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RESUMO

Fibrose cistica € uma doenca genética grave, de heranca autossémica
recessiva e caracterizada por uma alteracdo nas secrec¢des das glandulas
exocrinas de todo o organismo, resultando principalmente em doenga pulmonar
obstrutiva crénica progressiva. Pacientes portadores de fibrose cistica séo
frequentemente acometidos por infeccbes pulmonares causadas por
microrganismos especificos. Pseudomonas aeruginosa € 0 microrganismo mais
prevalente, e coloniza cerca de 70% dos pacientes adolescentes e adultos. Os
danos