl4
PA43 Urine >32[R] >8[R] 64[R] >8[R] >8[R] 0.25[S] - - C15
PA45 Urine >32[R] >8[R] 512[R] >8[R] >8[R] 0.25[S] - - C16
PA46 Catheter >32[R] >8[R] >512[R] >8[R] >8[R] 32[R] rmtD1 blaxec C3
PA49 Urine >32[R] >8[R] 256[R] >8[R] >8[R]  1[S] - - c17
PA5S0 Tracheal secretion >32[R] >8[R] 512[R] >8[R] =>8[R] 0.25[S] rmtD1 blaxec C3
PA56 Ulcer secretion 8[S] 2[S] 1[S] >8[R]  1[S] 8[R] - - C18
PA57 Urine >32[R] >8[R] >512[R] >8[R] >8[R] 32[R]  rmtD1 blakpc c19
PA58 Tracheal secretion >32[R] >8[R] >512[R] >8[R] =>8[R]  1[S] rmtD1 blaxec C20
PA60 Urine >32[R] >8[R] 256[R] >8[R] >8[R]  1[S] - - c21
PA65 Urine >32[R] >8[R] >512[R] >8[R] >8[R] 0,5[S] rmtD1 blakpc C3
PA69 Blood 8[S] 4[S] 2[S] >8[R] >8[R] 1[S] - - C22
PA73 Blood >32[R] >8[R] 64[R] >8[R] =>8[R] 0.25[S] - blakpc C23
PA74 Blood >32[R] >8[R] 256[R] =>8[R] =>8[R] 1[S] - - C24
PA78 Urine >32[R] >8[R] 512[R] >8[R] >8[R] 32[R] - blavim-2 C25
PA80 Wound secretion >32[R] >8[R] >512[R] >8[R] =>8[R] 0.25[S] rmtD1 blavim-2 C26
PA81 Tracheal secretion >32[R] >8[R] 128[R] >8[R] >8[R]  1[S] - blaxec c27
PA82 Tracheal secretion >32[R] >8[R] 256[R] >8[R] >8[R] 401 - blavim-2 C28

S: susceptible; I: intermediate; R: resistant
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Figure 1. Dendrogram of the ERIC-PCR and phenotypic characteristics of clinical isolates of

Pseudomonas aeruginosa.

ICU: intensive care unit; CCU:coronary care unit. ERIC-PCR: repetitive enterobacterial intergenic consensus -

polymerase chain reaction.
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