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RESUMO

A ocorréncia de Pseudomonas aeruginosa resistente aos carbapenémicos (CRPA) tornou-se
um serio problema de salude publica em todo o mundo, pois reduz as opcdes terapéuticas
contra esse microrganismo, além disso, a producdo de biofilme por estes microrganismos
agrava ainda mais este problema. Nesse contexto, o presente estudo teve como objetivo
avaliar a ocorréncia de genes de B-lactamases e do quorum sensing (QS) em isolados de
CRPA, analisar a producdo de biofilme, avaliar a resposta deles frente & monoterapia com
meropenem (MPM) ou polimixina B (POL B) e sua associacdo com azitromicina (AZT)
usando pontos quénticos (QDs) e analise protebmica, além da analisar 0 genoma destes
isolados. Seis isolados de CRPA foram analisados neste estudo. A busca dos genes das f-
lactamases (blakpc, blasem-1, blaive € blavim) € QS (lasl, lasR, rhil e rhIR) foi realizada por
meio de PCRs especificas e pesquisa da producdo de biofilme por realizada por técnica
quantitativa. Um isolado de CRPA, contendo o gene blakec e produtor de biofilme, foi
selecionado para avaliar sua resposta a terapia usando QDs conjugados a MPM como uma
sonda e 0 MS pela técnica de dessorcdo a laser assistida por matriz / tempo de voo de
ionizacdo (MALDI-TOF) para avaliar a expressao de proteinas. O tnico gene de B-lactamase
detectado foi o blakec em 66,7% dos isolados. Todos os isolados foram produtores de
biofilme e portadores dos genes do QS. Os conjugados QDs-MPM desencadearam a formacéo
de biofilme pelo isolado e a associagdo com AZT inibiu esse efeito. A analise protedmica
mostrou que os tratamentos com MPM ou POL B suprimiram a expressdo da proteina
transglicosilase, enquanto a terapia combinada com AZT resultou na expressdao da proteina
RpoN. O sequenciamento genémico dos isolados foi realizado usando a plataforma Illumina
MiSeq. A montagem foi realizada usando o pipeline A5-miseq, e a predicdo do gene foi
determinada usando os pipelines RAST e Prokka. A analise de MLST foi conduzida usando a
ferramenta do site http://www.genomicepidemiology.org/. A analise gendbmica mostrou a
presenca de um genoma maior no isolado JX03, apresentando 6.136.978 bp, enquanto o
isolado JX05 teve um genoma com 5.607.393 bp. O resistoma revelou que os isolados
abrigavam o gene blakec em um pequeno contig associado com ISKpn6, e ambos tinham
genes relacionados a bombas de efluxo, mutacdes do gene gyrA, genes de porina e enzimas
modificadoras de aminoglicosideos (AMES). A analise de MLST revelou que o isolado JX03
pertence ao tipo clonal ST244, enquanto o JX05 pertence ao ST277, clone epidémico

brasileiro. Além disso, descrevemos neste estudo o primeiro relato de um isolado pertencente



ao clone ST277 portador do gene blakec sem apresentar o gene blasem-1. Assim, este estudo
mostra que o uso da fluorescéncia combinada com a analise protedbmica foi promissor para
entender como uma cepa de CRPA reage ao tratamento antimicrobiano e também demonstra a
disseminacdo do gene blakpc no pais como um dos principais mecanismos de resisténcia aos

carbapenémicos.

Palavras-chave: Pseudomonas aeruginosa; biofilme; resisténcia bacteriana,



ABSTRACT

The occurrence of Pseudomonas aeruginosa resistant to carbapenems (CRPA) has become a
serious public health problem worldwide, as it reduces the therapeutic options against this
microorganism, in addition, the production of biofilm by these microorganisms further
aggravates this problem. In this context, the present study aimed to evaluate the occurrence of
B-lactamases and quorum sensing (QS) genes in CRPA isolates, analyze biofilm production,
research their response to meropenem monotherapy (MPM) or polymyxin B (POL B) and its
association with azithromycin (AZT) using quantum dots (QDs) and proteomic analysis, in
addition to analyzing the genome of these isolates. Six CRPA isolates were analyzed in this
study. The search for the genes of B-lactamases (blakpec, blaspm-1, blaive € blavim) and QS
(lasl, lasR, rhll e rhIR) was carried out by means of specific PCRs and research on biofilm
production using a quantitative technique. A CRPA isolate, containing the blakec gene and
biofilm producer, was selected to assess its response to therapy using QDs conjugated to
MPM as a probe and the MS by the ion-assisted matrix / flight time laser desorption technique
(MALDI -TOF) to evaluate protein expression. The only B-lactamase gene detected was
blakec in 66.7% of the isolates. All isolates were biofilm producers and carriers of the QS
genes. The QDs-MPM conjugates triggered the formation of biofilm by the isolate and the
association with AZT inhibited this effect. Proteomic analysis showed that treatments with
MPM or POL B suppressed the expression of the transglycosylase protein, while combined
therapy with AZT resulted in the expression of the RpoN protein. Genomic sequencing of the
isolates was performed using the Illumina MiSeq platform. The assembly was performed
using the A5-miseq pipeline, and the gene prediction was determined using the RAST and
Prokka pipelines. The MLST analysis was conducted using the tool on the website
http://www.genomicepidemiology.org/. Genomic analysis showed the presence of a larger
genome in isolate JX03, presenting 6,136,978 bp, while isolate JX05 had a genome with
5,607,393 bp. The resistoma revealed that the isolates harbored the blakec gene in a small
contig associated with ISKpn6, and both had genes related to efflux pumps, gyrA mutations,
porin genes and aminoglycoside-modifying enzymes (AMEs). The MLST analysis revealed
that the isolate JX03 belongs to the clonal type ST244, while the JX05 belongs to ST277, a
Brazilian epidemic clone. In addition, we describe in this study the first report of an isolate
belonging to clone ST277 carrying the blakec gene without presenting the blaspm-1gene. Thus,

this study shows that the use of fluorescence combined with proteomic analysis was



promising to understand how a CRPA strain reacts to antimicrobial treatment and also
demonstrates the dissemination of the blakec gene in the country as one of the main

mechanisms of resistance to carbapenems.

Key words: Pseudomonas aeruginosa biofilm; bacterial resistance
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1 INTRODUCAO

Pseudomonas aeruginosa € um patdgeno oportunista associado a diversos tipos de
infeccdes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS), sendo, portanto, uma ameaca a saude
global devido a sua capacidade de adaptacdo a varios ambientes e ao elevado perfil resisténcia
aos antimicrobianos (LIMA et al., 2020). Por esta razdo, este microrganismo foi incluido na
lista de microrganismos prioritarios para desenvolvimento estratégias de controle e prevencgédo
de infec¢bes da organizacdo mundial da saude (OMS) (LUPO et al, 2018; BRINK 2019). P.
aeruginosa coloniza o trato respiratorio superior e o trato urinario, incluindo os rins. Devido a
colonizagdo prévia desses locais, P. aeruginosa é comumente relatada em infeccGes
cirurgicas, de feridas, do trato urinario (ITU), pneumonia, dermatite e em infeccdes
respiratorias sistémicas em pacientes com fibrose cistica e bacteremia (KHAN, AHMAD &
MEHBOOB, 2015). A patogénese da infeccdo por P. aeruginosa é mediada por diferentes
fatores de viruléncia, dividindo-se em trés fases: adesdo e colonizacdo bacteriana, invaséo

local e disseminacdo sistémica da infeccdo (LIMA et al., 2018).

Um fator de viruléncia importante produzido por P. aeruginosa que favorece a sua
patogénese é a sua capacidade de formar biofilmes, uma vez que estas estruturas se tornaram
um grande problema na area médica porque as infec¢fes associadas ao biofilme apresentam
alta resisténcia a antibioticos e a resposta imune do hospedeiro (LIMA et al., 2018;
OLIVARES et a., 2020; RODRIGUES et al., 2020; SHAO et al., 2020). Biofilmes séo
comunidades estruturadas de microrganismos envolvidas por uma matriz extracelular (ME)
aderida a superficies bidticas ou abioticas, que favorecem a sua sobrevivéncia, principalmente
em ambientes hostis. Além disso, o biofilme protege os microrganismos da resposta imune do
hospedeiro, além de conferir tolerancia a terapia antimicrobiana, pois impede a penetracdo da
maioria dos antimicrobianos na ME, o que requer doses maiores que sdo praticamente
impossiveis de atingir in vivo devido a sua toxicidade inerente (WU et al., 2015; LIMA et al.,
2018; MAURICE et al., 2018; KAMALI et al., 2020).

Os antimicrobianos da classe dos carbapenémicos sdo amplamente utilizados no
tratamento de infeccOes por bactérias gram-negativas, atuando na inibicdo da sintese da
parede celular bacteriana, sendo o meropenem (MPM) mais eficaz do que o imipenem contra
cepas de P. aeruginosa (HORCAJADA et al., 2019, SANTOS et. Al., 2019). Outra vantagem

desses antimicrobianos ¢ a estabilidade contra as enzimas f-lactamases de espectro ampliado
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(ESBL), embora sejam hidrolisadas pela enzima Klebsiella pneumoniae carbapenemase
(KPC), que possui maior poder hidrolitico. Devido ao surgimento de cepas de P. aeruginosa
resistente aos carbapenémicos (CRPA), tem havido uma limitacdo das opc¢des terapéuticas,
sugerindo o uso de combinacgdes de antimicrobianos contra essas cepas, que podem incluir o
uso de B-lactdmicos com inibidores de B-lactamases, polimixinas, aminoglicosideos e até
mesmo o0 uso de meropenem (HORCAJADA et al., 2019; MONTERO et al., 2019; PATRIER
& TIMSIT 2019). A combinacdo de diferentes mecanismos de resisténcia nos isolados de
CRPA com a capacidade de producdo do biofilme, a dificuldade do tratamento da infeccao
seré ainda maior (PANG et al, 2019).

Como alternativa terapéutica frente as infeccBes associadas a biofilmes de P.
aeruginosa, a associacdo entre macrolideos, principalmente a azitromicina e 0s
antimicrobianos anti-Pseudomonas, tem se mostrado promissora por associar a agéo
antiviruléncia e anti-inflamatéria dos macrolideos com a acdo bactericida de outros
antimicrobianos, favorecendo o tratamento desta infeccdo. (ROVETA et al., 2007; TRE-
HARDY et al., 2008; CIRIONI et al., 2011; SAINI; CHHIBBER; HARJAI, 2015; THELLIN
etal., 2015; XU et al., 2015; WANG et al., 2016; THOMSEN et al., 2020) Embora os estudos
demonstrem que as terapias associativas sdo promissoras frente aos biofilmes de P.
aeruginosa, ainda ndo foi avaliado o efeito do tratamento associativo entre antimicrobianos
anti-Pseudomonas e a azitromicina frente a biofilmes produzidos por isolados de P.
aeruginosa multidroga resistente (MDR) e extensivamente resistente a drogas (XDR),
requerendo a investigacdo da efetividade de novas associagdes de antimicrobianos frente a

estas infeccOes associadas ao biofilme.

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi detectar a ocorréncia de genes de B-
lactamases, analisar a capacidade de producdo de biofilme e a presenca de genes relacionados
a formacdo do biofilme nestes isolados, avaliar a resposta de isolados de CRPA contra
monoterapia com meropenem (MPM) ou polimixina B (POL B) e sua associagdo com
azitromicina (AZT) usando pontos quéanticos (QDs) e analise protedmica, além de analisar o

genoma destes isolados.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 PSEUDOMONAS AERUGINOSA

O género Pseudomonas compreende mais de 130 espécies, sendo a maioria delas
saprobia (TODAR, 2009). Este género foi classificado em 5 grupos de homologia de rRNA-
DNA sendo o grupo | de rRNA o que mantém a designacdo de género Pseudomonas
(PALLERONI, 1984; KLOCKGETHER & TUMMLER, 2017; BEHZADI, BARATH &
GAJDACS, 2021). Bactéria caracterizada como bacilo Gram-negativo ndo fermentador
(BGNNF), pertencente a familia Pseudomonadaceae, que se apresenta como bacilo reto ou
ligeiramente curvo, com tamanho de 0,5 - 1,0 um por 1,5 - 4,0 um, aerdbio estrito, mével
(apresenta um ou mais flagelos polares), e ndo produz esporos (GIAMARELLOU, 2002,
KLOCKGETHER & TUMMLER 2017; BEHZADI, BARATH & GAJDACS, 2021).

Os microrganismos dessa espécie sdo ubiquos, com predilecdo por ambientes Umidos,
podendo ser encontrados no solo, na agua, nos alimentos, colonizando o trato gastrointestinal
do ser humano e de outros animais, além do ambiente hospitalar (HARMSEN et al., 2010;
KHAN, AHMAD & MEHBOOB, 2015). Sao pouco frequentes na microbiota de individuos
saudaveis, entretanto, os pacientes hospitalizados, principalmente os internados em Unidade
de Terapia Intensiva (UTI), se colonizam facilmente devido a frequente exposicdo a
instrumentos e aparelhos auxiliares, maos dos profissionais de salde e ao uso indiscriminado
de antimicrobianos de largo espectro. O trato gastrointestinal é o principal sitio de
colonizacdo e de reservatorio de P. aeruginosa, podendo ser encontrada ainda em outras areas
Umidas do corpo, como orofaringe, mucosa nasal e axilas (KISKA et al., 2003; KHAN,
AHMAD & MEHBOOB, 2015).

Este microrganismo esta envolvido em doencas oportunistas, sendo um dos principais
causadores de infecgdes relacionadas a assisténcia a sadde (IRAS), particularmente em
pacientes imunocomprometidos, podendo provocar dermatites, infec¢Ges urinarias e uma
grande variedade de infeccOes sistémicas, principalmente em ambientes hospitalares. Além de
apresentar um elevado grau de resisténcia a diversos antimicrobianos (FIGUEIREDO et al.,
2009; PEDROSA et al., 2014; LIMA et al., 2018). Sua patogenicidade é resultado de sua
capacidade de adaptagdo fenotipica e seu elevado grau de plasticidade genémica. P.
aeruginosa aumenta sua patogenicidade e sintese de fatores de viruléncia quando exposta a

condicgdes de estresse ou ainda quando altera seu modo de crescimento, gerando biofilmes
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(RODRIGUES, 2014). Assim, ao promoverem 0 crescimento de populacGes bacterianas de
forma coletiva, os biofilmes fornecem a espécie mecanismos adicionais de adaptacdo, como a
capacidade de sintetizar substancias sinalizadoras que medeiam o comportamento do biofilme
bem como a sintese de determinantes de viruléncia (HAUSSLER; BECKER, 2008).

2.2 P. AERUGINOSA RESISTENTE AOS CARBAPENEMICOS (CRPA)

O surgimento de cepas de P. aeruginosa resistentes aos carbapenémicos (CRPA) esta
relacionado a diferentes mecanismos, dentre os quais se destacam a ocorréncia de mutagdes
que afetem a permeabilidade destes microrganismos para estes farméacos, além da
hiperexpressao de sistemas de efluxo a maltiplos farmacos que podem conferir resisténcia a
uma ampla variedade de antimicrobianos (PANG et al., 2019). Além destes mecanismos,
deve-se destacar a producdo de enzimas B-lactamases, incluindo as metalo-p-lactamases,
destacando-se no Brasil a Sdo Paulo metalo-p-lactamase (SPM-1), cuja ocorréncia €
endémica, com todos os casos fora do Brasil estando relacionada a internamentos prévios no

pais, (figura 1).

Outras enzimas importantes sdo as carbapenamases, destacando-se a Klebsiella
pneumoniae carbapenemase (KPC), que possui ampla atividade hidrolitica contra
cefalosporinas, monobactamicos e carbapenémicos (SANTOS et al.,2019).

A enzima KPC apresenta elevada disseminacdo global, sendo amplamente detectada
em membros da ordem Enterobacteriales, sendo menos frequente entre os bacilos Gram-
negativos ndo fermentadores (BGNNF), embora haja vérios relatos da ocorréncia desta
enzima em P. aeruginosa no mundo, (figura 2). A descricdo do primeiro relato dessa enzima
neste microrganismo ocorreu em 2006 na Colémbia (VILLEGAS et al. 2007). Até 0 momento
a sua ocorréncia em P. aeruginosa foi relatada nos seguintes paises: nas Américas: Brasil
(JACOME et al. 2012), Argentina (RAMIREZ et al., 2013), México (MORALES-ESPINOSA
et al., 2017), Porto Rico (Wolter et al., 2009), Trinidad e Tobago (AKPAKA et al., 2009),
Estados Unidos da Ameérica (EUA) (Poirel et al., 2010) e Canada (WALKTY et al., 2019); na
Europa: Alemanha (HAGEMANN et al., 2018) e Espanha (PEREZ-VAZQUEZ et al., 2020);
na Asia: China (GE et al., 2011), india e Ird (LARI et al., 2014).
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Figura 1. Distribuicdo de carbapenemases de classe B na América Latina e no Caribe.
Imipenemase (IMP), Verona metalo-p-lactamase (VIM), Nova Délhi metalo-p-lactamase
(NDM) e Séao Paulo metalo-B-lactamase (SPM)
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Fonte: ESCANDON-VARGAS et al. (2017)
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Figura 2. Distribuicdo de carbapenemases de classe A na América Latina e no Caribe. Nao
metalo carbapenemase classe A (NMC-A), Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC),
Guiana B-lactamase de espectro estendido (GES) e Klebsiella carbapenemase brasileira
(BKC).

NUC A IErwiohachr cloacss
KPC |Emarchacenacess)
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Fonte: ESCANDON-VARGAS et al. (2017)

Em P. aeruginosa além dos mecanismos enzimaticos relacionados com o
desenvolvimento de resisténcia aos carbapenémicos pode-se destacar também a existéncia de
mecanismos ndo enzimaticos, incluindo a perda de expressdo de genes que codificam as

porinas, mutacdes em genes de porina codificados cromossomicamente (como OprD), e a
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superexpressdo de genes que codificam bombas de efluxo (MexAB-OprM, MexXY-OprM ou
MexCD-OprJ) (NORDMANN & POIREL 2019).

2.3 ABORDAGENS OMICAS PARA EXPLORAR O ESTILO DE VIDA DA P.
AERUGINOSA

Estudos gendmicos, protebmicos e metaboldmicos tém possibilitado a compreenséo do
comportamento de P. aeruginosa nos diversos tipos de infeccbes, bem como este
microrganismo responde aos tratamentos antimicrobianos através da atiavacao de mecanismos
de viruléncia e resisténcia que possibilitam a sua sobrevida nos diversos tipos de ambientes
(BOTELHO, GROSSO & PEIXE 2019).

2.3.1 Sequenciamento Gendmico

O sequenciamento do genoma completo € uma das abordagens mais recentes para
estudar mecanismos de resisténcia em microrganismos. Fornecendo numerosas informacdes
sobre 0s genes presentes em um patdgeno, uma vez que esta técnica é capaz de processar
varias sequéncias de DNA em paralelo apresentando alto rendimento, com custo e tempo
reduzidos. E um protocolo poderoso, que revolucionou o estudo dos genomas microbianos
(MADAHA et al., 2020)

A cepa de P. aeruginosa PAOL foi a primeira cepa deste microrganismo que teve se
genoma de sequenciado (STOVER et al., 2000). Esta cepa foi isolada de ferida cronica da
década de 1950 e agora tornou-se uma cepa de referéncia, usada em diferentes tipos de
estudos. O genoma de PAO1 tem 6,3 Mbp de tamanho (5570 sequéncias abertas de leitura), se
tornando no ano 2000 um dos maiores genomas bacterianos sequenciados (figura 3)
(STOVER et al., 2000).

Aproximadamente esta cepa apresentou 9,4% do seu genoma constituido por genes
regulatorios previstos estando diretamente ligado ao tamanho do genoma, uma tendéncia
frequentemente encontrada em espécies bacterianas com elevada capacidade de adaptacao aos
diferentes ambientes (MATHEE et al., 2008; Stover et al., 2000). Além disso, cerca de 150
genes identificados nesta cepa estdo relacionados com a codificacdo de proteinas da
membrana externa envolvidas na adesdo, motilidade, resisténcia aos antibiéticos e com 0s
fatores de viruléncia, um descomunal nimero em comparagdo com outros genomas

(CHEVALIER et al., 2017). O namero de genes e o tamanho do genoma das diferentes cepas
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de P. aeruginosa € variavel, estando relacionado com a aquisicdo de novos genes. Sendo,
portanto, dividido em um genoma central, que compreende genes que sdo identificados em
quase todas as cepas de P. aeruginosa e um genoma acessorio, abrangendo genes especificos
de cepas geralmente inseridos em bloco e agrupados em certos loci que podem codificar
propriedades de adaptacéo de nicho (CHANDLER et al., 2018; FRESCHI et al., 2018).

Figura 3. Representacdo circular do genoma de P. aeruginosa PAO1
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P. aeruginosa

6,264,403 bp

Fonte: STOVER et al. (2000)

2.3.2 Maldi Tof MS

O diagnostico de microrganismo hoje tem cada vez mais exigido rapidez e qualidade,
por esta razdo novos métodos diagndsticos que ndo dependam do crescimento dos
microrganismos e que inclusive sejam capazes de identificar quando 0s microrganismos nao
estdo viaveis, tém sido desenvolvidos. Métodos empregando andlises de acidos nucleicos tém
sido utilizados na pratica clinica, porém, apesar de serem mais rapidos do que as culturas
demandam maior tempo de trabalho e profissional com elevado treinamento. Um grande
progresso é o uso de estudos protedmicos para diagndstico rapido - tdo rapido como 5 a 15

minutos - na etiologia de infecgdes, e € ai que vem a espectrometria de massa com fonte de
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ionizacdo e dessorcdo a laser assistida por matriz (MALDI-TOF MS) (Matrix Associated
Laser Desorption-lonization — Time of Flight) (PASTERNAK 2012).

Esta metodologia que emprega espectrometria de massas consiste num sistema no qual
material bioldgico € aplicado em uma placa em que ha a matriz polimerica. O material €
irradiado por um laser que vaporiza a amostra e ha ionizacdo de vérias moléculas, que séo
aspiradas num tubo de vacuo e levadas a um detector: conforme a molécula, o tempo de
chegada ao detector € diferente. Isso é colocado em grafico, dando varios picos e, para cada
espécie bacteriana ou fungica, obtém-se um grafico especifico. Uma base de dados

computadorizada interpreta e fornece o resultado rapidamente (BENAGLI et al., 2011).

Além de ser utilizado para identificar microrganismos, o0 MALDI-TOF tem um alto
potencial para conduzir uma investigacdo rapida da resisténcia aos antimicrobianos. Essa
ferramenta gera espectros, nos quais proteinas ribossomais aparecem com massa molecular
variando de 2 a 20 kDa, o que pode ser uma vantagem, pois podem ser utilizadas como
biomarcadores. A identificacdo de microrganismos, bem como a anélise de resisténcia
antimicrobiana pela técnica de MALDI-TOF MS, ocorre por meio da comparacdo dos
espectros adquiridos com espectros de referéncia incluidos no banco de dados de

microrganismos de colecdes de culturas de todo o mundo (figura 4) (ROBERTO et al., 2020).

Figura 4. Esquema de identificacdo de microrganismos pela técnica de MALDI-TOF MS.
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Fonte: ALMEIDA JUNIOR et al. (2014)
2.4 PAN-GENOMA

Os avancos nas analises envolvendo genomas bacterianos despertou o interesse em

estudos de comparagdo dos pan-genomas (VERNIKOS et al. 2015). O pan-genoma
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representa o pool genético completo de uma espécie bacteriana. Assim, a descricdo de um
pan-genoma depende da quantidade de dados de sequéncias disponiveis nas bases de dados
gendémicos. (KLOCKGETHER et al., 2011) Vérios pan-genomas estdo sendo descritos,
permitindo a caracterizacdo da estrutura populacional (LEFEBURE & STANHOPE 2007),
biogeografia (BOSI 2016; VINCENT & CHARETTE 2017), andlises das trajetorias
evolutivas (LEFEBURE & STANHOPE 2007) e patogenicidade (Jacobsen et al. 2011; Bosi

2016) de diferentes espécies bacterianas de interesse ecoldgico ou médico.

Para espécies que apresentam elevada diversidade na composicdo de seu genoma
acessorio como é o caso de P. aeruginosa, a adicdo de cada nova sequéncia ao genoma
aumentara o conjunto geral de genes. O tamanho do genoma central que estard presente em
todas as cepas diminuira simultaneamente. Para definir o genoma central e o pan-genoma, 0s
genomas sao selecionados sequencialmente para ortdlogos, procurando o melhor reciproco
através do BLAST. Para realizar a analise do pan-genoma de P. aeruginosa pode ser utilizada
a ferramenta “Pesquisa Comparativa do Genoma” fornecida por Pseudomonas Genome
Database2. (KLOCKGETHER et al., 2011)

As principais caracteristicas descritas no pan-genoma de P. aeruginosa sao:
guantidade de genomas descritos em bases de dados, total de genes, tamanho médio do
genoma, tamanho do pan-genoma (genes nao redundantes), tamanho do genoma central,
tamanho do genoma acessorio, nimero de genes Unicos, média do nimero de genes Unicos e 0
nimero de familias de genes sob selecdo positiva. (MOSQUERA-RENDON et al., 2016)

2.5 FATORES DE VIRULENCIA

P. aeruginosa é considerada a espécie mais virulenta dentre os bacilos Gram-
negativos ndo fermentadores (BGNNF), como resultado da producdo de uma grande
variedade de fatores de viruléncia celulares e extracelulares que favorecem a sua patogénese.
As exoenzimas protease alcalina, elastase, gelatinase, exotoxina A, exoenzima S e hemolisina
sdo produzidos durante o curso da infeccdo clinica e contribuem para o desenvolvimento de
infeccBes em modelos animais (STEHLING; SILVEIRA; LEITE, 2008; TODAR, 2009).

Estas enzimas proteoliticas produzidas por este patdogeno exercem papel de destaque
na viruléncia durante a colonizacdo contribuindo para o rompimento das barreiras fisicas do
hospedeiro favorecendo assim a proliferacdo bacteriana, devido ao fornecimento de

aminoacidos e proteinas teciduais a estas bactérias. Em estdgio mais avancado podem
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interferir com a resposta imune por degradar as imunoglobulinas (STEHLING, SILVEIRA,
LEITE, 2008; TODAR, 2009).

Outros fatores de viruléncia incluem a producdo de alginato, um exopolissacarideo
viscoso, que protege a célula bacteriana da acdo fagocitaria da resposta imunoldgica do
hospedeiro. A producdo de biofilme dificulta o reconhecimento desse microrganismo pelo
sistema imunoldgico e provoca a diminui¢cdo da eficacia dos antimicrobianos. A leucocidina
inibe a acdo dos neutrofilos e linfdcitos. A producgédo de pigmentos, como a piocianina, inibe o
crescimento de outras bactérias e a atividade ciliar da mucosa respiratoria (STEHLING,
SILVEIRA, LEITE, 2008; TODAR, 2009).

O alginato € um exopolissacarideo mucoso constituido por repeticGes de polimeros de
acido manurénico e acido glicurénico. Encontra-se na matriz dos biofilmes e contribui para a
lesdo tecidual do hospedeiro, além de atenuar a resposta imunoldgica (KANJ, SEXTON,
2012). Estirpes produtoras de alginato s&o frequentes em doentes com fibrose cistica e a
producdo excessiva de alginato protege ainda a bactéria da acdo antibiotica (KIPNIS; SAWA;
WIENER-KRONISH, 2006). Cerca de 85% dos isolados de P. aeruginosa obtidos a partir
destes doentes apresentam uma morfologia mucoide, devido a producao excessiva de alginato,
enquanto apenas menos de 1% dos isolados obtidos de outros locais apresentam este fenotipo,
denotando a sua importancia particular para a colonizacdo e sobrevivéncia no ambiente
pulmonar (STAPPER et al., 2004). Estes autores demonstraram ainda que o alginato é
importante para a arquitetura e desenvolvimento dos biofilmes, mas ndo para a sua formacéo
inicial.

A aderéncia de P. aeruginosa ao epitélio respiratdrio e/ou a mucosa respiratéria parece
ser a principal responsavel pelo papel no processo inicial de colonizacdo. O epitélio
prejudicado por infeccdo viral ou colonizacdo prévia por outra bactéria, predispde a fixacao
da bactéria ao tecido. Acredita-se que P. aeruginosa adere ao epitélio primario por meio de
pili, mas a exoenzima S e o alginato também possuem propriedades aderentes (BARTH,;
PITT, 1998).

P. aeruginosa na sua forma mucoide resultante de uma superproducgéo do alginato é a
forma mais virulenta (DEVRIES; OHMAN, 1994), podendo ser encontrada em pacientes com
infeccBes graves muitas vezes no mesmo paciente onde existe na sua forma ndo mucoide.
Estudos revelam que a distincdo destas formas da bactéria é importante para 0 modo do

tratamento. Muitas vezes a forma mucoide e ndo mucoide podem ser originadas da mesma
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cepa, porém podem apresentar perfis bioquimicos e de susceptibilidade aos antimicrobianos
muito diferentes (MILLER; GILLIGAN, 2003; LIMA et al., 2018; LIMA et al., 2020).

2.6 BIOFILME

A formagdo de biofilmes, causa consideraveis problemas na &rea biomédica e
industrial, por estas estruturas provocarem uma maior resisténcia ao tratamento com
antibioticos e biocidas (figura 5), além de reduzirem a acdo da resposta imunoldgica do
hospedeiro. Devido a sua complexidade e ao impacto do seu desenvolvimento, os biofilmes
microbianos tém sido alvo de varios estudos para tentar elucidar como estas estruturas sdo
formadas e conseguem interagir dentro dessa comunidade para tentar amenizar as
consequéncias da sua formacdo (TRENTIN, GIORDANI, MACEDO, 2013; PANG et al.
2019).

O conhecimento sobre os estimulos ambientais, elementos genéticos e os mecanismos
moleculares que estdo envolvidos na formacgdo do biofilme sdo necessarios para um desenho
racional de estratégias para eliminar os biofilmes ou para prevenir a formacdo dos mesmos
(HARMSEN et al., 2010).

Os biofilmes podem ser estruturas formadas por uma Unica espécie microbiana (como
é o0 caso de alguns biofilmes associados a infec¢des e biofilmes que crescem em implantes
médicos) ou, mais frequentemente, por varias espécies formando consércio de fungos, algas e
bactérias (WIMPENNY; MANZ; SZEWZYK, 2000). O desenvolvimento e a persisténcia dos
biofilmes sdo afetados por muitos fatores, entre eles, podem-se citar aqueles associados ao
microrganismo como: hidrofobicidade da parede celular, presenca de pili, fimbrias e flagelos,
producdo de exopolissacarideo (EPS) e de moléculas sinalizadoras (figura 5) (OLIVEIRA,
2014), espécie e cepa, sistema Quorum Sensing (TRENTIN, GIORDANI, MACEDO, 2013),
fatores genéticos, viruléncia e resisténcia do microrganismo (KASNOWSKI et al., 2010).
Fatores ligados a superficie de adesdo, como textura, hidrofobicidade, caracteristicas quimicas
da superficie, carga elétrica e filme condicionante. E fatores ligados ao microambiente:
velocidade de fluxo, pH, temperatura, presenca de cations e de antimicrobianos, além da
disponibilidade de oxigénio, nutrientes e metabdlicos provenientes do microrganismo
(MEDEIROS, 2011).

A figura 6 demonstra um esquema da formacdo e desenvolvimento do biofilme de P.

aeruginosa. As fases de formagédo e desenvolvimento do biofilme sdo: 1) fase inicial —
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respondendo a sinais ambientais, as células planctonicas aderem a uma superficie solida por
meio de adesinas, flagelos e pili; 2) fase de desenvolvimento — as células sofrem alteracdes
nos seus fendtipos, reprimindo a expressao dos flagelos e pili e iniciam a formacéo da matriz
exopolissacaridica do biofilme, passando a ficar “irreversivelmente” aderentes a superficie; 3)
as células sésseis agrupam-se mais e multiplicam-se levando a um maior amadurecimento do
biofilme e ao inicio da sua “arquitetura”; 4) fase madura — amadurecimento total da
arquitetura do biofilme, que apresenta, em alguns locais, um formato tipo cogumelo,
caracteristica dos biofilmes de P. aeruginosa; 5) fase de disseminacdo — no interior do
biofilme, algumas células readquirem estruturas de mobilidade (flagelos) e o biofilme rompe,
lancando essas células para 0 meio ambiente (STOODLEY et al., 2002).

A comunicacdo celular nos biofilmes ocorre pela elaboracdo e reconhecimento de
pequenas moléculas, sendo este mecanismo denominado de quorum sensing (QS)
(SAKURAGI; KOLTER, 2007, LIMA et al., 2018). Os sistemas QS estdo envolvidos na
regulacdo de uma variedade de processos fisiologicos incluindo biossintese de antibidticos,
motilidade, transferéncia de plasmideos, producédo de biofilme entre outros (JUHAS; EBERL,;
TUMMLER, 2005). Em P. aeruginosa trés sistemas de QS interconectados, os sistemas Las,
Rhl e Pgs, foram descritos e estes estdo envolvidos na producéo e regulacdo da matriz do
biofilme desta espécie bacteriana (SAKURAGI; KOLTER, 2007).

Figura 5. Mecanismo de resisténcia a antibioticos mediado por biofilme.
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Figura 6. Esquema representativo do desenvolvimento de um biofilme de P. aeruginosa.
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Fonte: Adaptado de STOODLEY et al. (2002).

2.7 QUORUM SENSING

O quorum sensing (QS) de P. aeruginosa é um mecanismo de reconhecimento celular
e de regulacdo da expressao de varias centenas de genes das células bacterianas quando estas
se encontram agrupadas, mediado, sobretudo por trés sistemas interconectados, os sistemas
Las, Rhl e Pgs (HARMSEN et al., 2010). E importante na formacdo e manutencio de
biofilmes por permitir, em tempo real, reconhecer a densidade populacional e as condi¢bes
ambientais em que as células se encontram e promover as necessarias alteracdes para garantir
a sua sobrevivéncia, através da producdo de pequenas moléculas, as acil-homoserinas-
lactonas (AHL) (GIRARD; BLOEMBERG, 2008; LIMA et al., 2018; RODRIGUES et al.,
2020).

N-acil-homoserina-lactonas (AHLS) sdo moléculas sinalizadoras que sdo secretadas
por muitas bactérias Gram negativas, sendo utilizadas para detectar a densidade populacional
bacteriana, para facilitar o controle da expressao génica. O quorum sensing € um dos mais
importantes sistemas de regulacdo para a expressdo de fatores de viruléncia que favorecem a
patogenicidade bacteriana (GIRARD, BLOEMBERG, 2008). Estas atuam em 3 etapas:
producdo de AHLs, acumulacdo de AHLs em funcéo da densidade populacional e a resposta
por parte das células bacterianas quando uma determinada concentracdo de AHLSs ¢é atingida
(CHUN et al., 2004).
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Alguns estudos parecem evidenciar que as AHLs podem participar de forma direta na
patogénese, promovendo, em alguns casos, a apoptose em macréfagos e neutréfilos (ZHU et
al., 2004). Por outro lado, estas moléculas sdo também alvos para a resposta imunoldgica
inata e adquirida do hospedeiro, tendo-se demonstrado que células epiteliais pulmonares,
devido a acdo dos macrofagos alveolares, conseguem inativar uma das AHLs (N-(3-
oxododecanoil)-1-homoserina lactona (30C12-HSL) e N-butanoil-1-homoserina lactona (C4-
HSL)), que participam do QS de P. aeruginosa (CHUN et al., 2004).

Muitos dos genes regulados por QS expressam fatores de viruléncia (STRATEVA,
MITOV, 2011), pelo que a sua importancia para a patogenicidade é enorme. Resumidamente,
0 sistema Las regula, entre outros, a expressao dos genes lasl, lasR, lasA, lasB, apr e toxA, o
sistema Rhl controla a expressdo de rhll, rhIR, rhlA e rhIB, associados a producdo de
ramnolipidios, e o sistema Pqs regula diversos genes com impacto no “fitness” celular e
outros associados a elastases, ramnolipidios e piocianina (STRATEVA; MITOV, 2011).
Alguns estudos parecem evidenciar que as AHLs podem participar de uma forma direta na
patogénese, promovendo, em alguns casos, a apoptose em macrofagos e neutréfilos
(TATEDA et al., 2003). Por outro lado, estas moléculas sdo também alvos para o sistema
imunitéario, inato e adquirido do hospedeiro, tendo demonstrado que células epiteliais
pulmonares conseguem inativar a N-(3-oxododecanoil)-l1-homoserina lactona que participa no
QS de P. aeruginosa (CHUN et al., 2004). A figura 7 representa o papel central do quorum

sensing na regulacdo da producao de fatores de patogenicidade em P. aeruginosa.

Figura 7. Modelo esquematico do papel central do quorum sensing na regulacdo da producéo

de fatores de patogenicidade em P. aeruginosa.
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2.8 INFECCOES ASSOCIADAS AO BIOFILME

InfeccBes, causadas por agentes etiolégicos amplamente resistentes aos
antimicrobianos, representam um dos grandes desafios atuais da salde publica, acarretando
altas taxas de morbi-mortalidade, aumento no tempo de internacéo e nos gastos do sistema de
salde (NEIDELL et al., 2012). O crescente uso de biomateriais implantaveis vem elevando a
expectativa de vida humana, através do reestabelecimento de indmeras funcgdes vitais, mas
concomitantemente, exacerba esse problema, sendo que as infeccBes associadas a
biomateriais passaram a ser reconhecidas como um dos maiores problemas clinicos
(BUSSCHER et al., 2012). De acordo com o 6rgdo norte-americano “National Institute of
Health”, aproximadamente 80% de todas as infec¢cdes no mundo estdo associadas a biofilmes,

especialmente, envolvendo biomateriais (figura 8).

O desenvolvimento dos biofilmes ocorre em diversos dispositivos biomédicos,
destacando-se 0s cateteres venosos centrais, valvulas cardiacas, dispositivos de assisténcia
ventricular, endoproteases coronarianas, implantes de estimulacdo neuroldgica, préteses

articulares e os dispositivos para fixacdo de fraturas (CRESPO, 2014).
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Figura 8. Infecgdes relacionadas ao biofilme.
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Fonte: Adaptado de LEBEAUX, GHIGO e BELOIN (2014)

2.9 ESTRATEGIAS DE COMBATE A FORMACAO DE BIOFILME

O entendimento sobre as diferentes vias empregadas para o tratamento e controle de
biofilmes tem resultado da valorizacdo crescente do impacto que eles causam na medicina
moderna. As estratégias para o combate de biofilmes podem, basicamente, ser divididas em
dois segmentos: a inibicdo da formacdo de biofilmes e a erradicacdo ou tratamento de
biofilmes ja formados (TRENTIN, GIORDANI, MACEDO, 2013; SHAO et al., 2020), cujos
principais alvos para intervencgdo sdo ilustrados na (figura 9).

Considerando o0 modo como pode ser alcancada a inibicdo da formacdo de biofilmes,
duas grandes classificacbes podem ser feitas: 1- através da inibicdo do crescimento
bacteriano, pelo uso de compostos bactericidas ou bacteriostaticos ou, 2 - através do bloqueio
da adesdo bacteriana e, consequentemente, da formacdo de biofilme por uma via que néo
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envolve a morte bacteriana - caracteristica marcante de um novo conceito de terapia: as
terapias antiviruléncia (TRENTIN, GIORDANI, MACEDO, 2013).

As terapias antiviruléncia exploram novos mecanismos de acdo de compostos, visando
dificultar o rapido desenvolvimento de resisténcia bacteriana. Por ndo afetar o crescimento de
bactérias e por manter as células em estado plancténico, a inibicdo de fatores de viruléncia
(como a formacdo de biofilmes) deve tornar o patégeno mais suscetivel ao sistema
imunoldgico e aos antimicrobianos tradicionalmente utilizados (CLATWORTHY; PIERSON;
HUNG, 2007; RASKO; SPERANDIO, 2010). Assim, essas novas terapéuticas podem ser
consideradas alternativas e/ou complementares a antibioticoterapia tradicional, com base em
novos mecanismos de acdo em diferentes alvos (TRENTIN, GIORDANI, MACEDO, 2013).

Figura 9. Principais alvos para combate aos biofilmes microbianos: a inibicdo da
formacéo de biofilmes via bloqueio da adesdo bacteriana a superficie (etapa 1) ou o
rompimento da comunicacdo celular bacteriana - Quorum sensing (etapa 2) e erradicacéo ou

tratamento de biofilmes ja formados (etapa 3).

Células  :Monocamada ;: Agregados ou Biofilme maduro 3 | | Dispersio
plancténicas | aderida | microcol6nias | :

Fonte: MACEDO e ABRAHAM (2009)
2.10 QUANTUM DOTS

Os pontos quanticos (Quantum dots) sdo nanoparticulas, que apresentam propriedades
quimicas e fisicas (em primeiro lugar dpticas), que tém apresentado como uma estratégia
promissora em biologia e na terapéutica. A sintese destes QDs pode ser realizada de diferentes
formas, tanto apresentando forma de nano ilhas, que se formam nas superficies, que podem
ser usadas como emissores eletronicos de foton Unico em para armazenar informagdes ou na
forma de QDs coloidais para fins diagndsticos e terapéuticos em sistemas vivos (figura 10)
(PLESKOVA; MIKHEEVA & GORNOSTAEVA, 2018).
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Figura 10. Representacdo esquematica de um ponto quantico: um nucleo no centro

(azul), sobre ele uma casca (verde), por cima, um ponto quantico é funcionalizado por vérias

moléculas.
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Fonte: Adaptado de PLESKOVA, MIKHEEVA & GORNOSTAEVA (2018).

Os QDs sdo nanocristais semicondutores fluorescentes que possuem propriedades
Unicas, como alta resisténcia a fotodegradacdo e superficie ativa para conjugacdo com
moléculas, como proteinas e drogas. Consequentemente, a conjugacdo de QDs a drogas pode
ser usada para avaliar o efeito dessas drogas em células bacterianas usando uma Unica
nanossonda (KUMAR et al., 2014).

Tem se tornado promissor os estudos que empregam QDs como sondas para avaliar o
efeito da acdo de diferentes antimicrobianos e peptideos com acdo antimicrobiana sobre
diferentes micro-roganismos, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, P. aeruginosa e
Klebsiella pneumoniae (LUO et al., 2011; GALDIERO et al., 2016; SILVA JUNIOR et al.,
2020).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Detectar a ocorréncia de genes de pB-lactamases em isolados clinicos de P. aeruginosa
MDR e XDR, analisar a capacidade de producdo de biofilme e a presenca de genes
relacionados a formacéo do biofilme nestes isolado, além de avalia a resposta de isolados de

CRPA frente a monoterapia e terapia combinada.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Detectar a ocorréncia de genes de B-lactamases (blaspm-1, blaviv, blaive € blakec) em

isolados clinicos de P. aeruginosa MDR e XDR;

e Analisar a capacidade de producdo de biofilme e a presenca de genes relacionados a

formagdo do biofilme e QS em isolados clinicos de P. aeruginosa MDR e XDR,;

e Auvaliar a resposta de isolados de CRPA contra monoterapia com meropenem (MPM) ou

polimixina B (POL B) e sua associa¢do com azitromicina (AZT);

e Analisar o genoma de isolados produtores de genes de B-lactamases.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 IDENTIFICACAO E TESTE DE SENSIBILIDADE ANTIMICROBIANA (TSA)

Os isolados analisados neste estudo foram identificadas e tiveram testes de
sensibilidade antimicrobiana (TSA) avaliados pelo sistema automatizado BD Phoenix ™, ¢ a
tobramicina foi realizada por meio de microdiluicdo em caldo TSB (Triptona Soja) (CLSI,
2016). Seis cepas de P. aeruginosa CRPA foram incluidas no estudo. Os isolados foram
armazenados a -20 °C no Laboratdrio de Bacteriologia e Biologia Molecular da Universidade
Federal de Pernambuco. Os isolados congelados foram reativados em caldo BHI (infuséo de
coracdo e cérebro) e incubados por 24 h a 37 °C, sendo entdo semeados com &gar cetrimida
para avaliacdo da pureza da cultura e incubados por 24 h a 37 °C. Esses microrganismos

foram provenientes de amostras de secre¢do traqueal, sangue e urina.

4.2 ENSAIO DA PRODUCAO DE BIOFILME

Os seis isolados foram avaliados fenotipicamente para producao de biofilme utilizando
a técnica descrita por Stepanovic et al., 2000, com modificacdes. Resumidamente, 50 g. L™ de
sacarose foram adicionados ao caldo de infusdo de cérebro e coracdo (BHI) (Lima et al.,
2018). A categorizagdo da producdo do biofilme foi realizada de acordo com a biomassa
aderida ao fundo da placa de acordo com os valores das densidades épticas lidas a 570 nm.

O caldo BHI foi utilizado como controle negativo (CN) e a cepa P. aeruginosa PAOL foi
utilizada como controle positivo (CP), uma vez que esta cepa é recomendada como controle
positivo para ensaios de biofilme. Os isolados de P. aeruginosa foram cultivados em caldo
BHI por 24 horas a 37 °C. Em seguida, 200 uL das suspensdes bacterianas foram aplicadas
em placas de poliestireno contendo 96 pocos de fundo plano para microtitulagdo, em

triplicata. As placas foram entdo incubadas a 37 °C durante 24 horas (Lima et al., 2018).

Ap0s esse periodo, as suspensdes bacterianas foram removidas e cada poco foi lavado
por trés vezes com 250 uL de solugdo fisiologica (0,9% NaCl) estéril. Posteriormente, foi
realizada a fixacdo com 200 pL de metanol P.A. por 15 minutos. O metanol foi removido, as
placas foram deixadas em temperatura ambiente a 28°C + 2°C para secar e foram coradas com
200 pL de solugdo de cristal violeta durante cinco minutos. A seguir, as placas foram lavadas

com &gua corrente e secas em temperatura ambiente a 28°C + 2°C. Apo0s este processo, foi
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realizada a leitura da absorbancia em leitor de ELISA (BioRad, modelo 550), em
comprimento de onda de 570 nm e as amostras foram classificadas segundo Stepanovi¢ e
colaboradores (2000). O valor das densidades éticas para cada isolado (DO;) foi obtido pela
média dos trés pocos, sendo este valor comparado com a densidade ética do controle negativo
(DOc). Os isolados foram classificados em quatro categorias de acordo com a média das DOs
(densidades dticas) relacionada com os resultados obtidos para a DOc. As categorias foram
baseadas nos seguintes critérios: ndo aderente: DO; < DOc; fracamente aderente (+): DOc <
DOi < 2 x DOc; moderadamente aderente (++): 2 x DOc < DOi < 4 x DOc ou fortemente

aderente (+++): 4x DOc < DO:.

4.3 EXTRACAO E QUANTIFICACAO DE DNA

Foi realizada a extracdo do DNA total dos seis isolados de CRPA. A extracao foi feita
utilizando o kit de extragdo de DNA Brazol (LGC Biotecnologia) de acordo com o protocolo
fornecido pelo fabricante, e a dosagem do DNA foi realizada por espectrofotometria

(Ultraspec 3000; Pharmacia Biotech) no comprimento de onda 260-280 nm.

4.4 DETECCAO DOS GENES DE MBL (blaspwm-1, blaive, blaviv) € 0 blakpc

Visando elucidar o mecanismo de resisténcia aos -lactdmicos nas cepas pesquisadas,
foi realizada a pesquisa dos genes das MBLs e o blakpc utilizando primers especificos, tabela
1 (YIGIT etal., 2001; GALES et al., 2003; DONG et al., 2008). Para cada reacdo de PCR, foi
adicionado um controle negativo, consistindo de componentes da reacdo sem adi¢do de DNA,
e cepas de controle positivo para 0s genes: blaspm-1 (P. aeruginosa 48- 1997A), blawe (P.
aeruginosa PSA319) e blaviv (P. aeruginosa VIM-1) fornecidas pelo Laboratério Alerta da
Universidade Federal de S&o Paulo (UNIFESP) e o blakec (P. aeruginosa P22A) oriunda da
colecdo de cultura do Laboratério de Bacteriologia e Biologia Molecular, Departamento de

Medicina Tropical, Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).

4.5 DETECCAO DOS GENES DO QS

As PCRs foram realizadas para detectar a presenca dos seguintes genes do QS: lasl,
lasR, rhll e rhIR utilizando primers especificos, tabela 1 (ZHU et al., 2004; TINGPEJ et al.,
2007). Os parametros para a amplificacdo foram 30 ciclos de desnaturacéo a 94 °C por 1 min,
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anelamento dos primers a 52 °C por 1 min e extensdo a 72 °C por 1,5 min. Os produtos de

PCR foram corados com blue-green e submetidos a eletroforese em gel de agarose 2%, sendo

visualizados sob luz UV e foto documentados para analise das bandas.

Gene Primer Sequéncia (5’ - 3’) TA(CC) NC Referéncias
blakpc KPC-la TGTCACTGTATCGCCGTC 63.0 35 Yigit et al.
KPC-1b CTCAGTGCTCTACAGAAAACC (2001)
blaspm-1  SPM-1F  CCTACAATCTAACGGCGACC 55.3 30 Gales et al.
SPM-1R TCGCCGTGTCCAGGTATAAC (2003)
blaive IMP-F GGAATAGAGTGGCTTAATTCTC 50.6 30 Dong et al.
IMP-R GTGATGCGTCYCCAAYTTCACT (2008)
blavim VIM-F CAGATTGCCGATGGTGTTTGG 56.8 30 Dong et al.
VIM-R  AGGTGGGCCATTCAGCCAGA (2008)
lasR lasR-F AAGTGGAAAATTGGAGTGGAG 52 30 Zhu et al.
lasR-R GTAGTTGCCGACGACGATGAAG (2004); Tingpej
et al. (2007)
lasl lasl-F CGTGCTCAAGTGTTCAAGG 52 30 Zhu et al.
lasl-R TACAGTCGGAAAAGCCCAG (2004); Tingpej
et al. (2007)
rhiR rhiR-F TGCATTTTATCGATCAGGGC 52 30 Zhu et al.
rhIR-R CACTTCCTTTTCCAGGACG (2004); Tingpej
et al. (2007)
rhil rhll-F TTCATCCTCCTTTAGTCTTCCC 52 30 Zhu et al.
rhil-R TTCCAGCGATTCAGAGAGC (2004); Tingpej
et al. (2007)

TA: Temperatura de anelamento; NC: Numero de ciclos.

4.6 ERIC-PCR

Fonte: A autoria (2021)

Tabela 1. Primers usados na deteccao dos genes das 3-lactamases e do QS.

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’- ATG
TAAGCTCCTGGGGATTCAC-3’]; ERIC-2 [5>-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3")),
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Tampédo 1x, 200 pM 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 & 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).

4.7 SINTESE DE CDTE QDS E CONJUGACAO DE QDS AO MEROPENEM

A sintese de QDs e a conjugacdo de QDs ao meropenem foram realizadas seguindo 0s
protocolos previamente descritos por Cabral Filho et al., 2016, e Silva Junior et al., 2020. Em
seguida, foi selecionado aleatoriamente um isolado de CRPA P. aeruginosa (JX05) carreando
0 gene blakpc e produtor de biofilme para ser incubado com o conjugado QDs-MPM para
avaliar, por microscopia de fluorescéncia, o efeito da associacdo com o AZT nas células

bacterianas.

4.8 INOCULO BACTERIANO E MARCAGAO COM O CONJUGADO QDS-MPM

Para confirmar a pureza do indculo, o isolado clinico de P. aeruginosa JX05 foi
cultivado em agar Cetrimide, e col6nias Unicas foram inoculadas em 2 mL de caldo Luria
Bertani (LB) e incubadas a 37 °C por 24 h. Para as experiéncias de marcacgdo, o indculo foi
ajustado para escala 0,5 de McFarland. Antes dos experimentos de marcacdo bacteriana, 0s
grupos carboxila ativados restantes dos conjugados QDs (500 pL) foram bloqueados com 25
uL de base Tris (15 mg.mL™), de acordo com (Cabral Filho et al., 2016; Silva Jinior et al. ,
2020).

4.9 EFEITOS DOS CONJUGADOS DE QDS NO CRESCIMENTO BACTERIANO

Para avaliar a eficacia da marcagdo bacteriana por conjugados QDs-MPM, o in6culo
(50 pL) e a suspensdo de conjugados QDs-MPM (50 pL) foram adicionados em um
microtubo de 0,5 mL. O microtubo foi mantido em agitagcdo constante por 1 ha 25 °C, e ap0s
esse periodo, foram realizadas duas lavagens sucessivas por centrifugacdo do microtubo a

1.400 x g por 5 min. Em seguida, o pellet foi ressuspenso em NaCl 0,9% (p / v - doravante
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denominado como solugdo salina) e observado usando um microscopio de fluorescéncia
invertido (DM14000B) (Leica Microsystems, Alemanha) em 63 x objetiva com abertura
numérica de 1,25. A fluorescéncia dos conjugados foi observada usando os filtros de

excitacdo e passagem de banda de emissdo (BP) 560/40 nm e 645/75 nm, respectivamente.

Um segundo procedimento foi realizado para aumentar a formagdo de agregados
bacterianos na presenga de excesso de MPM. O indculo (50 pL) e a suspensdo de conjugado
QDs-MPM (50 pL) foram incubados juntos como no experimento anterior, mas um adicional
de 50 uL de MPM (1 mg. mL™) foi adicionado ao microtubo (Silva Janior et al., 2020). O
microtubo foi mantido sob agitacdo constante por 1 h a 25 °C. Foram usados 0S mesmos
procedimentos de lavagem e ressuspenséao descritos acima. Como controle negativo, o inéculo

bacteriano sem qualquer tratamento foi avaliado e usando apenas 0s QDs.

410 EFEITO DA ASSOCIACAO DOS CONJUGADOS QDS-MPM COM
AZITROMICINA

Para avaliar os efeitos do rompimento do QS na agregacdo bacteriana, 50 pL de AZT
(1 mg. mL*) foram adicionados ao indculo previamente incubado por 1 h com o0 QDs-MPM e
0 excesso de MPM (segundo procedimento). Em seguida, o sistema foi incubado por mais 30
min a 25 °C. Apls esse segundo periodo de incubagdo, foram seguidos 0s mesmos
procedimentos de lavagens e ressuspensao, com solucdo salina, conforme descrito nos testes

anteriores. Estas analises foram realizadas em triplicata.

4.11 ANALISE PROTEOMICA POR MALDI-TOF MS

O efeito dos antibidticos na composicao proteica do isolado clinico de P. aeruginosa
JXO05 foi determinado por MALDI-TOF MS. Para tanto, o in6culo foi preparado conforme
descrito nos experimentos anteriores e, a seguir, tratado com MPM, POL B, AZT e sua

associagdo, conforme tabela 2. Essas analises foram realizadas em triplicata.

Os inoculos foram tratados com MPM e / ou POL B e mantidos sob agitacdo constante
por 1 h a 25 °C. Para 0s grupos que também receberam AZT, apds esse primeiro periodo de
incubacéo, esse antimicrobiano foi adicionado e as amostras foram incubadas por mais 30 min
a 25 °C sob agitacdo constante. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 9.000 x g por
5 min, e o pellet foi lavado trés vezes com 50 ul de agua ultrapura. Um microlitro das

amostras foi aplicado diretamente em duplicata em uma placa de agco polido (Bruker
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Daltonics, MA, EUA). Em seguida, as amostras foram cobertas com solucdo de matriz de
acido a-ciano-4-hidroxicinamico (CHCA) (75 mg. mL™ de matriz CHCA em etanol / agua /
acetonitrila [1: 1: 1] com &cido trifluoroacético 0,03%) e secas (CORDEIRO et al., 2017).

Os espectros de massa foram adquiridos usando um espectrometro de massa MALDI-
TOF MS Autoflex 111 (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha) equipado com um laser Nd:
YAG de 1.064 nm, no modo refletor positivo e frequéncia de laser de 100 Hz. Os espectros de
MS foram adquiridos na faixa de 400-2000 m/z usando o software Flex Control (verséo 3.3,
Bruker). Os espectros foram processados no software Flex Analysis (versdo 3.3, Bruker),
conforme (BIEMANN et al., 1992). Além disso, os espectros obtidos nos diferentes
tratamentos foram comparados entre eles por meio do software MMass versdao 5.5, uma
ferramenta Open Source Mass Spectrometry (STROHALM et al., 2010). Para comparar a lista
de picos, os dados foram processados usando as seguintes ferramentas: coleta de pico,
correcdo de linha de base e suavizacdo, de acordo com (NIEDERMEYER & STROHALM,
2012).

Posteriormente, os ions parentais selecionados foram fragmentados usando o modo
LIFT. As sequéncias foram comparadas com o banco de dados de proteinas do National
Center for Biotechnology Information (NCBI, MD, EUA), BioPep (IWANIAK et al., 2016) e
UniProt (BATEMAN, 2019).

Grupos Tratamentos

1 50 pL do in6culo sem nenhum tratamento (controle negativo)

50 pL do in6éculo + 50 uLL de AZT

50 pL do inéculo + 50 pL. de MPM

50 pL do in6éculo + 50 uL. de POL B

50 pL do indéculo + 50 pL. de MPM e 50 uL de AZT

50 pL do inéculo + 50 uLL de POL B e 50 uLL de AZT

50 pL do inéculo + 50 pL. de MPM, 50 uL de POL B e 50 pL. de AZT

~N oo o1 bW DN

Tabela 2. Grupos experimentais usados para analises proteémicas. Os antibidticos foram
dissolvidos a 1 mg. mL™.

Fonte: A autoria (2021)
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4.12 SEQUENCIAMENTO GENOMICO

O DNA genbémico de dois isolados clinicos de CRPA portadores do gene blakpc
selecionados aleatoriamente foram sequenciados usando a plataforma de sequenciamento
Illumina MiSeq (lllumina Inc., EUA). O DNA foi extraido usando um kit Wizard1l Genomic
DNA Purification (Promega, Franga) e a qualidade do DNA foi verificada por Qubitl. Uma
biblioteca genémica foi construida por marcagédo de transposon do Nextera XT DNA Sample
Prep Kit (Illumina Inc.) e foi sequenciada com o kit MiSeq Reagent v.2 de 500 ciclos, que
produziu 1311304 e 1141794 leituras finais emparelhadas para a amostra JX03 e JX05,
respectivamente. Os genomas completos dos dois isolados foram depositados no GenBank
com os respectivos codigos de acesso: SUB6647998 (isolado JX03) e SUB6648309 (isolado
JX05), BioProject ID: PRINA593977.

4.13 MONTAGEM DO GENOMA

Para a montagem dos genomas, a qualidade das leituras brutas foi avaliada por Fastqc,
gue mostrou vestigios de adaptadores nextera, que foram removidos pelo programa cutadapt.
Para filtrar as leituras, o Sickle foi usado com sinalizadores de corte: qualidade > 20 (valor
phred) e comprimento 20 bp. Consequentemente, as leituras filtradas foram usadas para
montagem no pipeline Unicycler e os resultados das montagens foram avaliados pela Quast,
usando a cepa GCA_003204235.1 como referéncia.

4.14 ANALISE GENOMICA

Os genomas foram montados usando o pipeline A5-miseq (COIL, JOSPIN &
DARLING 2014), a predicdo e anotacdo dos genes foram realizadas usando RAPid
Annotation usando System Technology (RAST) v.2.0 (http://rast.nmpdr.org) e curadoria
manual usando Geneious (https://www.geneious.com) e BLASTN (ALTSCHUL et al., 1990).

4.15 PAN-GENOMA

A analise dos pan-genomas das cepas foi realizada com o Roary v3.13.0 (PAGE et al.
2015). Os arquivos .gff usados como entrada foram baixados do RefSeq / NCBI, e obtidos dos
arquivos .gbk que foram entdo convertidos, para os genomas sequenciados para este estudo,
foram usados os arquivos .gff produzidos pela PROKKA. Além disso, foi utilizado um ponto

de corte de identidade de 95%. Os ort6logos resultantes foram classificados como genes
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centrais, softcore, shell e nuvem de acordo com a configuragdo padréo do software. Os genes
principais foram alinhados automaticamente com MAFFT v. 7.310 (KATOH & STANDLEY,
2013) usando o parametro -e --mafft em Roary, criando um alinhamento multi-FASTA das
sequéncias de nucleotideos de todos 0s genes principais. Este arquivo foi usado como entrada
para criar uma arvore filogenética pela inferéncia de maxima verossimilhanga pelo software
IQ-TREE (versdo 2.0.4) (NGUYEN et al. 2015), em um computador local, usando a selecdo
automatica do modelo de substituicdo de nucleotideo em ModelFinder para selecionar o
modelo de substituicdo de DNA mais adequado (KALYAANAMOORTHY et al. 2017). O
suporte do no foi avaliado com uma inicializagdo ultrarrapida (MINH et al. 2013) usando
100.000 réplicas. A arvore de maxima verossimilhanca foi visualizada usando FigTree v1.4.3
(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/) (RAMBAUT, 2009). Além disso, a filogenia
também foi realizada com base na matriz presenca-auséncia de genes usando o 1Q-TREE com
a mesma configuracdo de auto-inicializagdo. Os dados foram binarizados quanto aos critérios
de presenca e auséncia, convertidos para o formato fasta e posteriormente utilizados como
entrada no software igtree, onde foram realizadas andlises filogenéticas, foram utilizadas

10.000 repeticdes (bootstrap).

4.16 MULTILOCUS SEQUENCE TYPING (MLST)

A andlise de MLST foi realizada analisando sete housekeeping genes (acsA, aroE,
guaA, mutL, nuoD, ppsA e trpE) conforme descrito por Curran et al., (2004). Sequéncias
alélicas e tipos de sequéncia (ST) foram identificados a partir do sequenciamento do genoma
total usando a ferramenta MLST em http://www.genomicepidemiology.org/ (LARSEN et al.,
2012).

4.17 PREDICAO DE GENES DE RESISTENCIA

A previsdo da ocorréncia de genes de resisténcia antimicrobiana foi realizada usando
ResFinder 2.1 (https://cge.cbs.dtu.dk/services/ResFinder), software Prokka
(https://github.com/ tseemann / prokka) (16) e Patric 3.5.43 (https://patricbrc.org). Apos a
montagem e previsdo dos dados, o gene blakec néo foi encontrado na amostra JX03. Para
confirmar a presencga ou auséncia desta sequéncia em nossos dados, uma anotacdo (cut-off <e-
05) usando blast com dados de sequenciamento bruto contra todos 0s genes blakpc
depositados no NCBI foi realizada.
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5 RESULTADOS

Os resultados da Tese foram apresentados em forma de trés artigos ja submetidos:

Artigo 1: Ocorréncia do gene blakpc em isolados clinicos de Pseudomonas aeruginosa
procedente do Brasil.

Artigo 2: Analise da resposta da Pseudomonas aeruginosa resistente aos carbapenémicos

frente a monoterapia e terapia combinada utilizando quantum dots e protedmica.

Artigo 3: Analise pangendmica de dois isolados clinicos de Pseudomonas aeruginosa
resistentes a carbapénimicos portador do gene blakpc.

5.1 ARTIGO 1 - OCCURRENCE OF BLAkpc GENE IN CLINICAL ISOLATES OF
PSEUDOMONAS AERUGINOSA PROCEEDING OF BRAZIL

Short title: Pseudomonas aeruginosa harbouring gene blakpc in Brazil
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RESUMO

Pseudomonas aeruginosa € um dos principais microrganismos causadores de infec¢des
relacionadas a assisténcia a salde. O crescente aparecimento de cepas de P. aeruginosa
resistentes aos carbapenémicos (CRPA), tem se tornado um grave problema de saude publica.
A disseminagdo da enzima Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC) é um dos
mecanismos envolvidos nessa resisténcia, causando a degradagcdo de antibidticos f-
lactdmicos. Diante do exposto, o objetivo desta revisao foi avaliar a ocorréncia do gene blakpc
em isolados clinicos de P. aeruginosa no Brasil. Para isso, foram utilizadas as bases de dados
online: Lilacs, SCIELO e PubMed. A busca de artigos foi realizada de fevereiro a setembro de
2020, incluindo artigos publicados de 2012 a 2020, utilizando as seguintes palavras-chave:
blakec (KPC), Pseudomonas aeruginosa e Brasil (em portugués e em inglés). Inicialmente,
foram identificadas 30 publicacGes elegiveis para inclusdo nesta revisdo. Apos a primeira
andlise, dois artigos foram excluidos por duplicidade. Posteriormente, foram avaliados titulos
e resumos, 15 artigos foram excluidos por ndo se enquadrarem na tematica, 13 artigos que
atendiam aos critérios de inclusdo foram lidos na integra. Nesses estudos, a presenca do gene
blakpc foi investigada em 566 isolados clinicos de P. aeruginosa no Brasil, com 86 (15,2%)
amostras positivas encontradas. Pernambuco foi o estado com maior nimero de artigos e
amostras positivas, respectivamente, 38,5% (513), 65,1% (56/86). Este trabalho reforca a
necessidade de investigar a ocorréncia deste gene em todas as regibes do pais no CRPA,
visando entender como ocorre sua disseminacdo e criar estratégias de prevencdo e

terapéuticas.

Palavras-chave: Pseudomonas aeruginosa; resistente a carbapenem; Brasil.
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INTRODUCAO

Pseudomonas aeruginosa esta incluida no grupo de seis patégenos conhecidos como
ESKAPE, o qual é formado por Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter spp., P. aeruginosa e Enterobacter spp. P. aeruginosa é uma das
principais causas das infeccBes relacionadas a assisténcia a satde (IRAS) no mundo e, além
disso, apresenta elevada capacidade de torna-se resistente aos antimicrobianos, o que coloca
esta bactéria na lista de microrganismos prioritarios para desenvolvimento de estratégias de
controle e prevencéo de infecces da organizagdo mundial de satde.’) Os principais sitios de
colonizacdo desses bacilos sdo o trato respiratorio superior € o urinario, incluindo os rins.
Devido a colonizacdo prévia destes locais, P. aeruginosa é comumente relatada em infecgdes
cirtrgicas, de feridas, do trato urinario (ITU), pneumonias, dermatites, e em infeccbes
sistémicas respiratdrias em pacientes com fibrose cistica e bacteremia.®® Diversos fatores de
viruléncia estdo envolvidos na patogénese da infeccéo por P. aeruginosa, a qual é dividida em
trés fases: adesdo e colonizacdo bacteriana, invasdo local e disseminacdo sistémica da

infeccdo. No entanto, esta infecgdo pode ser interrompida em qualquer uma dessas etapas.®

Este microrganismo esta relacionado a diversos tipos de IRAS, como as pneumonias
associadas a ventilacdo mecanica, infeccdo de cateter venoso central, infecgdes do trato
urinario, infecgdes em pacientes transplantados e além de ser frequentemente relatado como
agente etioldgico importante em pacientes com fibrose cistica.®) Este patdgeno é prevalente
nos ambientes hospitalares, devido a sua capacidade de sobreviver em superficies bidticas e
abioticas, como nos equipamentos médico-hospitalares, sendo transmitida de paciente a

paciente.®)

Este microrganismo tem elevada habilidade para tornar-se resistente aos
antimicrobianos e tém sido crescentes os casos de infec¢cbes com ocorréncia mundial por

cepas de P. aeruginosa resistente aos carbapenémicos (CRPA), principalmente em individuos
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internados em unidades de terapia intensiva (UTIs) e portadores de comorbidades. Estes
fatores levaram a Organizacdo Mundial de Satude (OMS) a considerar P. aeruginosa como um
dos patdgenos prioritarios para pesquisas e desenvolvimento de novas drogas.® Entre os
fatores de risco para infecgdo ou colonizacdo por CRPA descritos, pode-se destacar a
exposicdo prévia a carbapenémicos, o nimero de dias de tratamento com carbapenémicos e a
coinfecgdo com Escherichia coli.(” Pneumonias e infecgbes de corrente sanguinea estdo entre
as principais infecgdes por P. aeruginosa, estando as pneumonias mais associadas ao

surgimento de CRPA.®

O surgimento de cepas de CRPA esta relacionado a diferentes mecanismos, dentre 0s
quais se destacam a ocorréncia de mutagfes que afetem a permeabilidade destes
microrganismos aos carbapenémicos, além da hiperexpressdao de sistemas de efluxo a
maltiplos farmacos que podem conferir resisténcia a uma ampla variedade de
antimicrobianos.® (Pang et al., 2019). Além destes mecanismos, deve-se destacar a producéo
de enzimas B-lactamases, incluindo as metalo-p-lactamases, destacando-se no Brasil a SPM-1,
cuja ocorréncia é endémica, com todos os casos fora do Brasil estando relacionados a
internamentos prévios no pais. Outras enzimas importantes sdo as carbapenamases,
destacando-se a Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC), que possui ampla atividade
hidrolitica contra cefalosporinas, monobactamicos e carbapenémicos.®® A enzima KPC
apresenta elevada disseminacéo global, sendo amplamente detectada em membros da ordem
Enterobacteriales, sendo menos frequente entre os bacilos Gram-negativos ndo fermentadores
(BGNNF), embora haja vérios relatos da ocorréncia desta enzima em P. aeruginosa no
mundo. A descricdo do primeiro relato dessa enzima neste microrganismo ocorreu em 2007
na Colémbia.®*Y Até o momento a sua ocorréncia em P. aeruginosa foi relatada nos seguintes

paises: nas Américas: Brasil,’® Argentina,™® México,*¥ Porto Rico,*® Trinidad e
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Tobago,*® Estados Unidos da América (EUA)" e Canad4;*® na Europa: Alemanha,®® e

Espanha;©®® na Asia: China,(21) india® e 1r4.?®

Até 0 momento, 22 variantes do gene blaxpc responsavel por codificar a enzima KPC
(KPC-2 a -23) foram descritas, sendo a KPC-2 a relatada mais frequentemente. A
disseminacdo deste gene esta relacionada principalmente ao transposon Tn4401, o qual é
transportado por plasmideos de aproximadamente 100 kb. No Brasil, todos o0s casos
detectados desta enzima em P. aeruginosa estdo relacionados a enzima KPC-2. Ainda néo
estad totalmente elucidado como este gene chegou aos BGNNF, mas sugere-se que este

fendbmeno ocorreu através da transferéncia genética com as Enterobacteriales. ¥

A grande preocupacao relacionada com a producdo da enzima KPC em cepas de P.
aeruginosa se da pela habilidade que este microrganismo tem para adquirir mecanismos de
resisténcia, além de possuir resisténcia intrinseca a alguns antimicrobianos, propiciando a

reducdo de opcBes terapéuticas para o tratamento de infeccdes por esta bactéria.®®

S&o escassos 0s estudos em que se avaliam combinacdes de farmacos contra cepas de
CRPA, incluindo o uso de carbapenémicos, o que dificulta determinar quais as melhores
opcdes terap@uticas para infecgbes por este microrganismo.?® Segundo Fritzenwanker et
al.,®” para o tratamento de infeccbes por CRPA produtoras das enzimas KPC ou GES
sensiveis a ceftazidima/avibactam (CAZ-AVI) a terapia antimicrobiana deveria ser a
combinacdo CAZ-AVI com colistina (polimixina E), enquanto que para cepas resistentes a
CAZ-AVI, deve-se utilizar a associacdo de colistina com meropenem. Segundo Karaikos et
al.,®® em estudo de revisio, os farmacos com maior eficacia para o tratamento de infecgdes
por P. aeruginosa na Europa, foram a colistina e a CAZ-AVI respectivamente. Além disso,
também é demonstrado, que os estudos tém sido falhos em apontar qual a melhor terapia para
o tratamento de infeccbes por CRPA, demonstrando que hd uma pequena vantagem da

monoterapia com colistina em comparagdo com a terapia combinada de colistina com outra



49

droga anti-Pseudomonas. Outro ponto importante demonstrado é que a implantacdo do
ceftolozano-tazobactam como terapia de escolha para o tratamento de CRPA é uma excelente

opcao podendo ser associados com colistina, fosfomicina e plazomicina.

Diante do exposto, 0 objetivo desta revisdo foi avaliar a ocorréncia do gene blakpc em

isolados clinicos de P. aeruginosa no Brasil.

MATERIAL E METODOS

A revisao sistematica da literatura foi realizada no periodo de fevereiro e junho de
2020 utilizando as bases de dados on-line: Biblioteca Virtual em Saude - BVS, Scientific
Eletronic Library Online (SciELO) e U.S. National Library of Medicine and the National
Institutes Health (PubMed). Foram utilizados os seguintes descritores, em portugués: blakpc,
KPC, Pseudomonas aeruginosa e Brasil; e em inglés: blakpec, KPC, Pseudomonas aeruginosa
e Brazil. Foram utilizados os intercessores “E” ¢ “AND”.

Para a pesquisa dos artigos foi utilizado como critérios de inclusdo: artigos que
relacionassem o tema deteccdo do gene blakpc em P. aeruginosa no Brasil, artigos que
tivessem sido publicados a partir do ano de 2012, ano do primeiro relato do gene blakec neste
microrganismo no Brasil e artigos publicados apenas em inglés, portugués ou espanhol.
Através deste procedimento de busca, foram identificadas, inicialmente, 30 publicacdes

potencialmente elegiveis para inclusdo nesta revisao.

RESULTADOS

No total foram encontrados 30 artigos resultantes da busca, conforme os descritores

utilizados, nas bases de dados pesquisadas. Apds a andlise inicial, que avaliou a possivel

duplicidade de artigos nas diferentes bases de dados, dois artigos foram excluidos.
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Posteriormente foram avaliados os titulos e os resumos, 15 artigos foram excluidos por ndo se
adequarem a temética. Apos esta etapa, 13 estudos preenchiam os critérios de incluséo e
passaram para a proxima etapa onde os artigos foram lidos na integra, como pode ser
observada no fluxograma, figura 1. A tabela 1 apresenta os principais resultados encontrados

nestes estudos.

Apo0s a leitura dos 13 artigos na integra foi visto que nos estudos foi investigada a
presenca do gene blakec em 566 isolados clinicos de P. aeruginosa no Brasil, sendo
encontradas 86 (15,2%) amostras positivas. Pernambuco foi o estado com maior nimero de

artigos e amostras positivas respectivamente, 38,5% (513), 65,1% (56/86) grafico 1.

DISCUSSAO

Nordmann & Poirel®® avaliaram em um estudo de revisdo relacionado a epidemiologia e
o0 diagnostico da resisténcia aos carbapenémicos em bactérias Gram-negativas e observaram a
prevaléncia de 64,6% de cepas de CRPA na América Latina, sendo as amostras mais

prevalentes provenientes de culturas de secrecdo traqueal e de ITUs.

Estudos descritivos realizados no periodo de 2012 a 2020 no Brasil avaliaram P.
aeruginosa como agente etioldgico de IRAS em diversos estados brasileiros, descrevendo
varios sitios de infeccdo com padrbes diversos de susceptibilidade aos carbapenémicos.
Jacomé et al.,®analisaram dados de pacientes oncoldgicos de um hospital piblico de Recife,
Pernambuco, descreveram uma maior frequéncia dos isolados em secrecdo traqueal 41%,
sangue 22% e 10% em urina e ponta de cateter e com uma frequéncia de 53% de resisténcia

aos carbapenémicos.
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O estudo de Campana et al.,“Yrealizado no Estado de S&o Paulo apontou 100% e 80% de
resisténcia ao imipenem e meropenem, respectivamente, entre 25 isolados de CRPA. Destas,
56% (14/25) eram amostras do trato respiratdrio. Dados similares foram obtidos no estudo de
Ribeiro et al.,*? em que foi observado 100 % (42/42) de resisténcia aos carbapenémicos no
estado do Maranh&o. Cabe ressaltar que em nenhum destes dois estudos foi detectada a
ocorréncia do gene blakec entre os isolados de P. aeruginosa analisados. Federico &
Furtado® avaliaram tendéncias e o impacto imediato e tardio do consumo de
antimicrobianos em Acinetobacter spp. resistentes aos carbapenémicos (CRASs), P.
aeruginosa resistentes aos carbapenémicos (CRPA) e Kilebsiella spp. resistentes aos
carbapenémicos (CRKSs), através de um estudo ecolégico em um hospital de ensino de Séo
Paulo, no periodo de 2007 a 2016. Foi constatado que os carbapenémicos eram o0s
antimicrobianos mais prescritos e consequentemente induziram o aumento da resisténcia entre
estes microrganismos. Entre amostras de CRPA, as mais prevalentes foram oriundas de

sangue, 60,3%, e secrecdo traqueal, 48,6%.

Santos et al., ' avaliaram as tendéncias epidemioldgicas e de resisténcia aos
antimicrobianos em isolados clinicos de P. aeruginosa do Rio de janeiro ao longo dos anos
1995-2015, detectando um aumento significativo da resisténcia aos carbapenémicos, que
variou de 4,5% a 94,1%. No periodo de janeiro de 2013 a dezembro de 2015, De Paula &
Costa® analisaram 3.255 isolados bacterianos provenientes de espécimes clinicos (liquido
abdominal, osso, ponta de cateter, pele, secrecdo de ferida operatoria, sangue, secrecao
traqueal e urina) obtidos de pacientes internalizados no Hospital das Clinicas de Goiana,
Goias. Destes isolados, 283 correspondiam a bacilos Gram-negativos produtores de
carbapenemases, sendo 21,6% (63283), os isolados de P. aeruginosa, nos quais foi observada
maior positividade bacteriana nas amostras de secrecdo traqueal, embora ndo tenha sido

avaliada a presenca de genes relacionados a resisténcia aos carbapenémicos nestes isolados.
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Enquanto isso, Lima et al.,®® avaliaram a ocorréncia de elevada producio de enzimas
carbapenemases em estudo realizado em Recife, Pernambuco, realizado com 65 isolados de P.
aeruginosa, provenientes de dois hospitais publicos, descrevendo uma frequéncia de 63,1%
(41/65) portando o gene blakpc, em amostras de pacientes com diversas infe¢cdes provenientes
de secrecdo traqueal 36%, 17% urina e 11% liquido cefalorraquidiano, por outro lado,
Furtado et al.,*® analisaram em Belém, Para, no periodo 2012 a 201619 isolados de P.
aeruginosa provenientes de amostras de hemocultura, e todos apresentam perfil de

sensibilidade aos carbapenémicos.

A maioria dos estudos que compuseram esta reviséo se limitaram a detectar a ocorréncia
do gene blakpc 122930343539 Embora seja importante detectar a ocorréncia do gene, é
fundamental compreender como ocorre sua disseminacgéo, o tipo de clone envolvido, bem

como o tipo de plasmideo vetor.

Cavalcanti et al.,®® descreveram a disseminacdo do gene blakec em dois isolados
pertencentes ao clone ST235 e um isolado do clone ST244. Dados similares foram relatados
por Petroli et al.,®® que relataram a ocorréncia do gene blakpc em um isolado do clone ST235.
Interessantemente, esta cepa foi isolada de ITU em 2008, muito antes da publicacdo do
primeiro relato deste gene em P. aeruginosa no Brasil, que ocorreu em 2012. O clone ST235
foi primeiramente detectado em isolados na Colémbia e esta relacionado com cepas com
elevado indice de resisténcia aos antimicrobianos. Diferindo desses achados, Santos et al.,1%
relataram a disseminacdo do gene blakec em trés isolados pertencentes ao clone ST1560 e

dois isolados pertencendo ao clone ST1944.

Carrara-Marroni et al.,®”) descreveram a localizacdo do gene blakec em quatro isolados
de CRPA, estando o gene localizado no cromossomo de trés isolados e nos plasmideos no
guarto isolado. Porém, eles ndo caracterizaram o tipo de plasmideo no qual o gene estava

inserido. Galetti et al.,®® caracterizou um novo pequeno plasmideo carreando o gene blakec,
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denominado pBH6, em uma cepa de CRPA pertencente ao clone ST244. Santos et al.;®?
analisaram o genoma de uma CRPA pertencente a diferente clone ST2584, o qual havia sido
recentemente descrito. Além disso, eles detectaram que o gene blakpc estava inserido em um
plasmideo do tipo IncQl. Em outro estudo Galetti et al.,®® caracterizaram um novo
plasmideo carreando o gene blakpc, onde descreveram a presenca do plasmideo pBH6
previamente descrito associado com varios genes de bacteriéfagos em uma cepa de CRPA

pertencente ao clone ST381.

O aumento do nimero de casos de IRAS ocasionadas por cepas de CRPA no Brasil e no
mundo é um grave problema de salde publica, sendo necessario avaliar o mecanismo de
resisténcia envolvido no desenvolvimento desta resisténcia, além de haver a necessidade do
uso racional dos antimicrobianos visando o menor tempo de internamento dos pacientes e

consequentemente a menor ocorréncia de desenvolvimento de cepas CRPA.

CONCLUSAO

Diante dos dados sobre a disseminacéo do gene blakec no Brasil e o impacto ocasionado por
infeccBes por CRPA portadoras deste gene, fica clara a necessidade de se investigar em todas
as regides do pais a ocorréncia destes genes neste microrganismo, bem como avaliar o
ambiente genético em que ele esta inserido para compreender a sua dindmica de disseminacao
e desta forma interromper a sua cadeia de transmissdo. Além disso, é fundamental a adog&o de
medidas de prevencédo de IRAS, o uso racional dos antimicrobianos com objetivo de reduzir o
tempo de intermanto dos pacientes, principalmente nas UTIs para evitar a ocorréncia e

disseminacéo de cepas de CRPA no ambiente hospitalar.
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Gréfico 1. Dados sobre o nimero de publicagdes sobre ocorréncia do gene blakec em isolados
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RESUMO

Cepas de P. aeruginosa resistentes aos carbapenémicos (CRPA) tém se tornado um sério
problema de saude publica, limitando as opcGes terapéuticas a formacgdo de biofilme agrava
esse problema. Nesse contexto, o presente estudo teve como objetivo avaliar a ocorréncia de
B-lactamases e genes de quorum sensing (QS) em isolados de CRPA, analisar a producéao de
biofilme, pesquisar a resposta do CRPA frente a monoterapia com meropenem (MPM) ou
polimixina B (POL B) e sua associagdo com azitromicina (AZT) usando pontos quanticos
(QDs) e analise protedmica. Seis isolados de CRPA foram analisados neste estudo. A busca
dos genes das B-lactamases (blakec, blaspm-1, blaive € blaviv) € QS (lasl, lasR, rhll e rhIR) foi
realizada por meio de PCRs especificas e testados para producdo de biofilme por técnica
quantitativa. Um isolado de CRPA, contendo o gene blakec e produtor de biofilme, foi
selecionado para avaliar sua resposta a terapia usando QDs conjugados a MPM como sonda e
0 MS pela técnica de dessorcdo a laser assistida por matriz / tempo de voo de ionizacao
(MALDI-TOF) para avaliar a expressao de proteinas. O tnico gene de [3-lactamase detectado
nos isolados foi o blakec em 66,7% dos isolados. Todos os isolados foram produtores de
biofilme e portadores dos genes QS. Os conjugados QDs-MPM desencadearam a formacéo de
biofilme pelo isolado e a associagdo com AZT inibiu esse efeito. A analise protedmica
mostrou que os tratamentos com MPM ou POL B suprimiram a expressdo da proteina
transglicosilase, enquanto a terapia combinada com AZT resultou na expressao da proteina
RpoN. Assim, este estudo mostra que o uso da fluorescéncia combinada com a analise
protedbmica foi promissor para entender como uma cepa de CRPA reage ao tratamento

antimicrobiano.

Palavras-chaves: biofilme, resisténcia a drogas, fluorescéncia, RpoN, transglicosilase.
Pontos chaves

Compreender os mecanismos de toleréncia bacteriana aos antibioticos

Impacto da viruléncia na resisténcia bacteriana

Associacao de ferramentas para estudar viruléncia e resisténcia bacteriana
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1. INTRODUCAO

Pseudomonas aeruginosa € um microrganismo ubiquo, capaz de se adaptar a diversos
ambientes e adquirir diversos mecanismos de resisténcia, causando diversos tipos de
infecgBes, principalmente em pacientes imunossuprimidos ou com comorbidades. Além disso,
0 uso indiscriminado de antimicrobianos para o tratamento de infecches por esse
microrganismo selecionou e disseminou clones de P. aeruginosa de alto risco multirresistente
(MDR) ou extensivamente resistente (XDR). Esses sdo problemas criticos de saude publica
devido a limitacdo de tratamentos eficazes e seguros, sendo a combinacdo de polimixina B
(POL B) com outro antimicrobiano uma das poucas op¢des terapéuticas possiveis (Doi, 2019;
Horcajada et al., 2019; Montero et al., 2019).

Além disso, os antibidticos carbapenémicos sdo uma classe de antimicrobianos -
lactdmicos amplamente utilizados para tratar infec¢des por bactérias gram-negativas, atuando
na inibicdo da sintese da parede celular bacteriana, por meio da ligacdo as proteinas de ligacao
a penicilina (PBPs), sendo meropenem (MPM) mais eficaz do que imipenem contra cepas de
P. aeruginosa. Outra vantagem desses antimicrobianos é a estabilidade contra um amplo
espectro de enzimas B-lactamase (ESBL), embora sejam hidrolisadas pela enzima Klebsiella
pneumoniae carbapenemase (KPC), que possui maior poder hidrolitico. Devido ao surgimento
de cepas de P. aeruginosa resistente a carbapenem (CRPA), tem havido uma limitacdo das
opcOes terapéuticas, sugerindo o uso de combinacdes de antimicrobianos contra essas cepas,
que podem incluir 0 uso de P-lactamamicos com inibidores de [B-lactamase, polimixinas,
aminoglicosideos e até mesmo o uso de meropenem (Horcajada et al., 2019; Montero et al.,
2019; Patrier & Timsit 2019).

Além disso, a capacidade dos microrganismos de desenvolver resisténcia aos

antimicrobianos, sua capacidade de formar biofilmes permite o desenvolvimento de infecg¢bes
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graves com alta morbimortalidade. Biofilmes s&o comunidades estruturadas de
microrganismos circundadas por uma matriz extracelular (EM) aderida a superficies abioticas
ou bioldgicas, que favorecem a sobrevivéncia dos microrganismos, principalmente em
ambientes hostis. Além disso, o biofilme protege as células bacterianas do sistema
imunolégico do hospedeiro. Aumenta a tolerdncia a terapia antimicrobiana, pois impede a
penetracdo da maioria dos antimicrobianos no ME, o que requer doses maiores que Sao
praticamente impossiveis de atingir in vivo devido a sua toxicidade inerente (Kamali et al.,
2020; Lima et al., 2018; Maurice et al., 2018; Wu et al., 2015).0 tratamento de biofilmes
requer um melhor entendimento dos mecanismos de acdo de cada antimicrobiano,
principalmente sua capacidade de atravessar o EM. Os B-lactamicos sé&o os medicamentos de
escolha para tratar infeccGes causadas por isolados MDR de P. aeruginosa, enquanto as
polimixinas sdo a Ultima opcdo terapéutica para isolados XDR. Porém, ambos ndo sdo
eficazes para taravessar a EM, portanto ndo sendo opgdes ideais para infecgdes associadas ao
biofilme. A terapia combinada com azitromicina (AZT) pode contornar esse problema, uma
vez que essa droga desregula o quorum sensing de bacteriano (QS) e reduz a formacdo de
biofilme. Esses efeitos aumentam a penetracdo de B-lactdmicos e polimixinas na EM,
tornando-os mais eficazes contra os microrganismos (Brackman et al., 2011; Wu et al., 2015;
Xu et al., 2015).

Para entender como essas bactérias respondem aos antimicrobianos, ferramentas
nanotecnoldgicas, como pontos quanticos (QDs), tém sido utilizadas (Li et al., 2020; Luo et
al., 2011). Os QDs sdo nanocristais semicondutores fluorescentes que possuem propriedades
Unicas, como alta resisténcia a fotodegradacdo e superficie ativa para conjugacdo com
moléculas, como proteinas e drogas. Consequentemente, a conjugacdo de QDs a drogas pode
ser usada para avaliar o efeito dessas drogas em células bacterianas usando uma Unica

nanossonda (Kumar et al., 2014).
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Outra ferramenta promissora para avaliar as alteracGes proteicas de microrganismos
em resposta a antimicrobianos € a espectrometria de massa por tempo de voo de dessor¢do /
ionizacdo a laser assistido por matriz (MALDI-TOF MS). O uso de MALDI-TOF MS tornou-
se uma excelente ferramenta para identificar microbianos. Além disso, tem um alto potencial
para conduzir uma investigacdo rapida de resisténcia antimicrobiana. Essa ferramenta gera
espectros, nos quais proteinas ribossomais aparecem com massa molecular variando de 2 a 20
kDa, 0 que pode ser uma vantagem, pois podem ser utilizadas como biomarcadores. A
identificacdo de microrganismos, bem como a analise de resisténcia antimicrobiana pela
técnica de MALDI-TOF MS, ocorre por meio da comparacao dos espectros adquiridos com
espectros de referéncia incluidos no banco de dados de microrganismos de colegdes de
culturas de todo o mundo (Roberto et al. ., 2020).

Portanto, o presente estudo teve como objetivo avaliar a ocorréncia de f-lactamases e
genes quorum sensing (QS) em isolados de CRPA, analisar a producdo fenotipica de biofilme.
Além disso, avaliamos a resposta de uma cepa clinica de CRPA portadora do gene blakpc e
produtora de biofilme contra monoterapia com MPM ou POL B e sua associa¢do com AZT

usando QDs e a analise MALDI-TOF MS.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 ldentificacéo e teste de sensibilidade antimicrobiana (TSA)

Os isolados analisados neste estudo foram identificadas e tiveram testes de
sensibilidade antimicrobiana (TSA) avaliados pelo sistema automatizado BD Phoenix ™, ¢ a
tobramicina foi realizada por meio de microdiluicdo em caldo TSB (Triptona Soja) (CLSI,
2016). Seis cepas de P. aeruginosa CRPA foram incluidas no estudo. Os isolados foram
armazenados a -20 °C no Laboratdrio de Bacteriologia e Biologia Molecular da Universidade
Federal de Pernambuco. Os isolados congelados foram reativados em caldo BHI (infuséo de

coragdo e cérebro) e incubados por 24 h a 37 °C, sendo entdo semeados com &gar cetrimida
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para avaliacdo da pureza da cultura e incubados por 24 h a 37 °C. Esses microrganismos

foram provenientes de amostras de secre¢édo traqueal, sangue e urina.

2.2 Ensaio da Producéo de Biofilme

Os seis isolados foram avaliados fenotipicamente para produgdo de biofilme utilizando
a técnica descrita por Stepanovic et al., 2000, com modificacdes. Resumidamente, 50 g. Lt de
sacarose foram adicionados ao caldo de infusdo de cérebro e coracdo (BHI) (Lima et al.,
2018). A categorizacdo da producdo do biofilme foi realizada de acordo com a biomassa
aderida ao fundo da placa de acordo com os valores das densidades Opticas lidas a 570 nm. O
caldo BHI foi utilizado como controle negativo (CN) e a cepa P. aeruginosa PAQO1 foi
utilizada como controle positivo (CP), uma vez que esta cepa é recomendada como controle
positivo para ensaios de biofilme. Os isolados de P. aeruginosa foram cultivados em caldo
BHI por 24 horas a 37 °C. Em seguida, 200 puL das suspensdes bacterianas foram aplicadas
em placas de poliestireno contendo 96 pocos de fundo plano para microtitulagdo, em
triplicata. As placas foram entdo incubadas a 37 °C durante 24 horas. Ap0s esse periodo, as
suspensdes bacterianas foram removidas e cada pogo foi lavado por trés vezes com 250 pL de
solucao fisioldgica (0,9% NaCl) estéril. Posteriormente, foi realizada a fixagdo com 200 pL
de metanol P.A. por 15 minutos. O metanol foi removido, as placas foram deixadas em
temperatura ambiente a 28°C + 2°C para secar e foram coradas com 200 pL de solugdo de
cristal violeta durante cinco minutos. A seguir, as placas foram lavadas com agua corrente e
secas em temperatura ambiente a 28°C = 2°C. Apds este processo, foi realizada a leitura da
absorbancia em leitor de ELISA (BioRad, modelo 550), em comprimento de onda de 570 nm
e as amostras foram classificadas segundo Stepanovi¢ e colaboradores (2000). O valor das
densidades oOticas para cada isolado (DO;) foi obtido pela média dos trés pogos, sendo este
valor comparado com a densidade Otica do controle negativo (DOc). Os isolados foram
classificados em quatro categorias de acordo com a média das DOs (densidades oticas)
relacionada com os resultados obtidos para a DOc. As categorias foram baseadas nos
seguintes critérios: ndo aderente: DO; < DOc; fracamente aderente (+): DOc < DO; < 2 x
DOc; moderadamente aderente (++): 2 x DOc < DOi < 4 x DOc ou fortemente aderente
(+++): 4x DOc < DO.

2.3 Extracéo e quantificagdo de DNA
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Foi realizada a extracdo do DNA total dos seis isolados de CRPA. A extracao foi feita
utilizando o kit de extracdo de DNA Brazol (LGC Biotecnologia) de acordo com o protocolo
fornecido pelo fabricante, e a dosagem do DNA foi realizada por espectrofotometria

(Ultraspec 3000; Pharmacia Biotech) no comprimento de onda 260-280 nm.

2.4 Detecciao dos genes de MBL (blaspm-1, blaivpe, blavim) € 0 blakec

Visando elucidar o mecanismo de resisténcia aos B-lactdmicos nas cepas pesquisadas,
foi realizada a pesquisa dos genes das MBLs e o blakpc utilizando primers especificos, tabela
1 (YIGIT etal., 2001; GALES et al., 2003; DONG et al., 2008). Para cada reacdo de PCR, foi
adicionado um controle negativo, consistindo de componentes da reacdo sem adi¢cdo de DNA,
e cepas de controle positivo para os genes: blaspm-1 (P. aeruginosa 48- 1997A), blame (P.
aeruginosa PSA319) e blaviv (P. aeruginosa VIM-1) fornecidas pelo Laboratério Alerta da
Universidade Federal de S&o Paulo (UNIFESP) e o blakpc (P. aeruginosa P22A) oriunda da
colecdo de cultura do Laboratério de Bacteriologia e Biologia Molecular, Departamento de

Medicina Tropical, Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).
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. s s Annealing Number of
Gene Primer Sequence (5’ - 3’) temperature (°C) cycles References

blakpc KPC-12 TGTCACTGTATCGCCGTC 63.0 35 Yigit et al. (2001)
KPC-1b CTCAGTGCTCTACAGAAAACC

blaspm-1 SPM-1F CCTACAATCTAACGGCGACC 55.3 30 Gales et al. (2003)
SPM-1R TCGCCGTGTCCAGGTATAAC

blaimp IMP-F GGAATAGAGTGGCTTAATTCTC 50.6 30 Dong et al. (2008)
IMP-R GTGATGCGTCYCCAAYTTCACT

blavim VIM-F CAGATTGCCGATGGTGTTTGG 56.8 30 Dong et al. (2008)
VIM-R AGGTGGGCCATTCAGCCAGA

lasR lasR-F AAGTGGAAAATTGGAGTGGAG 52 30 Zhu et al. (2004);
lasR-R GTAGTTGCCGACGACGATGAAG Tingpej et al. (2007)

lasl lasl-F CGTGCTCAAGTGTTCAAGG 52 30 Zhu et al. (2004);
lasl-R TACAGTCGGAAAAGCCCAG Tingpej et al. (2007)

rhiR rhiR-F TGCATTTTATCGATCAGGGC 52 30 Zhu et al. (2004);
rhiR-R CACTTCCTTTTCCAGGACG Tingpej et al. (2007)

rhll rhll-F TTCATCCTCCTTTAGTCTTCCC 52 30 Zhu et al. (2004);
rhll-R TTCCAGCGATTCAGAGAGC Tingpej et al. (2007)

Tabela 1. Primers usados na detec¢@o dos genes de p-lactamases e do QS genes.
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2.5 Sintese de CdTe QDs e Conjugacéo de QDs a0 meropenem

A sintese de QDs e a conjugacdo de QDs ao meropenem foram realizadas seguindo os
protocolos previamente descritos por Cabral Filho et al., 2016, e Silva Junior et al., 2020. Em
seguida, foi selecionado aleatoriamente um isolado de CRPA P. aeruginosa (JX05) carreando
0 gene blakpc e produtor de biofilme para ser incubado com o conjugado QDs-MPM para
avaliar, por microscopia de fluorescéncia, o efeito da associacdo com o AZT nas células

bacterianas.

2.6 Indculo bacteriano e marcacdo com o conjugado QDs-MPM

Para confirmar a pureza do ino6culo, o isolado clinico de P. aeruginosa JX05 foi
cultivado em &gar Cetrimide, e col6nias unicas foram inoculadas em 2 mL de caldo Luria
Bertani (LB) e incubadas a 37 °C por 24 h. Para as experiéncias de marcacgdo, o indculo foi
ajustado para escala 0,5 de McFarland. Antes dos experimentos de marcacdo bacteriana, 0s
grupos carboxila ativados restantes dos conjugados QDs (500 uL) foram bloqueados com 25
uL de base Tris (15 mg.mL™), de acordo com (Cabral Filho et al., 2016; Silva Jinior et al. ,
2020).

2.7 Efeitos dos conjugados de QDs no crescimento bacteriano

Para avaliar a eficacia da marcagdo bacteriana por conjugados QDs-MPM, o in6culo
(50 pL) e a suspensdo de conjugados QDs-MPM (50 pL) foram adicionados em um
microtubo de 0,5 mL. O microtubo foi mantido em agitacdo constante por 1 ha 25 °C, e ap0s
esse periodo, foram realizadas duas lavagens sucessivas por centrifugacdo do microtubo a
1.400 x g por 5 min. Em seguida, o pellet foi ressuspenso em NaCl 0,9% (p / v - doravante
denominado como solugdo salina) e observado usando um microscépio de fluorescéncia
invertido (DMI14000B) (Leica Microsystems, Alemanha) em 63 x objetiva com abertura
numérica de 1,25. A fluorescéncia dos conjugados foi observada usando os filtros de

excitacdo e passagem de banda de emisséo (BP) 560/40 nm e 645/75 nm, respectivamente.

Um segundo procedimento foi realizado para aumentar a formagdo de agregados
bacterianos na presenca de excesso de MPM. O indculo (50 pL) e a suspensdo de conjugado
QDs-MPM (50 pL) foram incubados juntos como no experimento anterior, mas um adicional
de 50 uL de MPM (1 mg. mL™?) foi adicionado ao microtubo (Silva Janior et al., 2020). O
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microtubo foi mantido sob agitacdo constante por 1 h a 25 °C. Foram usados 0S mesmos
procedimentos de lavagem e ressuspensédo descritos acima. Como controle negativo, o indculo

bacteriano sem qualquer tratamento foi avaliado e também usando apenas 0s QDs.

2.8 Efeito da associacéo dos conjugados QDs-MPM com azitromicina

Para avaliar os efeitos do rompimento do QS na agrega¢ao bacteriana, 50 uL de AZT
(1 mg. mL?) foram adicionados ao indculo previamente incubado por 1 h com 0 QDs-MPM e
0 excesso de MPM (segundo procedimento). Em seguida, o sistema foi incubado por mais 30
min a 25 °C. Ap0s esse segundo periodo de incubacdo, foram seguidos 0s mesmos
procedimentos de lavagens e ressuspensao, com solucdo salina, conforme descrito nos testes

anteriores. Estas analises foram realizadas em triplicata.

2.9 Analise protedbmica por MALDI-TOF MS

O efeito dos antibioticos na composicao proteica do isolado clinico de P. aeruginosa
JX05 foi determinado por MALDI-TOF MS. Para tanto, o indculo foi preparado conforme
descrito nos experimentos anteriores e, a seguir, tratado com MPM, POL B, AZT e sua

associacdo, conforme tabela 2. Essas analises foram realizadas em triplicata.

Os indculos foram tratados com MPM e / ou POL B e mantidos sob agitacdo constante
por 1 h a 25 °C. Para 0s grupos que também receberam AZT, apds esse primeiro periodo de
incubacéo, esse antimicrobiano foi adicionado e as amostras foram incubadas por mais 30 min
a 25 °C sob agitacdo constante. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 9.000 x g por
5 min, e o pellet foi lavado trés vezes com 50 ul de agua ultrapura. Um microlitro das
amostras foi aplicado diretamente em duplicata em uma placa de ago polido (Bruker
Daltonics, MA, EUA). Em seguida, as amostras foram cobertas com solucdo de matriz de
4cido a-ciano-4-hidroxicindmico (CHCA) (75 mg . mL™ de matriz CHCA em etanol / gua /
acetonitrila [1: 1: 1] com &cido trifluoroacético 0,03%) e secas (CORDEIRO et al., 2017).

Os espectros de massa foram adquiridos usando um espectrometro de massa MALDI-
TOF MS Autoflex 111 (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha) equipado com um laser Nd:
YAG de 1.064 nm, no modo refletor positivo e frequéncia de laser de 100 Hz. Os espectros de
MS foram adquiridos na faixa de 400-2000 m/z usando o software Flex Control (versdo 3.3,

Bruker). Os espectros foram processados no software Flex Analysis (verséo 3.3, Bruker),
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conforme (BIEMANN et al., 1992). Além disso, os espectros obtidos nos diferentes
tratamentos foram comparados entre eles por meio do software MMass versédo 5.5, uma
ferramenta Open Source Mass Spectrometry (STROHALM et al., 2010). Para comparar a lista
de picos, os dados foram processados usando as seguintes ferramentas: coleta de pico,
correcdo de linha de base e suavizacdo, de acordo com (NIEDERMEYER & STROHALM,
2012).

Posteriormente, os ions parentais selecionados foram fragmentados usando o modo
LIFT. As sequéncias foram comparadas com o banco de dados de proteinas do National
Center for Biotechnology Information (NCBI, MD, EUA), BioPep (IWANIAK et al., 2016) e
UniProt (BATEMAN, 2019).

Tabela 2. Grupos experimentais usados para analises protebmicas. Os antibidticos foram
dissolvidos a 1 mg. mL%,

Grupos Tratamentos
1 50 pL of the inoculum without any treatment (negative control)
2 50 pL of the inoculum + 50 puL of AZT
3 50 puL of the inoculum + 50 uL of MPM
4 50 pL of the inoculum + 50 pL of POL B
5 50 puL of the inoculum + 50 uL of MPM and 50 pL of AZT
6 50 pL of the inoculum + 50 uL of POL B and 50 pL of AZT
7 50 pL of the inoculum + 50 puL of MPM, 50 uL of POL B, and 50 uL of

AZT

3. RESULTADOSS
3.1 Origem dos isolados

Foram avaliados os seis isolados de CRPA de amostras de secre¢do traqueal, sangue e
urina, sendo a amostra mais frequente a secrecdo traqueal com 66,7% (4/6), conforme pode

ser observado na Tabela 3.

3.2 Deteccéo de biofilme
Os seis isolados estudados foram produtores de biofilme, além disso, todos foram

classificados como fortemente aderentes conforme demonstrado na tabela 3.
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3.3 Deteccio de genes do QS MBL (blaspm-1, blaivp, blavim) € blakpc

Todos os seis isolados de CRPA exibiram os quatro genes do QS estudados (lasl, lasR,
rhll, rhiIR). Dos seis isolados de CRPA analisados neste estudo, nenhum apresentou genes
relacionados a MBL, entretanto, 66,7% (4/6) foram positivos para a presenca do gene blakec,

tabela 3.

3.4 Avaliacéo da formacéao de biofilme por conjugados QDs-MPM

As bactérias ndo tratadas ndo mostraram qualquer fluorescéncia quando excitadas usando
o filtro 560/40 nm (Fig. 1A). Apo6s incubar o isolado clinico de P. aeruginosa JX05 com o0s
conjugados QDs-MPM, raras células isoladas e pequenos agregados bacterianos
(microcolonias) marcados pelo conjugado foram observados (Fig. 1B), o que prova a
viabilidade do uso desta ferramenta. Em seguida, foi realizado um segundo experimento, no
qual o isolado clinico JX05 foi incubado com os conjugados QDs-MPM suplementados com
excesso de MPM livre. O MPM extra induziu a formacdo de grandes agregados bacterianos,
sugerindo que a formacdo de biofilme é a primeira resposta deste isolado clinico JX05 ao
estresse causado pelo MPM (Fig. 1C). Entdo, quando o tratamento com AZT foi combinado,
interrompeu a formacdo de biofilme, e apenas bactérias livres (células plancténicas) foram
vistas, demonstrando que a associacao de AZT com MPM ¢€ capaz de prejudicar a formacéo
de biofilme neste isolado clinico de CRPA (Fig. 1D).



Isolado Perfil de susceptibilidade Amostra Perfil de adeséo do biofilme LasR lasl rhIR rhll KPC SPM-1 VIM IMP
JMO01 MDR Secregéo traqueal Fortemente aderente + o+ o+ o+ - - ] ]
JMO02 MDR Secregéo traqueal Fortemente aderente + o+ o+ o+ - - ] ]
JX03 XDR Secreg#o traqueal Fortemente aderente + o+ o+ o+ o+ ; -
JIX04 XDR Sangue Fortemente aderente + + o+ o+ 4 i i i
JX05 XDR Secreg#o traqueal Fortemente aderente + o+ o+ o+ o+ ; -
JX06 XDR Urina Fortemente aderente + + o+ o+ 4 i i i

Tabela 3. Caracterizacdo  fenotipica e  genética da  producdo  de biofilme por isolados  de
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CRPA.
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Figura 1. Imagens representativas de microscopia de fluorescéncia do isolado clinico JX05.
(A) Bactéria ndo tratada; (B) Bactérias tratadas com conjugados QDs-MPM; (C) Conjugados
QDs-MPM tratados com bactérias e um excesso de MPM livre, e (D) Bactérias tratadas com
conjugado QDs-MPM e um excesso de MPM livre, combinado com AZT. Micrografias
mostram a sobreposicdo de imagens de fluorescéncia (BP 645/75 nm) e de contraste de fase.

Barra de escala: 25 pm.

3.5 Analise protebmica por MALDI-TOF MS

A andlise do MS do isolado clinico JX05 de P. aeruginosa ndo tratado (controle
negativo) mostrou varios picos com m / z entre 400.000 e 1.264.420 Da, conforme mostrado
na Figura 2A. O tratamento com AZT (tratamento 2) ndo alterou o padrdo do espectro de
massa (Figura 2B). No entanto, a analise comparativa dos espectros de massa adquiridos para
as bactérias tratadas com MPM (tratamento 3 - Figura 2C), POL B (tratamento 4), MPM +

AZT (tratamento 5), POL B + AZT (tratamento 6) e MPM + POL B + AZT (tratamento 7)
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revelou a supressdo de dois picos a 1.151,450 e 1.264,420 Da. A analise de MS / MS do pico
de 1.264,420 Da revelou a seguinte sequéncia de aminoacidos: &cido glutdmico-lisina-
treonina-prolina-glicina-prolina-valina-tirosina-glicina, que mostrou 100% de similaridade
com a proteina transglicosilase, conforme indicado por P. aeruginosa taxonomia id: 287
database (P. aeruginosa ATCC 10145), numero de acesso: EVT86745.1, tabela 4.

O espectro de massa do isolado clinico JXO05 tratado com a associacdo de MPM +
AZT (tratamento 5), POL B + AZT (tratamento 6) e MPM + POL B + AZT (tratamento 7),
um pico diferente apareceu em 972,389 Da. A andlise de MS / MS revelou a seguinte
sequéncia de aminoéacidos: glicina-metionina-arginina-acido glutdmico-metionina-lisina-
glutamina, que mostrou 100% de similaridade com a proteina RpoN (654), conforme indicado
pela taxonomia de P. aeruginosa id: 287 banco de dados (P. aeruginosa ATCC 10145),

Sequéncia de Referéncia NCBI ID WP_047150239.1, tabela 4.
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Figura 2. Efeito de antibidticos na composic¢ao proteica do isolado de P. aeruginosa JX05 obtido

por espectrometria de massa MALDI TOF. Em (A) apenas a cepa bacteriana P. aeruginosa JX05;

(B) P. aeruginosa apds tratamento com AZT e (C) P. aeruginosa apds tratamento com MPM. arb.

unidades sdo unidades arbitrarias.
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Tabela 4. Anélise de expressdo (+) e supressdo (-) de proteinas transglicosilase e RpoN
contra diferentes tratamentos antimicrobianos em isolado de P. aeruginosa JX05 por MALDI-TOF
MS.

Traatamentos 1 2 3 4 5 6 7
Proteinas
Transglicosilase + + - - - - -
RpoN - - - - + + +
4. DISCUSSAO

A maioria dos isolados de CRPA analisados neste estudo foram obtidos de amostras
de secrecdo traqueal, dados que corroboram os achados descritos na literatura que traz esta P.
aeruginosa como um dos principais microrganismos relacionados as infeccbes do trato
respiratdrio inferior (Goncalvez et al., 2017; Lima et al., 2018).

Neste estudo, o teste fenotipico utilizado para analisar a formacdo de biofilme por
isolados de CRPA demonstrou a producdo de biofilme por todos os isolados, que foram
classificados como fortes produtores. Corroborando outros estudos que utilizaram a mesma
técnica para analisar a producdo de biofilme por este mesmo microrganismo, obtendo alta
producdo de biofilme entre os isolados analisados (Perez, Machado, Barth 2013;
Kirmusaoglu, Yurdugiil 2017; Lima et al., 2017; Lima et al., 2018).

A formacdo do biofilme é um processo multifatorial e € regulado por diferentes genes
relacionados ao QS (Lima et al., 2018). A presenca de genes QS associados a deteccdo da
formagéo de biofilme pelos isolados pode auxiliar na avaliacdo da regulacdo da expresséo
desses genes. Neste estudo, foi encontrada a presenca de genes QS em todos os isolados de
CRPA analisados, corroborando os dados obtidos em outros estudos que detectaram alta

ocorréncia dos mesmos (Perez et al., 2013; Lima et al., 2017; Lima et al. , 2018).
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Diferentes enzimas podem estar relacionadas ao desenvolvimento de resisténcia entre
isolados de CRPA, neste estudo foi encontrada alta ocorréncia do gene blakec entre os
isolados analisados, dados que corroboram os resultados obtidos em outros estudos (Jacomé
et al., 2016; Scavuzzi et al., 2019).

O aumento de bactérias resistentes ao MPM € um sério problema de saude publica,
mesmo que altas doses de MPM ainda sejam eficazes contra bactérias plancténicas. Poréem, a
formacdo do biofilme dificulta a agdo desse antimicrobiano no microrganismo (Song et al.,
2019). Neste estudo, o isolado clinico de P. aeruginosa JX05KPC-positivo respondeu ao
estresse causado pela maior concentracdo de MPM produzindo biofilme. Além disso, Perez et
al., (2012) demonstraram que isolados de P. aeruginosa produtores de metalo-p-lactamase
apresentaram maior capacidade de induzir a formacdo de biofilme, principalmente aqueles
portadores dos genes QS, sendo também observado nos isolados de CRPA neste estudo que
abrigam os genes QS e blakec.

A matriz extracelular do biofilme (EM) impede a maioria dos antibiéticos de atingir as
células bacterianas, tornando as doses terapéuticas ineficazes (Olivares et al., 2020).
Consequentemente, a liberagdo da enzima PB-lactamase KPC pelo isolado clinico de P.
aeruginosa JX05 no EM do biofilme em formacdo auxilia na tolerancia desse isolado ao
MPM, que induziu a formacdo de grandes agregados bacterianos. Este resultado demonstra o
papel que diferentes fatores de resisténcia e viruléncia desempenham na resisténcia bacteriana
(Bowler et al., 2012; Olivares et al., 2020).

Neste estudo, os QDs foram utilizados como sondas conjugadas ao MPM para avaliar
a resposta de um isolado de CRPA produtor de biofilme a diferentes terapias, o que se
mostrou uma ferramenta promissora. Corroborando os resultados obtidos por Luo et al.,
(2011), no qual, eles utilizaram QDs como sondas para avaliar o efeito do antimicrobiano

rocefin contra Escherichia coli e obtiveram bons resultados. Dados semelhantes foram
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observados no estudo de Galdiero et al., (2016) em que a atividade do peptideo
antimicrobiano indolicidina (Ind) foi avaliada usando QDs contra Staphylococcus aureus
(ATCC 6538), P. aeruginosa (ATCC 1025), E. coli (ATCC 11229) e Klebsiella pneumoniae
(ATCC 10031). Embora os estudos aqui citados mostrem os efeitos das drogas quando
conjugadas com QDs, é fundamental reforcar que todas essas combinagcfes foram testadas
contra microrganismos com alta suscetibilidade aos antimicrobianos. Difernte deste estudo,
em que é o primeiro a utilizar QDs conjugados com MPM e terapia combinada com AZT para
cepa de P. aeruginosa portador do gene blakpc e alto poder de degradacdo de agentes
antimicrobianos. A tolerancia ao MPM desse isolado clinico pode estar associada a liberacéo
da enzima B-lactamases (KPC) na matriz extracelular do biofilme formado, o que corrobora
os dados obtidos por Bowler et al., (2012).

O QD-MPM ja foi utilizado anteriormente por nosso grupo para desencadear a
formacdo de biofilme e também revelou o papel de um inibidor da bomba de efluxo, o CCCP
(carbonyl cyanide-3-chlorophenylhydrazone), em uma cepa MDR de P. aeruginosa Silva
Junior et al., (2020) analisaram um isolado clinico de P. aeruginosa (P118) carregando o gene
blaces-1 (uma B-lactamase de espectro estendido clinicamente relevante (ESBL), que hidrolisa
penicilinas e cefalosporinas de amplo espectro, mas poupa monobactdmicos e
carbapenémicos) usando os conjugados QDs-MPM. Seus resultados demonstraram que essa
sonda foi eficiente para marcar esse microrganismo, possibilitando visualizar a formacéo de
agregados bacterianos em resposta ao tratamento com MPM. Os autores também verificaram
por meio de QDs-MPM o efeito do CCCP em uma cepa de P. aeruginosa (MDR), que foi
capaz de inibir a bomba de efluxo desse microrganismo, aumentando a suscetibilidade desse
isolado (Silva Junior et al., 2020).

Aqui, também confirmamos a eficacia dos conjugados QDs-MPM na tolerancia

bacteriana aos antimicrobianos e o efeito da associacdo de drogas na cepa XDR P. aeruginosa
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(Figura 1 B-D). Até onde sabemos, este é o primeiro estudo que usou QDs-MPM em uma
cepa XDR P. aeruginosa (JX05) carregando o gene blakec, que confere resisténcia a todos 0s
B-lactamicos, incluindo carbapenémicos, e explorou a terapia de combinacdo usando AZT e
QDs -MPM.

Neste contexto, 0 AZT tem se mostrado uma alternativa eficaz para prejudicar a
adesdo e a formacdo de biofilme de P. aeruginosa em superficies abidticas (Xu et al., 2015).
Nesse sentido, com nossos resultados, nos quais o AZT foi associado aos conjugados QD-
MPM, foi comprovada a eficAcia do AZT na inibicdo do QS, evitando a formacdo de
agregados bacterianos (Figura 1D).

O exame de perfis de proteinas por analise proteébmica tornou-se uma ferramenta
importante para o estudo da resisténcia bacteriana e a compreensdo da biologia da resposta
protebmica de patdgenos é geralmente especifica para cada antibiético (Pérez-Llarena & Bou,
2016), nossos dados relacionados a a analise proteémica empregando MS mostrou que 0s
tratamentos com MPM ou POL B suprimiram a expressdo da proteina transglicosilase litica,
enguanto os tratamentos com MPM + AZT (tratamento 5), POL B + AZT (tratamento 6) e
MPM + POL B + AZT (tratamento 7) resultaram na expressao da proteina RpoN (c54).

RpoN é exigido por varios genes envolvidos em muitas fungdes, como; a producdo de
elementos extracelulares, diferentes mecanismos de resisténcia e fatores de viruléncia, que sdo
necessarios para se ajustar a uma variedade de condi¢fes ambientais (Yamano et al., 1998).
Além disso, a proteina RpoN regula genes relacionados ao QS em P. aeruginosa, reduzindo o
metabolismo celular e desencadeando a tolerancia desse microrganismo ao MPM (Viducic et
al., 2016). Outro estudo do mesmo grupo de pesquisa mostrou que a proteina RpoN promoveu
a sobrevivéncia de P. aeruginosa quando tratada com tobramicina, favorecendo a tolerancia

terapéutica (Viducic et al., 2017). Por outro lado, a inibicdo da proteina RpoN em isolados
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clinicos de P. aeruginosa reduz a viruléncia e a resisténcia dessas bactérias (M. G. Lloyd et
al., 2019; Megan G. Lloyd et al., 2017).

Além disso, de acordo com a MS, as transglicosilases liticas (LTs) foram inibidas
apos a incubagdo de celulas bacterianas com MPM ou POL B. Essas LTs séo responsaveis por
catalisar a clivagem ndo hidrolitica das estruturas de peptidoglicano da parede celular
bacteriana. Além disso, os LTs desempenham papéis importantes em diferentes vias,
incluindo (i) sintese, remodelacédo e degradacdo da parede celular; (ii) deteccdo de antibidticos
que atuam na parede celular; e (iii) expressao de mecanismos de resisténcia a antibiéticos que
atuam na parede celular por certas bactérias Gram-negativas (Dik et al., 2017).

Cavallari et al., (2013) demonstraram que as cepas mutantes de P. aeruginosa para
genes relacionados a enzima transglicosilase causam o maior nivel de resisténcia a esses
patdgenos, e a perda de transglicosilase especifica em P. aeruginosa aumentou a sensibilidade
B-lactamica, (Lamers et al., 2015) sugerindo que a enzima transglicosilase pode ser um alvo
para adjuvantes antimicrobianos.

A supressdo da mutacdo em genes que codificam LTs em P. aeruginosa aumenta a
producdo de biofilme, mecanismo capaz de compensar a auséncia dessa proteina (Lamers et
al., 2015). Isso explica a formacdo de grandes agregados bacterianos quando o isolado clinico
CRPA (JX05) foi tratado com MPM conjugado com QDs conforme observado pelas imagens
fluorescentes (Figura 1B e 1C). Observamos também a auséncia de LTs neste mesmo sistema
(tratamento 3) quando analisado pelo MS.

Da Silva Carvalho & Rodrigues Perez, (2019) demonstraram que a formacgdo de
biofilme impacta a resisténcia da P. aeruginosa a POL B por interferir na penetragdo desse
farmaco. Neste estudo, verificou-se que a associagdo entre POL B + AZT (tratamento 6) e
MPM + POL B + AZT (tratamento 7) resultou na expressao da proteina RpoN (c54), proteina

que esta envolvida na ativacdo de diferentes mecanismos de viruléncia e resisténcia neste
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microrganismo, também atuando na formag&o de biofilme e também regula a suscetibilidade
de alguns antimicrobianos incluindo carbapenémicos em P. aeruginosa (Viducic et al., 2007;
Viducic et al., 2016; Viducic et al., 2017).

Além disso, até onde sabemos, este é o primeiro estudo que utiliza MS para analise
protedmica de um isolado de CRPA, com o objetivo de compreender a tolerancia deste
microrganismo através da expressao e/ou supressao de proteinas. Essa plataforma de analise
tem se tornado cada vez mais relevante na prética clinica, permitindo a caracterizacdo
fenotipica e uma analise dindmica do comportamento dos microrganismos frente a terapia
antimicrobiana (Greco et al., 2018).

Portanto, por meio de técnicas de fluorescéncia e MS, foi possivel observar a indugao
da formacéo de biofilme a partir de um CRPA portadora da enzima KPC e a expresséo de
proteinas importantes para 0s mecanismos de viruléncia e resisténcia. Além disso, a
associacao dessas duas técnicas foi capaz de elucidar o mecanismo de tolerancia dessa cepa

de CRPA aos antimicrobianos.

5. CONCLUSAO

O isolado clinico de CRPA JXO05 portador dos genes QS e do blakpc produziu biofilme
guando tratado com excesso de MPM, e a associagdo com AZT inibiu esse mecanismo de
resisténcia. Além disso, o tratamento com MPM ou POL B inibiu a producdo da enzima LT.
Em contraste, a associacdo de POL B ou MPM com AZT, ou ambos, induziu a sintese da
proteina RpoN. Esses dados mostram que é necessario levar em consideragdo o impacto da
viruléncia bacteriana na escolha da melhor terapia para o tratamento das infeccfes, para evitar
falhas terapéuticas e o aumento da resisténcia bacteriana. QDs e MALDI-TOF MS duas
técnicas contrastantes foram aplicadas para avaliar a acdo dos antimicrobianos em uma cepa

de CPRA produtora de biofilme, acreditamos que novas pesquisas serdo capazes de abordar
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essas técnicas com potencial aplicacdo para avaliar o efeito de drogas na inibi¢do da formacéo
de biofilme de microrganismos com perspectivas de aplicabilidade na terapia contra biofilme

de bactérias resistentes e virulentas.
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RESUMO

A ocorréncia de Pseudomonas aeruginosa resistente aos carbapenémicos (CRPA)
tornou-se um sério problema de salde publica em todo o mundo, pois reduz as opcdes
terapéuticas contra esse microrganismo. O sequenciamento gendmico dos isolados foi
realizado usando a plataforma Illumina MiSeq. A montagem foi realizada usando o pipeline
A5-miseq, e a predicdo do gene foi determinada usando os pipelines RAST e Prokka. A
andlise  de MLST  foi conduzida usando a  ferramenta do  site
http://www.genomicepidemiology.org/. A andlise gendmica mostrou a presenca de um
genoma maior no isolado JX03, apresentando 6.136.978 bp, enquanto o isolado JX05 teve um
genoma com 5.607.393 bp. O resistoma revelou que os isolados abrigavam o gene blakpec em
um pequeno contig associado com ISKpn6, e ambos tinham genes relacionados & bomba de
efluxo, mutagdes no gene gyrA, genes de porina e enzimas modificadoras de
aminoglicosideos (AMES). A analise de MLST revelou que o isolado JX03 pertence ao tipo
clonal ST244, enquanto o JXO05 pertence ao ST277, clone epidémico brasileiro. Aqui nds
descrevemos o primeiro relato de um isolado pertencente ao clone ST277 portador do gene
blakpc sem apresentar o gene blaspm-1. Esses achados demonstram o surgimento do gene

blakpc no pais como um dos principais mecanismos de resisténcia aos carbapenémicos.

Palavras-chave: P. aeruginosa ST277; P. aeruginosa ST244; Clone; Sequenciamento
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1. Introdugéo

A ocorréncia de Pseudomonas aeruginosa resistente aos carbapenémicos (CRPA) tornou-
se um grave problema de salde, principalmente em pacientes imunocomprometidos e / ou
com doengas de base, 0 que é agravado pela reducdo das opcOes terapéuticas frente a essa
resisténcia. Por essa razdo, estudos fenotipicos e moleculares para avaliagdo dos mecanismos
presentes nas cepas de CRPA tornam necessaria a escolha de uma terapia adequada e racional

1, 2).

Entre os principais mecanismos associados a falhas no tratamento de cepas de CRPA, esta
a producdo das enzimas P-lactamases, das quais podemos destacar a producdo da enzima
Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC), uma serina carbapenemase, classe molecular A
de Ambler. Esta enzima é codificada pelo gene blakpc, sendo 0 mesmo mobilizado atraves do
transposon Tn4401, pertencente a familia Tn3 (Cuzon 2011), ha vérios relatos de KPC-2 em
P. aeruginosa no mundo (3-9), com o primeiro relato dessa enzima neste microrganismo
ocorrendo em 2006 na Coldmbia (2), enquanto no Brasil a primeira descricdo ocorreu em

2010 (6).

A disseminacdo do gene blakpc ocorre a partir de plasmideos, o que indica que houve
transferéncia genética entre enterobacteriales e bacilos ndo fermentadores, embora esse
mecanismo ndo seja totalmente compreendido (2). Uma enzima KPC tem alto poder de
degradacdo dos antibioticos B-lactdmicos, incluindo os carbapenémicos, o que reduz as

opcOes terapéuticas frente a esse microrganismo (3).

No Brasil, as enzimas mais prevalentes no CRPA sdo as metalo-p-lactamases (MfLs),
sendo a metalo-B-lactamase de S&o Paulo (SPM-1) a mais prevalente neste microrganismo,
cuja disseminacdo esta relacionada ao clone endémico de P. aeruginosa ST277, embora

também haja relatos da ocorréncia de outros MPLs, IMP (imipenemase), VIM (Verona
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metalo-p-lactamase) e NDM (Nova Delhi metalo-p-lactamase) (10). Existem poucos relatos
sobre a disseminagdo da enzima SPM-1 fora do Brasil, mas em todos os casos o paciente
adquiriu infeccdo no pais (1,4). Halat et al 2020 apontam para um comportamento esporadico
da enzima SPM-1 no pais, o que favorece a disseminacdo de outros mecanismos de resisténcia

(10).

Em termos genomicos, P. aeruginosa apresenta variacdo de tamanho em seu genoma
entre 5,5 e 7 Mbp, principalmente devido a presenga de um grande genoma acessorio, que
pode ocupar até 20% do tamanho total do genoma (8). Este genoma acessorio pode incluir
elementos transferidos horizontalmente, transposons, ilhas gendmicas, insercdo de sequéncia
e plasmideos (9). E importante por conter genes de viruléncia ou que conferem resisténcia a
antibidticos, com transferéncia lateral desses genes entre cepas, sendo responsaveis pela
emergéncia de cepas MDR, bem como por processos mutacionais (11). Assim, revelar o
contetdo genético de P. aeruginosa auxilia no entendimento de modificagdes génicas que
levam a cepas mais patogénicas e resistentes, obtidas a partir de comparagdes gendmicas entre

diferentes cepas obtidas em infecg¢des (10,11).

O objetivo deste estudo foi comparar geneticamente cepas de P. aeruginosa de isolados
clinicos de CRPA produtores do gene blakpc a partir do sequenciamento de seu genoma
completo, a fim de analisar o tipo de clone desses isolados, relacdes evolutivas e identificacao

de fatores de viruléncia e patogenicidade avaliando sua resistoma.

2. Material e Métodos

2.1 Coleta e processamento de amostra

Apresentamos aqui o sequenciamento do genoma de dois isolados clinicos de P.
aeruginosa produtores de KPC-2, P. aeruginosa (JX03 e JX05), ambos isolados de pacientes
internados em Unidades de Terapia Intensiva (UTI) em agosto e setembro de 2016,

respectivamente. Os isolados foram obtidos de amostras de secrecdo traqueal com contagens
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de coldnias acima de 1.000.000 UFC / mL. As cepas de pacientes internados em um hospital
terciario de Pernambuco, Nordeste do Brasil, foram depositadas na Cole¢do de Culturas do
Laboratorio de Bacteriologia e Biologia Molecular da Universidade Federal de Pernambuco.
Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da
Universidade Federal de Pernambuco, Brasil (CEP: 1.480.085).

2.2 ldentificacdo e teste de sensibilidade antimicrobiana (TSA)

Os isolados analisados neste estudo foram identificadas e tiveram testes de
sensibilidade antimicrobiana (TSA) avaliados pelo sistema automatizado BD Phoenix ™, ¢ a
tobramicina foi realizada por meio de microdiluicdo em caldo TSB (CLSI, 2016). Seis cepas
de P. aeruginosa CRPA foram incluidas no estudo. Os isolados foram armazenados a -20 °C
no Laboratério de Bacteriologia e Biologia Molecular da Universidade Federal de
Pernambuco. Os isolados congelados foram reativados em caldo BHI (infusdo de coracéo e
cerebro) e incubados por 24 h a 37 °C, sendo entdo semeados com agar cetrimida para
avaliacdo da pureza da cultura e incubados por 24 h a 37 °C. Esses microrganismos foram

provenientes de amostras de secrecdo traqueal, sangue e urina.

2.3 Extracéo e quantificagdo de DNA

Foi realizada a extracdo do DNA total dos seis isolados de CRPA. A extracao foi feita
utilizando o kit de extracdo de DNA Brazol (LGC Biotecnologia) de acordo com o protocolo
fornecido pelo fabricante, e a dosagem do DNA foi realizada por espectrofotometria
(Ultraspec 3000; Pharmacia Biotech) no comprimento de onda 260-280 nm.

2.4 Detecgao dos genes de MBL (blaspm-1, blaive, blavim) e 0 blakpc

Visando elucidar o mecanismo de resisténcia aos -lactdmicos nas cepas pesquisadas,
foi realizada a pesquisa dos genes das MBLs e o blakpc utilizando primers especificos, tabela
1 (YIGIT etal., 2001; GALES et al., 2003; DONG et al., 2008). Para cada reacao de PCR, foi
adicionado um controle negativo, consistindo de componentes da reacdo sem adicdo de DNA,
e cepas de controle positivo para os genes: blaspm-1 (P. aeruginosa 48- 1997A), blawe (P.
aeruginosa PSA319) e blaviv (P. aeruginosa VIM-1) fornecidas pelo Laboratério Alerta da
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Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP) e o blakec (P. aeruginosa P22A) oriunda da
colecdo de cultura do Laboratério de Bacteriologia e Biologia Molecular, Departamento de

Medicina Tropical, Universidade Federal de Pernambuco.

2.4 Sequenciamento gendémico

O DNA genbmico de dois isolados clinicos de CRPA portadores do gene blakpc
selecionados aleatoriamente foram sequenciados usando a plataforma de sequenciamento
Illumina MiSeq (Illumina Inc., EUA). O DNA foi extraido usando um kit Wizardl Genomic
DNA Purification (Promega, Franga) e a qualidade do DNA foi verificada por Qubitl. Uma
biblioteca genémica foi construida por marcagédo de transposon do Nextera XT DNA Sample
Prep Kit (Illumina Inc.) e foi sequenciada com o kit MiSeq Reagent v.2 de 500 ciclos, que
produziu 1311304 e 1141794 leituras finais emparelhadas para a amostra JX03 e JX05,
respectivamente. Os genomas completos dos dois isolados foram depositados no GenBank
com os respectivos codigos de acesso: SUB6647998 (isolado JX03) e SUB6648309 (isolado
JX05), BioProject ID: PRINA593977.

2.5 Montagem do genoma

Para a montagem dos genomas, a qualidade das leituras brutas foi avaliada por Fastqc,
que mostrou vestigios de adaptadores nextera, que foram removidos pelo programa cutadapt.
Para filtrar as leituras, o Sickle foi usado com sinalizadores de corte: qualidade > 20 (valor
phred) e comprimento 20 bp. Consequentemente, as leituras filtradas foram usadas para
montagem no pipeline Unicycler e os resultados das montagens foram avaliados pela Quast,
usando a cepa GCA_003204235.1 como referéncia.

2.6 Analise gendmica

Os genomas foram montados usando o pipeline A5-miseq (COIL, JOSPIN &
DARLING 2014), a predicdo e anotacdo dos genes foram realizadas usando RAPid
Annotation usando System Technology (RAST) v.2.0 (http://rast.nmpdr.org) e curadoria
manual usando Geneious (https://www.geneious.com) e BLASTN (ALTSCHUL et al., 1990).
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2.7 Pan-genoma

A anélise dos pan-genomas das cepas foi realizada com o Roary v3.13.0 (PAGE et al.
2015). Os arquivos .gff usados como entrada foram baixados do RefSeq / NCBI, e obtidos dos
arquivos .gbk que foram entdo convertidos, para os genomas sequenciados para este estudo,
foram usados os arquivos .gff produzidos pela PROKKA. Além disso, foi utilizado um ponto
de corte de identidade de 95%. Os ortologos resultantes foram classificados como genes
centrais, softcore, shell e nuvem de acordo com a configuracdo padrédo do software. Os genes
principais foram alinhados automaticamente com MAFFT v. 7.310 (KATOH & STANDLEY,
2013) usando o parametro -e --mafft em Roary, criando um alinhamento multi-FASTA das
sequéncias de nucleotideos de todos 0s genes principais. Este arquivo foi usado como entrada
para criar uma arvore filogenética pela inferéncia de maxima verossimilhanca pelo software
IQ-TREE (versdo 2.0.4) (NGUYEN et al. 2015), em um computador local, usando a selecdo
automética do modelo de substituicdo de nucleotideo em ModelFinder para selecionar o
modelo de substituicdo de DNA mais adequado (KALYAANAMOORTHY et al. 2017). O
suporte do n6 foi avaliado com uma inicializacdo ultrarrapida (MINH et al. 2013) usando
100.000 réplicas. A arvore de maxima verossimilhanca foi visualizada usando FigTree v1.4.3
(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/) (RAMBAUT, 2009). Além disso, a filogenia
também foi realizada com base na matriz presenca-auséncia de genes usando o IQ-TREE com
a mesma configuracdo de auto-inicializagdo. Os dados foram binarizados quanto aos critérios
de presenca e auséncia, convertidos para o formato fasta e posteriormente utilizados como
entrada no software igtree, onde foram realizadas andlises filogenéticas, foram utilizadas

10.000 repeticdes (bootstrap).

2.8 Multilocus sequence typing (MLST)

A andlise de MLST foi realizada analisando sete housekeeping genes (acsA, aroE,
guaA, mutL, nuoD, ppsA e trpE) conforme descrito por Curran et al., (2004). Sequéncias
alélicas e tipos de sequéncia (ST) foram identificados a partir do sequenciamento do genoma
total usando a ferramenta MLST em http://www.genomicepidemiology.org/ (LARSEN et al.,
2012).

2.9 Predicéo de genes de resisténcia
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A previsdo da ocorréncia de genes de resisténcia antimicrobiana foi realizada usando
ResFinder 2.1 (https://cge.cbs.dtu.dk/services/ResFinder), software Prokka
(https://github.com/ tseemann / prokka) (16) e Patric 3.5.43 (https://patricbrc.org). Apos a
montagem e previséo dos dados, o gene blakpc ndo foi encontrado na amostra JX03. Para
confirmar a presenca ou auséncia desta sequéncia em nossos dados, uma anotacédo (cut-off <e-
05) usando blast com dados de sequenciamento bruto contra todos 0s genes blakpc

depositados no NCBI foi realizada.

3. Resultados

3.1 Teste de susceptibilidade antimicrobiana (TSA)

O TSA demonstrou que os dois isolados clinicos de P. aeruginosa apresentaram alta
resisténcia antimicrobiana, sendo suscetiveis apenas a polimixina B, portanto, foram
classificados como XDR, conforme tabela 1.

Tabela 1: Descricdo do perfil de susceptibilidade antimicrobiana de P. aeruginosa

Antimicrobianos / isolados ~ JX03 JX05
Perfil de Suscetibilidade XDR XDR
Amicacina >32_R <=8_5§
Gentamicina >8R >8R
Tobramicina 8_R 16 — R
Cefepime 8_5S >16 - R
Ceftazidima 16 — | >16 — R
Imipenem >8 - R >8R
Meropenem >8R >8 - R
Piperacilina-Tazobactam 32/4-1 64/4—R
Ciprofloxacino >2 _R >2 _R
Levofloxacino >4 _R >4_R
Aztreonam 16 — | >16 - R
Polimixina B 075-S  075-S

R - Resistente, | — Intermediério, S — Sensivel
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3.2 Deteccio dso genes de MBL (blaspm-1, blaivpe, blavim) € blakec

Os isolados ndo albergavam os genes MBL pesquisados, mas ambos foram positivos
para a presenca do gene blakpc o que pode explicar a alta resisténcia aos antibioticos [-

lactamicos.

3.3 Montagem Gendmica

A montagem do genoma apresentou fragmentagdo, resultando em um elevado nimero de
contigs, porém a quantidade de genes conservados encontrados pelo BUSCO de 90% é um
fator importante para a qualidade da montagem. 6.884 e 6.543 foram previstos pelo

GeneMark, implementado na rotina Quast, para as cepas JX03 e JXO05, respectivamente,

tabela 2.

Tabela 2. Montagem Gendmica

Montagem JX03 JX05
# Contigs 1589 1697
Maior contig 40995 38746
Comprimento total 613697 5607393
8
Comprimento de referéncia | 675809 6758099
9
GC (%) 65.77 65.39
Referéncia GC (%) 66.15 66.15
N50 5307 4209
Fracdo do genoma (%) 78.650 78.933
# N's por 100 kbp 0.00 0.00
Busco completo (%) 90.54 87.16
Busco parcial (%) 4.05 4.05
# GENES PREVISTOS (UNICOS) | 6884 6543
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3.4 Multilocus in silico sequence typing (MLST)

A anélise de MLST revelou que o isolado JX03 pertence ao tipo clonal ST244,

enquanto o JX05 pertence ao ST277, clone epidémico brasileiro.

3.5. PangenomaAs analises do genoma central e do pangenoma foram realizadas para 40
isolados clinicos de P. aeruginosa ST277, disponiveis no BLAST, para avaliar a proximidade
gendmica entre estes isolados e as cepas deste estudo, principalmente p. aeruginosa JX05 que

pertence ao mesmo clone.
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Figura 1. Particdo da matriz pangenémica em compartimentos de concha, nuvem, nucleo
macio e nucleo (A, B e C).
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Figura 2. O mapa de calor descreve a combinacdo de genes acessorios individuais que sao
expressos pelos 40 isolados clinicos. O dendrograma é uma visualizagdo da distancia entre 0s
isolados com base na composi¢do do gene acessorio.

3.6 Analise gendmica e previsao de genes de resisténcia

A analise gendmica RAST v.2.0 demonstrou a presenca de um genoma maior no
isolado JX03, apresentando 6.136.978 bp, enquanto o isolado JX05 teve um genoma com
5.607.393 bp. O resistoma revelou que ambos os isolados abrigavam os genes blaKPC em um
pequeno contig associado ao ISKpn6, uma série de genes relacionados a bomba de efluxo,
bem como mutacBes no gene gyrA relacionadas a resisténcia as quinolonas, genes da porina,
especialmente OprD, que também esté associado com resisténcia a carbapenémicos e genes de
enzimas modificadoras de aminoglicosideos (AMESs), como pode ser visto na Tabela 3. O

gene blakpc associado ao isolado JX03 néo foi encontrado em nosso conjunto, mas foi isolado
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na analise molecular. Ap6s o alinhamento local usando leituras brutas deste isolado,
encontramos 34 fastq relacionados ao gene blakpec (Tabela 1 complementar), apresentando
100 a 88% de similaridade. Essas leituras foram montadas em um contig (665 bp),
apresentando alta similaridade (90%) com beta-lactamase KPC-2 (plasmideo) de Klebsiella

pneumoniae (QKT89956.1), reforgando a presenca deste gene em nossos dados sequenciados.



OXA-

PDC-

AAC(6")-

APH(3")-

Strains Acession Country | Year Source blakpc blaspm-1 50 5 rmtD e b oprD pmrA | gyrA
WH-SGI-V- T83l,
07484 NZ_LLPQO00000000 USA 2005 NA - Yes Yes yes yes - yes D378,379 | L71R | @B7N
wng?sggév NZ_LLRG00000000 | USA | 2005 NA : : Yes | yes | yes | yes yes | D378:379 | L7IR | T83l
WH-SGI-V-
07643 NZ_LLRO00000000 USA | 2005 NA - - yes | yes | yes yes yes D378,379 | L71IR | T83I
PA1088 CP015001.1 Brazil | 1997 Urine - Yes yes yes | yes - yes D378,379 | L71R | T83lI
PA11803 CP015003.1 Brazil | 2011 bloodstream - Yes yes yes | yes - yes D378,379 | L71R | T83lI
PA12117 NZ_LVXB00000000 Brazil | 2012 bloodstream - Yes yes yes | yes - yes D378,379 | L71R | T83lI
PA3448 NZ_LVWC00000000 | Brazil |2003 bloodstream - Yes yes yes - - yes D378,379 | L71R | T83lI
PA7790 CP014999.1 Brazil | 2006 | tracheal aspirate - Yes yes yes - - yes D378,379 | L71R | T83lI
PA8281 CP015002.1 Brazil | 2007 | tracheal aspirate - Yes yes yes - - yes D378,379 | L71R | T83lI
AR_0064 NZ_MPBUO00000000 NA NA NA - Yes yes yes - - yes D378,379 | L71R | T83lI
PA19 PHST01000000 Brazil | 2010 River - Yes yes yes - yes yes D378,379 | L71R | T83I
. Bloodstream T83l,
LIM4308 NZ_QJOX00000000 | Brazil | 2015 infection - Yes yes | yes | yes yes yes | D378,379 | L7IR | pooy
LIM1166 NZ_QJOZ00000000 | Brazil |2012 B'i?]‘]fgcsggﬁm - Yes yes | yes | - yes yes | D378,379 | L71R | T83I
. Bloodstream T83l,
LIM1136 NZ_QJPA00000000 | Brazil |2012 infection - yes yes | yes | yes yes yes | D378,379 | L7IR | pooy
. Bloodstream T83l,
LIM4519 NZ_QJPC00000000 Brazil | 2016 infection - yes yes yes | yes yes yes D378,379 | L71R DS7N
LIM1256 NZ_QJPD00000000 | Brazil | 2012 B'i?f]igsggﬁm - yes yes | yes | - yes yes | D378,379 | L71R | T83l
. Bloodstream T83l,
LIM1595 NZ_QJPF00000000 Brazil | 2012 infection - yes yes yes | yes yes yes D378,379 | L71R DS7N
. Bloodstream T83l,
LIM1209 NZ_QJPG00000000 Brazil | 2012 infection - - yes yes - yes yes D378,379 | L71R DS7N
NCTC13921 | NZ_UAUD00000000 K‘fﬂ”{;g%dm 2013 Throat - - yes | yes | yes - yes | D378,379 | L71R | T83I
PA151 NZ_PHSS00000000 Brazil | 2011 river - yes yes yes yes yes yes D378,379 | L71R | T83l
BWHPSA041 | AZZM01000000 USA | 2013 Bro”f:\f’:é‘éeo'ar - - Y& 1 ves | - - yes - L71R | T83I
829 NZ_NIPE00000000 USA | 2008 NA - - yes | yes - - yes - L71R | T83I
Pal242 CP022002.1 Mexico | 2014 Blood - - yes yes - - yes - L71R -
WCHPAO075019 CP028584.1 China | 2017 Human - - yes yes - - yes - L71R -
CCBH276* SRPL00000000 Brazil | 2004 Human - - yes | yes - yes yes D378,379 | L71R | T83I
CCBH3462* SRPM00000000 Brazil | 2007 Human - yes yes | yes - yes yes D378,379 | L71R | T83I
CCBH4850* SEMF00000000 Brazil | 2008 Urine - yes yes | yes | yes yes yes D378,379 | L71R | T83I
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CCBH5698* SELC00000000 Brazil | 2010 | Secretion swab - yes yes | yes | yes yes yes D378,379 | L71R | T83lI
CCBH5939* SEME00000000 Brazil | 2010 Urine - - yes | yes | yes yes yes D378,379 | L71R | T83I
CCBH18249* SELB00000000 Brazil | 2015 Urine - yes yes | yes | yes yes yes D378,379 | L71R | T83I
21BR NSNX01000009.1 Brazil | 2003 NA - - yes yes - yes yes D378,379 | L71R | T83l
205BR NSNZz00000000.1 Brazil | 2003 NA - yes yes yes - yes yes D378,379 | L71R | T83I
36BR NSNWO00000000.1 Brazil | 2003 NA - - yes yes yes yes yes D378,379 | L71R | T83l
175BR NSOB00000000.1 Brazil | 2003 NA - - yes yes | yes - yes D378,379 | L71R | T83I
W15Dec4 RXCS00000000.1 Belgium | 2001 NA - - - yes - - yes - L71R -
T3044 RXCDO00000000.1 Thailand | 2013 | Nasal mucosa - - - yes - - yes - L71R -
PA298 CP040127.1 China | 2018 Human gut - - - yes - - yes - L71R | T83I
JX03 Brazil | 2016 | Tracheal aspirate | yes* - yes yes - - yes NA L71R | T83I
JX05 Brazil | 2016 | Tracheal aspirate yes - yes | yes - yes - NA L71R | T83I
NA: uninformed; - : Absent
Table 3. Resistome of P. aeruginosa JX03 and JX05. (*) Resistance gene found on raw data but not in assembly.



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/biosample?term=%22geo_loc_name=China%22%5battr%5d

109

4. Discussao

Neste artigo, descrevemos o genoma total de dois isolados clinicos de P. aeruginosa
pertencentes a ST244 e ST277. Ressalta-se que neste estudo foi possivel detectar a perda do
gene blaspm-1 pelo clone endémico brasileiro ST277, uma vez que em relatos de descri¢éo

desse clone no Brasil e no exterior ele é responsavel pela disseminacdo do gene blaspw-1.

Em contrapartida, este € o primeiro estudo em que o clone ST277 apresenta a
coproducdo dos genes blakec, blaoxaso e blaoxass, todos associados a resisténcia a
antibidticos B-lactamicos, bem como genes de enzimas modificadoras de aminoglicosideos
(AMES) (AAC (6 ") - Ib7, APH (3") - IlIb e aadA7) e mutacdes no gene gyrA, sem a presenca

do gene blaspm-1.

Em estudos realizados no Brasil e em outros paises onde foi encontrado o clone ST277
de P. aeruginosa, o gene blaspm-1 sempre foi detectado, diferindo deste trabalho, exceto
Chaves et al., (21), em estudo no estado de S& Paulo com pacientes que receberam
transplante de medula déssea e desenvolveram infeccdo na corrente sanguinea detectaram trés
isolados pertencentes ao clone ST277, sendo que em duas dessas cepas foi detectada a
presenca do gene blaspm-16 uma delas ndo abrigava o gene, semelhante ao nosso estudo,
embora em nosso estudo o isolado do clone ST277 ndo tivesse 0 gene blaspm-1, mas abrigasse

0 gene blakpc.

No estudo de Chaves et al., (21), também foi detectado um surto de isolados de CRPA
portadores do gene blakpc, mas pertencentes a outro clone. Esses achados sdo semelhantes aos
nossos dados, diferindo do nosso trabalho apenas porque a resisténcia aos carbapenémicos em
nosso estudo esta associada a presenca do gene blakpc enquanto no estudo de Chaves et al.,

(21), a resisténcia esta associada a mutacdes nos genes da porina.
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Galetti, et. al., (2), descreveram o resistoma de um isolado clinico de P. aeruginosa
pertencente ao clone ST277 possuindo o gene blaspwm-1, além das enzimas OXA-56 e OXA-50,
AMEs entre outros genes de resisténcia, dados semelhantes a este estudo em que os isolados
também apresentaram genes OXAs e AMEs, diferindo do nosso isolado pela auséncia do gene
blasem-1. Turano, et. al., (22), descreveram a presenca de P. aeruginosa pertencente ao clone
ST277 portador do gene blaspm-1 em amostras de rios urbanos de Sdo Paulo, demonstrando a
capacidade desses isolados de se espalharem no meio ambiente, dai a importancia de inclusdo
linhagens ambientais do género Pseudomonas na arvore filogenética, uma vez que o ambiente
pode ser a fonte da infeccdo. Nascimento, et. al., (23), demonstraram a deteccdo de P.
aeruginosa pertencente ao clone ST277 portador do gene blaspm-1 em seis isolados clinicos de

Sao Paulo, diferindo assim dos achados deste estudo.

Cacci, et. al., (24), analisaram 472 ambientes de UTI e isolados clinicos em um
hospital do Rio de Janeiro e detectaram a presenca de apenas um isolado de P. aeruginosa
pertencente ao clone ST277 contendo o0 gene blaspm-1 em uma amostra do ambiente de UTI e
encontraram alguns isolados. de P. aeruginosa pertencente ao clone ST244 em isolados
clinicos e de UTI com alto perfil de resisténcia, dados semelhantes ao encontrado neste

estudo.

Diferentes estudos realizados na cidade de Recife-PE, Brasil, ao longo dos anos
mostram que a circulacdo do gene blaspm-1 diminuiu nesta regido, variando a ocorréncia de
acordo com os diversos setores do hospital. Cavalcanti et al., (25), analisando isolados
clinicos de CRPA de dois periodos distintos, constataram que em 2002/2003 houve
prevaléncia de um clone disseminando o gene blasem-1, enquanto isolados coletados entre
2008/2009 apresentaram reducdo nesta presenca do gene, sugerindo a ocorréncia de outro
mecanismo de mediacdo da resisténcia ao carbapenem nesses isolados. Jacomé et al., (5),

demonstraram a ocorréncia do gene blaspm-1 em 17,4% (6/29) de isolados de CRPA em um
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hospital terciario de Recife-PE, enquanto em 2016, Jacome et al., (3), analisando a presenca
de genes de resisténcia carbapenémica em 31 isolados clinicos de CRPA de pacientes de um
hospital oncoldgico de Recife-PE, detectou-se a presenca do gene blaspm-1 em 35,5% (11/31)
e 25,8%. (8/31) isolados possuiam o0 gene blakec, 0 que demonstra que esse mecanismo se
espalhou entre os isolados de CRPA nesta regido. Silva Janior et al., (26), analisando 100
isolados de CRPA na mesma regido, ndo detectaram a presenca dos genes blaspm-1 € blakpc
em nenhum dos isolados analisados, sendo encontrados apenas dois isolados portadores do
gene blaces. Scavuzzi et al., (7), analisando a presenca de carbapenemases em 14 isolados
clinicos de P. aeruginosa, o gene blaspm-1 ndo foi detectado mas a ocorréncia do blanpw, €
blakpc foi de 14% (2/14), 36% (5/14) blavim, 7% (1/14) blayvp-7 e blaGES. Esses resultados
em cepas de CRPA nesta regido do Brasil estdo em desacordo com outros centros hospitalares

no Sudeste do Brasil (2, 21) onde a ocorréncia do gene blaspm-1 € mais frequente.

O clone endémico de P. aeruginosa ST277 esta praticamente restrito ao Brasil, varios
estudos demonstram a disseminacao desse clone no pais (2, 21, 22, 23). Em 2016, Hopkins et.
al., (1), descreveu o0 caso de um paciente na Inglaterra infectado com P. aeruginosa
pertencente ao clone ST277 contendo o gene blaspwm-1. Ao analisar o histdrico hospitalar dessa
paciente, foi possivel verificar a aquisicdo desse microrganismo em internacdes anteriores no

Brasil.

Em relacdo ao clone ST244 de P. aeruginosa no Ird, Van Burgh et al., (27),
demonstraram a disseminacdo de diferentes genes de resisténcia: blaoxa-1o, tetA, fosA, AAC
(3"), sull, catB entre outros, dados semelhantes a nosso. No estudo espanhol de del Barrio-
Tofifio et al., (28), o clone ST244 de P. aeruginosa apresentou baixa prevaléncia de genes de
resisténcia, o que difere deste estudo, pois nosso isolado possui uma grande variedade de
genes de resisténcia, incluindo os genes blakpc, blaoxaso € APH (3 ') - I1b. No Brasil, o estudo

de Santos et. al., (29), detectaram a presenca do clone ST244 de alto risco carregando varios
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genes de resisténcia, mas como neste estudo ndo apresentou o gene blavim-2 corroborando com
este trabalho, mas diferindo pela presenga do gene blakec em nosso isolado. Em relagdo a
auséncia do gene blakec em nossa montagem, mas ndo em nossos dados de sequenciamento,
sabemos que esse tipo de problema ndo é incomum. Por exemplo, o GenBank apresenta um
grande nuimero de genomas bacterianos em draft, com a maioria deles com sequéncias
incompletas (30). Sequéncias montadas ainda podem apresentar desmontagens, induzindo as
vezes a erros de viés nos estudos, resultando em genes incompletos ou incorretamente
anotados, como anotacOes particionadas de ORFs, por exemplo (31, 32). Conforme
demonstrado aqui, uma estratégia (mesmo que as vezes leve tempo) é avaliar leituras brutas
para encontrar fragmentos semelhantes a sequéncias de genes importantes que ndo foram

montadas porque sdo curtos apds o corte ou ndo tém profundidade suficiente.

Para elucidar a ancestralidade das cepas deste estudo, a constru¢do de uma arvore
filogenética derivada da andlise de genes individuais exibe uma analise robusta da filogenia
do género (17) demonstrou que a analise concatenada é suficiente para a analise filogenética
genética. Assim, em nossa filogenia fica evidente que o isolado JX05 estd menos relacionado
as demais cepas do grupo, mesmo algumas dessas cepas pertencentes ao mesmo clone, como
é o caso das cepas CCBH4851, PA8281, PA7790, PA11803 e PA1088. Isso pode ser
conseqiiéncia da novidade dos achados neste isolado, como a coproducao dos genes blakpc,
blaoxaso e blaoxass (associados a resisténcia a B-lactamicos) e auséncia do gene blaspm.-1.
Enquanto o isolado JX03 estd associado ao isolado de P. aeruginosa (MDR) VRFPAO4
(CP008739), obtido de um paciente com ceratite, que também foi considerado resistente a
penicilinas, cefalosporinas, incluindo carbapenémicos. Embora este isolado ndo possua,
conforme descrito anteriormente, metalo-pB-lactamase, ele esta agrupado com a cepa F9670,

isolada de um paciente nos EUA (CP008873) que possui esses genes, indicando proximidade

filogenética entre as cepas. Os valores de bootstrap de cada ramo complexo do individuo
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apresentam trés ou quatro dos genes concatenados analisados, demonstrando a robustez da

analise.

Dai et al., (33), demonstraram estrutura semelhante a encontrada neste estudo
associada ao ambiente genético do gene blakpc, estruturas responsdveis por facilitar a

disseminacéo desse gene entre outros microrganismos.

Diante destes achados fica evidente a grande diversidade do genoma de P. aeruginosa
e sua capacidade de adaptar diferentes mecanismos de resisténcia para sobreviver aos
diferentes antimicrobianos empregados nas terapias, demonstrando assim a necessidade de
estudos gendbmicos para rastrear 0s mecanismos envolvidos nas resisténcias das cepas de

CRPA espalhadas mundialmente, visando terapias mais eficazes contra estes microrganismos.

5. Conclusao

A andlise dos resistomes desses isolados de CRPA mostrou a presenca do gene blakpc
em dois clones de alto risco, o clone endémico ST277 no Brasil e o clone ST244 que é
amplamente difundido em todo o mundo. Esses achados diferem dos descritos na literatura
pela auséncia dos genes das metalo-p-lactamases nesses clones e pelo surgimento do gene
blakec NO pais como um dos principais mecanismos de resisténcia carbapenémica entre 0s
isolados de CRPA. Por esse motivo, mais estudos com maior nimero de isolados precisam ser
realizados na regido para elucidar os mecanismos de resisténcia aos carbapenem presentes nos

isolados de CRPA, além de avaliar os clones que se disseminam nessa regiao.
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6 CONCLUSOES

O unico gene de B-lactamase detectado entre os isolados analisados foi o blakec em 66,7%
(4/6) dos isolados;

Todos os isolados avaliados no estudo apresentam os genes do QS e todos foram capazes de

produzir biofilme;

O tratamendo de isolado de CRPA portador dos genes QS e blakpc com excesso de MPM

induziu a formacéo de biofilme por este isolado;
A associacdo de MPM com AZT inibiu esse mecanismo de virulénciatesisténcia;

O tratamento com MPM ou POL B inibiu a producéo da enzima transglicosilase, enquanto a

terapia combinada com AZT resultou na expressdo da proteina RpoN;

Os QDs e MALDI-TOF MS mostraram-se promissoras para avaliar o efeito de drogas na
inibicdo da formacéo de biofilme de microrganismos com perspectivas de aplicabilidade na

terapia com biofilme de bactérias resistentes e virulentas;

A anélise de MLST revelou que o isolado JX03 pertence ao tipo clonal ST244, enquanto o
JX05 pertence ao ST277, clone epidémico brasileiro, o qual apresenta neste isolado um
grande diferencial em relagdo aos demais membros do clone ST277, presenca do gene blakpc

sem apresentar o gene blaspm.-1.

Concluimos, portanto que é necessario avalair o impacto das terapias antimicrobianas em
isolados multiresistentes, uma vez que a terapia pode potencializar a viruléncia do

microrganismo, o que pode impactar ainda mais na resisténcia.
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Analyses of the response of carbapenem-
resistant Pseudomonas aeruginosa agalnst
monotherapy and combined therapy

using quantum dots and proteomics
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heatih problem ard the bisfim formation aggrveess this problan. The sudy aimed
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archar pobymnin B {POL B) and Az association wih aeyheomicin (AIT) using quamium
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Q% Panas WErs Ssarch using spechc PORS and wers tesied for biofim production by
quanttaties bachniqus. & CARK isolats, ConGining Blayp. gara and bioflmeproducing,
wat mlectad 1o assesr kS maponss bo thempy using OO and the MALD-TOE The
Frlactamass debacted was Blakpe i B57% of the jsolates AL isolates wers bicfim
preducers and camiers of the 05 ganes. Q0s-MPH conjugaie: riggsrad tha farmation of
blofim and the association with AT inhibted this effect. Probaomics analysis showed
that meatmants wih MPM or POL E supprssed tha eprassion of the tensglycosylase
protmin, Whils combined therapywith AZT induced S:prassion of the Bpol protain Thus,
this skudy shome: that the use of fluorascence combined with the pretsonics analysis

Wik Promising b undarsned how a CRES strain racts bo anbimicroial teatment.
Kiay words: biofim, drug reaistanca, Tucrascencs, RpoH, mansahoontad

are critical public health problems due to the
limitation of effactive and safe treatments,

Pseudomonas oeruginosa is 3 ubiguitous
microorganism, able to adapt to diversa
envircnments and acquire different resistance
mechanisms, causing differant types of
infactions, mainly in immunesuppressad
patiants or those with co-maorbidities. Basides,
the indiscriminate use of antimicrobials to
treat infactions causad by this micreonganism
has zalacted and spread worldwide multid rug-
resistant (MDR) or extensively drug-resistant
(L0OR) B aeruginose high-risk clones. Thasze

being the combination of polymyxin B (POL
B) with ancthar antimicrobial drug ans of the
few possible therapeutic aptions (Dai 2019,
Horcajada at al 209, Montero at al. 3079).
Moreover, carbapenem antibictics are a
class of f-lactam antimicrobials widely used
to traat infactions by gram-negative bactaria,
acting in the inhibiticn of bacterial call wall
synthasis, through binding to penicillin-
binding proteins [PEPs], being mercpenam
(MPM] more effective than imipenem against
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B peruginoso strains. anothar advantage of
these antimicrobials is their stability against
3 broad-spectrum of B-lactamase enzymes
[ESBL), although they are hydrolyred by tha
enzyme Kiebsiello pneumoniae carbapenamasa
[KRC), which has greatar hydrolytic power. Due
to the emergance of strains of carbapenem-
resistant P oeruginose (CRPA), there has bean
a limitztion of therapeutic options, suppesting
the use of combinations of antimicrobials
against these strains, which may include the
use of B-lactamwith B-lactamase inhibitors,
polymyxins, aminoglycosides and even the use
of meropenem (Horcajada at al 2009, Monteno
gt al 20191

Besides, the capacity of microorganisms
to evolve resistance to antimicrobials,
thair zbility to form biofilms allows tha
development of savera infections with high
morbidity and mortality. Bioklms are structured
microorganism communities surounded by an
extracallular matrix (EM) adhered to abictic or
biclogical surfaces, which favor the surdival
of the microorganisms, espacially in hostila
environments. Also, biofilm protects bacterial
cellsfrom the host immune systam. It increases
the tolerance to antimicrobizl therapy, as it
prevents the penetration of most antmicrobial
drugs into tha EM, which reguires higher doses
that are practically impossibla to achieve in vivo
due to their inherent tomicity (Lima et al. 2008,
Maurice et al 2007, Kamiali et al. 2020).

The treatment of bioklms reguires a bettar
understanding of the mechanisms of action of
each antimicrabial, espacially its ability to cross
the Em. B-lactams are the drugs of choice to treat
infections caused by MDR B neruginpss isolates,
while polymyins ara the last therapeutic option
fior ¥DR isolates. Howaver, both are not effective
in crossing the EM, tharefore not being ideal
options for infactions assocated with biofilm.
The combinaed therapy with azithromycin

CEPh BREPONTE TO THERAFY UENG QDS AND FROTEDMITS

(AZT) can bypass this problem since this drug
dysregulates bactarial quorum sensing (05}
and reduces biofilm formation. These effects
enhance f-lactams and polymyins penetration
into the EM, making them mora effective against
the microorganisms (Brademan et al 20H, ¥u et
al. 3mE)

To understand how thesa bacteria respond
b antimicrobials, nanotechnological tools,
such as quantum dots (QDs), have bean
used {Luo et al. 2049, Li et al. 20000 O0= are
fluprescent samiconductor nanocrystals that
hawa unique properties, such as high resistance
to photodegradation and active surface for
conjugation with moleculas, such as proteins
and drugs. Consequently, the conjugation of
00s to drues cn be used to evaluate the effect
of thase drugs on bactenal cells using a single
nanaprabe (Li et al. 2020).

Another promising tool for assessing
protain changas of micToONEanisms in FESpOnse
b3 antimicrobials is mass spectrometry by
matrix-assistad laser desorption/ionization
tima-of- Rlight {MALH-TOF M5). The use of MaLDI-
TOF W& has become an excellent tool to identify
microbials. Besides, it has a high potantial for
conducting a rapid investigation of antimicrobial
resistance. This tool generates spectra, in which
ribosomal proteins appear with moleoular mass
ranging from 2 to 30 kOa, which can be an
advantapa since can be wsed as biomarkers.
The identification of microorganisms, as well 2=
the analysis of antimicrobial resistance using
the MALDE-TOF W& technigue, occwrs through the
comparison batween the acquired spactra with
reference spectra included in the microonganism
database of collections of cultures from all over
the world (Robarto et al. 20200

Therefara, the presant study aimed to
evaluate the oocurrence of B-lactamases and
quorum sansing (05) penes in CRAA isolates,
analyze tha phenotypic production of biofilm. In
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addition, we evaluated the respanse of a clinical
strain of CRR carrying the blokPC pene and
biofilm-producing against monotherapy with
MPM or POL B and its assooiation with AZT using
005 and the MALDI-TOF M5 analysis.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial isolates and Source

The bactaria analyzed in this study wera
izolated from patients admitted in a public
hospital from Racife, Pernambuco, Brazil. The
samples were provided by the bacteriology
divisicn of the hospital oear the year 20E. This
study was approved by the Human Resaarch
Ethics Committes of the Faderal University of
Parnambucao, Brasl (CEF 1580085)

%ix carbapenem-rasistant B oeruginosag
strain from spontaneous demand samples
wene included in the study. The isolates wers
stored at -20 *C in Bacteriology and Molecular
Biology Laboratory, Universidade rederal
de Pernambuca. The froren isolates wera
reactivated in brain heart infusion (841} broth
and incubated fior 24 h at 37 *C, and then seeded
cetrimide agar and incubated for 34 h at 37 *C
These isolates were diversa clinical samples.

Phenotypic biofilm detection

The six isolates were evaluated phenotypically
fior biofilm production wsing tha quantitative
technigue (Stepanovic et al. 2000), with
modifications. Briefly, 50 21" sucrose was addad
tx BHI broth {Lima et al. 2048). The cateporization
of biofilm production was performed according
to the biomass adhered to the bottom of the
plate according to the valuas of the optical
densities read at 570 nm. The EHI broth was
used as the negative control (CM) and the B
aarupinosa strain PAM was used as the positive
contral {CF) since this strain is recommended as
a positive control for bicfilm assays.

TP ELIPORES TO THEEASY LISING ODS AND: PROTEOMIS

Detection of 05 genes

Thetotal DM&oftheizolateswas extractad utilizing
the Brazol kit (LGC Biotecnologia), according to
the protoool providad by the manufacturer, After
extraction, DA quantification was parformed by
spectrophotometry (Ultraspac 3000 Pharmacia
Biotech) ower the wavelength ranga from 260 to
780 nm. Polymerasa chain reactions (FCR) ware
performed for detecting 05 genes los), [losk,
rhil, and rhlR (Lima et al. 20MB8), the primers used
ara listed in Table L The parameters used for
the amplifications of 05 panes wera 30 cydes of
denaturation at %4 =C for 1 min, annealing at 52
"C far 1 min, and axteansion at 72 "C for 1.5 min
The PCR products were stained with Blua Graen
Loading Dye | (LGC Biotecnologia - 530 Paulo),
submitted to 2% amarose pel electraphorasis,
and visualizad under U light.

Detection of MEL genes (blaspm-1, blomp,
blayim) and blakpc

To elucidate the mechanism of resistance
to B-lactams in CRPA isolates, the penas of
metallo-B-Lactamases (MELs) and bakprc ware
searched using specific primers {Jacomé et al.
3HG), also listad in Tabla | For each PCR, a
negative control was added containing all
compounds used in the reaction without DMA.
In addition, the pesitive contral strains for the
penes: blospw-1 (B oeruginosa 4B-19974), blopwp
(P peruginosa PSANS), and blovim (P seruginoso
¥Is-1) supplied by the Labaratary alart from the
Federal University of 30 Paulo (UNIFESP) and
blakPC (P peruginosa Fa2u) from the culture
collection of the Laboratory of Bacteriology
and Molecular Biology, Department of Tropical
Medicing, Federal University of Parnambuco
(UFFE)
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EP BRSPONES TO THERNY LESING 005 AMD FROTEOMICS

Tablo L Primars wsed In the detection of B-lactamases and g5 gones.

Numbsr
o Primar saquanca (= - 7} tn-mn%-c] of cyclas
B, | KPCARFCID | TGTCACTGRATCGOCGTC CTCAGTGOTCTACAGARAALT &0 3
i, | SPM-IFSPM-R | CCTACAMTCTAACGGCGACE TOGCOGTGTCCAGETATAN 553 £
GEARTAGAGTOGCTTASTICTC
big,, | IMF-FIME-R ETGATGCETCYCCARYTTCALT e A
bla_ | VIM-FVIN-R | CAGATTGOUGATGETGTTTGS AGGTGOGCCATICAGCCAGA 558 u
a5 L3Sk AAGTGGAAMATTEEAGTGGAS - w
|2sR-R GTAGTTECCGACGACGATGAAG
siF CGTGCTCAMGTGTTCAAGE
sl lastHa TACAGTIGGARAAGODCAG = A
- ThiR-F TECATTTTATCGATCAGGEE . “
iR CACTTOCTTTTCCAGGACS
. rhil- TTCATCCTCCTTTAGTCTTON o w
iR TICCAGCEATTCAGAGAGT

Synthesis of CdTe ODs and Conjugation of GDs
o meropensam

The synthests of ODs and the conjugation of QDs
to meropenem were performed following the
protocols previously describad by (Cabral Filha
et al. 2006, Silva Janior at al. 2020 Then, 3 CAAA
P oeruginosa (1535) isolate carrging the blaxpc
pene and biohlm- producing was selected to
be incubated with the ODs-MPM conjugate to
evaluate, by fluorescence microscopy, the effect
of the asociation with the AZT on the bacterial
cells.

Bacterial incculum and labeling with the ODs-
MPM conjugate

Tox corfirm the: incoulum purity, the B oeruginosg
clinical isolate [¥05 was grown on Cetrimide agar,
and single colonies were then inoculated in 2
mL of Luria Bertani (LB} broth and incubated at
37 ~C for 24 b For the labeling experiments, the
inoculum was adjusted to 0.5 Mckarland. Before
bactarial labeling expariments, tha remaining
activated carboxyl groups of the Q0s conjugates

(500 pi) were blocked wsing 25 pl Tris base (15
memL"), according to (Silva Jdnior at al. 2020),

Effect of the Q0s conjugates on the bacterial
growth

To assess the effectivenass of the bactarial
labeling by QD=-MPM conjugates, the inoculum
(50 pL) and the QDs-MPM conjugates suspension
(50 pL) were added in a 0.5-mL microtube. The
microtube was kept under constant agitation for
1hat25"C, and after this period, two successive
washes were performed by centrifuging the
microtube at 1400 =g for & min. Then, the pellat
was resuspendad in NaCl 09% (wiv - from now
on named as saline solution) and observaed
using an inwverted fluorescence microscope
(DMIO00E) (Leica Microsystems, Garmany) at
2= objactive with numerical aperture of 125 The
fluorascence of conjupates was observed using
the excitation and emission band pass (BP)
filtars =60/&0nm and 645(7% nm, raspectively
(Silva Jdnior et al. 20200

A second procedure was performed to
increase the formation of bacterial aperegates in
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the presence of an excess of MR, The inoculum
[50 pL) and the ODs-MPM conjugate sUspension
(50 pL) were incubated topether as in the
previous experiment, but an additional 50 pL
of MP% (1 memL") was added to the microtubs
[Sihwa Jonior et al. 20200, The micotube was kept
under constant agitation for 1 h at 35 *C. Thea
same washing and resuspansion procedures
described above ware usad. As a negative
controd, the bacterial inoculum without any
treatment was evaluated and also using only
bare QD=

Effect of the association of the Q0s-MPM
conjugates with azithromycin

T evaluate the effects of disrupting the Q5 on
the bacterial apgregation, 50 pL of AZT (1 mgmL")
was added to the inoculum previously incubatad
for 1 b with the QDs-MPM and the excess of
MPM (sacond procedure). Than, the systam was
incubated fior anather 30 min at 35 "C. After this
second incubation period, the same washings
and resuspension procedures, using saline
solution, were fallowed as described in the
presious tests. These analyres wers performed
in triplicate {Sibva pinior et al 2000),

Proteomic analysis by MALDI-TOF MS
The effect of antibiotics on tha protain

composition of the P eeruginosa clinical
isolate |¥05 was determined by MALDI-TOF M5

CEPA BRDPONTE TO THERAFY LISING 005 AMD FROTROMICS

For this purpose, the inoculum was prepared
& described in the previous axperiments and
then treated with MPM, POL B, AZTand their
as=ociation, as shown in Table 11 Thesa analyres
wera performed in triplicate.

The inocula were treated with MPM and/
or POL B and kept undar constant agitation for
1 h at 25 °C. For the groups that also received
AZT, after this first incubation pariod, this
antimicrabizl was added and the zamplas ware
incubated for an additional 30 min at 25 °C
under constant apitation. Then, samples were
cenfrifupad at 9,000 =g far 5 min, and the pellst
was washad threa timeas with 50 pL of ultra-pure
water. One microliter of the samples was directly
spotted in duplicate on a polished steal tarpet
plate (Bruker Daltonics, Ma, USAL Then, samples
were covered with a-cyano-4&-hydrasycinnamic
acid (CHCA) matrix solution (75 mg/mL of CHCA
matrix in ethanol 'water/acatonitrile [1:14] with
0.03% trifluoroacetic acid) and dried (Cordaino
et al. 2007).

Mass spectra were acquirad using 3 MALDI-
TOF WS Autofles 11smart bean mass spectromater
(Bruker Daltonics, Breman, Germany) equipped
with a 1,064 nm Md:¥aG lasar,in the positive
reflactor moda, and |zsar frequency of 100 Hz
M5 spectra wara acquired at 400-2000 mz
range using the Flex Control software (version
1.3, Bruker). Tha spectra ware procassed using
the Flex Analysis software (varsion 3.3, Bruker).

Tabilo n. Exparimantal groups wsod for proteomic analysos. The antibiotics wore dissolved at 1 mgme

GIups

50 oL of th Inooulum without any troatment (nogative mnimd)

50 L OF tha INoCUlUM + 50 jaL. of AZT

S oL O the Incculum « 50 pL of MFM

oy oL of the Incculum « 50 g of POL B

50 JIL OF the IDCUILEM + 50 L O MPM aNd 50 L of AZT

50 L of the Inaculusm « 50 JL of FOL B and 50 jL of AZT

= WA B e R s

50 pL of the ool + 50 L of mpM, 50 5L 0f POL B, and 50 pL of Az
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Besidas, the spectra obtzined from different
treatments were comparad among them using
the MMass softwara warsion 5.5, an Open Sourca
Mass Spectrametry Tool (Strahalm et al. 2000). To
compare the peak list, the data were procassed
using tha following tools: peak picking, basalina
correction, and smoothing, according to
[Hiedermeyar & Strohalm 20H7),

Afterward, salected parant ions wera
fragmented using LIFT mada. The saquancas
were comparad with the protein database
of the Wational Centre for Eiotechmolomy
Information (NCEI, MD, USA), BioPep (bwaniak
et al. 2M&), and WniProt (Bateman et al 2M9)

RESULTS

origin of isolates

The =ix CEPY isolates from samples of tracheal
secretion, blood and uring were avaluatad,
with the most frequent sample being tracheal
secretion with 669% (4/E), as can be seen in
Tabla lL

EP ERSPONTE TO THEENSY LISING D05 AND FROTROMISS

Biofilm detection
The six isolates studiad ware biofilm producers,

besides, all ware classifiad as strongly
adherent as demonstrated in Table 1.

Detection of 05, MBL (blaspm-1, blojmp,
blavim) and blokpe genes

All =iy CRP isolates displayed the four studied
05 penes (losl, losk, rhl), rhif). OF the six CRPA
izolates analyzed in this study, none had ganes

related to MPL, howevar, BET% (4/G) WETE
positive for the presenca of the blakec gene
Table 1.

Evaluation of biofilm formation by QDs-MPM
Conjugates

Untre:ated bacteria did notshow any llucrescance
when excited wsing the filter 560/40 nm (Fig.
1a). After incubating the B geruginosa clinical
izolate [40G with the QDS-MPM conjugates, rare
izolated cells, and small bacterial apgragates
imicrocolonies) labeled by the conjugate ware
observed (Fig. 1k}, which proves the feasibility
of wsing this tool. Then, a sacond axperiment
was carried out, in which the clinical isolate %05

Tablo mL Fhonotypic and genstic characiariztion of cRes solatos.
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was incubated with the QDs-MPM conjugates
supplemented with an excass of free MPM.
The extra MPM induced the formation of large
bacterial apgregates, suggesting that biofilm
formation is the first response of this clinical
isolate JX05 to the stress caused by MPM (Fig.
1c). Then, when the treatment with AZT was
combined, it disrupted the biofilm formation,
and only free bactena (planktonic cells) was
seen, demonstrating that the association of
AZT with MPM 15 capableto impair the biofilm
formation in this CRAA clinical isolate (Fig, 1d).

CRPA SEZPONZE TO THIRARY LISING Q0% AND FROTROMICS

Proteomic analysis by MALDI-TOF MS

The analysis of the MS of the untreatad P
oeruginose clinical isolate jXDS (negative
control) showed several peaks with m{z
betwaen 400.000 and 1,264,420 Da as showed in
Fig. 2a. The treatment with AZT (treatment 2) did
not change the mass spectra pattern (Fig. 2b).
However, the comparative analysis of the mass
spectra acquirad for the bacteria treated with
MPM (treatment 3 - Fig. 2c), POL 8 (treatment
&), MPM « AZT (treatment 5), POL B + AZT
(traatment &), and MPM + POL B + AZT (treatment
7} revazled the suppression of two peaks at
1151450 and 1,264,420 Da. MS/MS analysis of the

Figuro 1. Roprosantative Auoroscenco microscopy Images of jxes dinical Isolata. (3) untreated bacten; (b)
Bactorfa troatod with QDS-MPM conjugates; (c) Bactoria troatod QOS-MPM CoNJuatos and an GxCoss Of frod MPM,
and (d) eacteria troatod with QDS-MPM CONJugato and an axcess of froo MPs, Combinod with AZT. MicTographs

show tho overtapping of flucrosconco (BF 645/75 nm) and phase-contrast images. scalo bar: 25 pm.
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peak 1,264420 D= revealad the following amino
acid sequence: plutamic acid-lysine-threaning-
proline-glycine-proling-valine-tyrosine-glycine,
which showed 100% similarity with the probein
transglyoosylase, as indicated by P aeruginosa
taxonomy id:287 database (P eeruginosg ATCC
145}, accession number: EVTBERNS], Table v

In the mass spactra of the clinical isolate
J¥0s treated with the association of MPM + AZT
[treatmant 5), POL B + AFT (treatment &), and

i ol
i .
% il P .
E .
=, e s
Il:l E
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MPM + POL B + AZT (traatment 7), a different
peak appeared at 972389 Da. M5/MS analysis
revealed the following amino acid sequence
glycine-methionina-arginine-glutamic acid-
methionine-lysine-glutamine, which showad
1003 similarity with the protein RpoM (o5&)
as indicatad by B oeruginosg tamonomy id-3E87
database (B oeruginosa ATCC 10145), MCEI
Referance Saguence IDWP 04500391, Table v

Figuro . effact of antibiotics

on tho protedn composition

of 7 0eruginesa pos Isolate

obalngd from saim

TOF Mass spactromatry.

1N {2) only 7. geruginesa

J0s bactorial straln

{bj R oeroginosa anar

troatmont with &zT and (cl »
affter treatmant

with sest. arb. unlts |s
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CEPh BREPONSE TO THEEARY UENG Q0% AMD FROTEDMIS

Tablo . anatysls of expression {+) and suppression (- of trensglyosylaso and Rpow protns against diferent
antimicroblal troatmeants In F: oerugingsa jxos ksolata by MALDI-TOF MS.

m ~—Tradimants 1 2 3 & 5 5 7

Tansghyosyase : '

RpON " . .
DISCUSSION data that corroborate the results obtained in

Most of the CRPA isolates analyzed in this
study wera obtained from samples of tracheal
secretion, data that corroborate the findings
described in the literature that brings this P
perugingsa s ane of the main microorganisms
related to lower respiratory tract infections
(Lima et al. 2018).

In this study, the phenotypic tast usad to
analyza biofilm formation by CRPA isolates
demonstrated biofilm production by all isolates,
which were classified as strong producers. Thesa
findings corroborate other studies that used the
same technigue to analyre the production of
biofilm by this same microorganism, obtaining
high production of biofilm among tha analyzad
[Peraz et al. 33, Lima et al 2017, 2318,
Kirmusaogly & Yurdugil 207

The formation of biofilm is a multifactarial
process and is regulated by differant panas
related to the 05 (Lima et al. 2038). Tha presence
of 0F penes associated with the detection of
biofilm formation by the isolates can halpin the
evaluation of the repulation of the exprassion
of thase penes. In this study, the prasence of 05
penas was found in all analyzad CRPA isolates,
comobarating the data obtzined in other studies
that detectad a high ooourrence of them (Perer
et al. 3013, Kirmusaoglu & Yurdugill 2017, Lima et
al. 2me).

Differant enrymes may be relatad to the
development of resistance among CRPA isolates,
in this study, a high coourmence of the blagpe
pene was found among the analyzed isplates,

ather studies (Jacomé et al 2076, Scavuezi et
al. 2019).

The increasa of MPM-resistant bactena is a
seripus public haalth problem even if high doses
of MPM ara still effective against planktonic
bacteria. However, the formation of biofilm
hindars the action of this antimicrobial in the
microorgznism (Song et al Jms),

In our study, the KFC-positive B oeruginosao
clinical isolate |05 responded to the stress
caused by tha highest concentration of MPM
in producing biofilm. Basides, (Paraz et al
3m3), demaonstrated that P ceruginosa isolates
metallo-B-lactamase producer had a higher
ability to induce biofilm formation, mainly those
carrying the 5 genes, also being observed in
the CRP isolates in this study harboring the 05
and blagpe penes.

The biofilm extracellular matrix (EM) hinders
mast antibiotics from reaching the bacterial
cells, making therapautic dosas ineffactive
(Olivaras et al. 2020). Consequently, the relaase
of B-lactamase enryma EPC by the P geruginoso
clinical isolate [¥05 in the £M of the biofilm in
formation helps in the tolerance of this isolate
to MPM, which induced the formation of large
bacterial smpregates. This result demonstrates
the role that different resistance and virulance
factors plzy in bactarial resistanca (Bowler et al
33, Olivares et al 2030)

In this study, QD= were usad as probes
conjupzted to MPM to evaluate the response
ofa biofilm-producing CRPA isolate to different

] v e (R v sppl 4) eleflzeln @ te
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therpies, which has shown to ke a promising
tood. Corroborating the results obtained by (Luo
et al 201), thay used ODs as probes to evaluata
the effect of the antimicrobial rocaphin against
Ezcherichia coli and obtained good results.
similar data were obsarved in the study in
which the activity of the antimicrobial peptida
indolicidin {Ind) was evaluated using QDs
against Staphylocoocus gurews (ATCC 653E), R
geruginosa [ATCC 1035), E coli (ATCC 11228),
and xlebsiells prevmonige (ATCC 10031)
[Galdiero et al. 20M6). Although the studies
mentionad here show the effects of drugs when
conjugzated with Q0s, it is essential to reinforca
that all these combinations were tested against
microorganisms with high susceptibility to
antimicrabials. pifferent from our study, in
which is the first to use 005 conjugated with
MPM and combined therapy with AZT for P
peruginosa strain with blokee gene and a high
degradation power of antimicrobials apents.
The MPM tolerance of this clinical isolate may ba
associzted with the release of tha B-lactamases
[KPC) enzyme in the extracellular matrix of tha
biofilm formed, which corroborates the data
obtained by (Bowler et al. 20421

Oo-MPM was already wsed previously
by our group to triggar the biofilm formation
and alsa ravealed the role of an efflux pump
inhibitor, the CCCP (carbonyl cyanide-3-
chlorophamylhydrazone), inan MOR R aerugingsa
strain (Silva Jonior et al. 2020} authors analyzad
a climical isolate of B geruginoss (FHE) carmying
the bleges-1 pene (a clinically relavant edended-
spectrum B-lactamase (ESBL), that hydrolyzas
penicilling and broad-spectrum cephalospaoring
but spares monobactams and carbapenems)
using the QDs-MPM conjugates. Thair results
demonstrated that this probe was efficient to
label this microorganism making it possible to
visuzlize the formation of bactenal apgregatas
in raspanse to treztment with MPM. Thay also

CEPh BREPONSE TD THEEASY UENG QD5 AND PROTEOMICS

verified using QDs-MPM the effact of COCP on
a P peruginosg (MOR) strain, which was abla to
inhibit the efflux pump of this microonganism,
incresasing the suscaptibility of this isolata (Sika
Junior et al 2020).

Herein, we also confirmed the effectivensss
of the QDs-MPM conjugates in bactarial
tolarance to antimicrobials and the effect of
the a=ssociation of drugs in XOR B oeruginosg
strain (Fig- 1 b-d). To our knowledes, this is
the first study that used QD=-MPM in an XDR
F geruginosa (MOE) strain carring the blakPc
pene, which confers rasistance to all B- lactams,
including carbapenems, and explored the
combination therapy usine A2T and QDs- MAM,

in this context, A7T has baen proven as an
effactive alternative to impair adhesion and
biofilm formation of B seruginosa in abiotic
surfaces (Xu et al. 3015) sccordingly, with our
results, in which AZT was associzted with the
O0-MAM conjugates, the effectiveness of A7T in
inhibiting 05 has been proven, preventing the
formation of bacterial aggregates (Fig. 1d).

Examination of protein profilas by
protecmic analysis has bacoma an important
tool for the study of bacterial resistance and the
understanding of the biology of the protzomic
response of pathoaens is penarally spacific to
each antibiotic (Pérez-Llarena & Bou 2006). Cur
data related to proteomic analysis employing
M5 showed that treatments with MPM or POL
B supprassed the axpression of lytic protein
transghycosylases (LTs), while treatments with
MPM + AZT (treatment &), POL B + AZT (treatment
&) and MPM + POL B + AZT (treatment 7) resulted
in the exprassion of BpoN protein (o054),

RpoM is required by several genas imvolved
in mary functions, such as; tha production of
extracallular elemants, diffarant resistance
machanisms, and virulence factors, which are
neaded to adjust in a vanety of environmental
conditions (Yamano et al. 1998). Besides,

An arog aves cient (el samappl 4 adilean ol
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RpoM protein regulates panes related to the
05 in B geruginosa, reducing the callular
meatabolism and triggering the tolaranca of
this microorzanism to MPM (Viducic et al. 6L
Another study of the same research group
showed that the RpoN protein promoted tha
survival of P oeruginoso when it was treated
with tobramycin, favoring therapautic toleranca
(Widucic et al. 2017). On the other hand, tha
inhibition of the RpoM protein in B aennginosa
clinical isolates reduces the wirulance and
resistance of these bacteria (Llowd et al 208,
7

Moreover, according to the MS, lytic
transglycosylasesf ware inhibited aftar tha
incubation of bacterial cells with MPM or POL
B. These LTs are responsible for catalyzing the
non-hydrolytic cleavape of the peptidoplycan
structuras of the bacterial cell wall. Besides, tha
LTs play important roles in different pathways,
including (i) cell wall synthesis, ramodeling,
and degradation; (ii) detection of antibiotics
which act on the call wall and (i) exprassion
of resistance mechanisms to antibiotics that
act on the call wall by certain Gram- negativa
bacteria (Dik et al. 2017).

P gerugingsg strains mutants for penes
related to the transplycosylase enmyme causa
the highest lawvel of resistance to thesa
pathopens, and loss of speafic tanselyoosylasa
in B geruginpsa increzsad B-lactam sensitivity
(Cawvallari et al. 7013), suppesting that
transglycosylase enryme may be a target for
antimicrobial adjuvants (Lamers at al. 2Ms).

Supprassion of mutation in genas that
encoding LTs in B aeruginosa increassa
biofilm production, a mechanism capable of
compensating the absence of this protain
(Lamers et al. 2015). This explains tha
formation of larpe bactenal apgrepztes when
the Ch clinicalisolata (¥05) was treated with
MPM conjugated with QD= as obsarvad by tha

EP ERTPORES TO THEEAFY LESING QD5 AMD FROTROMICS

fluprescent images (Fig. 1b and 1c). we also
abservad the absance of LTs in this same system
(treatment 3) when it was analyred by M.

Biofilm formation impacts B oeruginosg
resistance to POL B since it imerferas with the
penetration of this drug (Da silva Carvalho &
Rodriguer Perez 20A9). In our study, it was found
that the association between POL B + AZT
(tragtment &) and MPW + POL B + AZT (treatment
71 resulted in the expression of the RpoM
protein {054), 3 protein that is involved in the
activation of different vinulence and resistance
mechanisme in this microorganism, also acting
in the formation of biofilm and also repulates
the susceptibility some antimicrobials including
carbapenems in B aeruginosa (viducic et al.
MG, 20H7).

Besides, to our knowledge, this is the first
study that uses M5 for proteomic analysis
of a CRPA isolate, aiming to understand the
tolerance of this microorganism through protain
empression orfand supprassion. This platform of
analysis has become more and more relevant
in clinical practice, allowing the phenotypic
characteriration and a dynamic analysis of the
micreorganisms behavior against antimicrobial
therapy (Greoo at al. JMEL

Therefora, through fluorescenca and M5

techniques, it was possible to observe the
induction of biofilm formation from a CRPA

carrying the bloxpe enryme and the espression
of proteins important tovirulence and resistance
machanisms. In addition, the association of
thesa two techniques was able to elucidate the
mechanism of tolerance by this strain of CRP to
antimicrabials.

CONCLUSIONS

The dinical isolate of CRPA P aeruginoso RIS
carrying the 05 and BlokPC panes produced

i o] B Clen (T S sppl 4] ssdioeds 1|
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biofilm when treatad with an excess of MPM,
and the association with AZT inhibited this
machanism of resistance. Moreover, the
treatment with MPM or POL B inhibited the
production of LT enzyme. In contrast, the
association of POL B or MPM with AZT, or both,
induced tha synthesis of the protein Rpod.
These data show it is necessary to take into
aocount the impact of bactenial virulence when
choosing tha best therapy for the treatment of
infections, to avoid therapeutic failures and tha
increase in bacterial resistance.

In this study, QDs and MALDI TOF MS,
two contrasting technigues were applied
to evaluate the action of antimirobials in a
biofilm-producing CPRA strain. Wa beliava
that researchers will be able to address these
techniques to evaluate the effect of drugs in
inhibiting biofilm formation of micraorganisms
with prospacts of applicability in the biofilm
therapy of resistant and wirulant bactaria.
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ANEXO C - APROVACAO DO COMITE DE ETICA
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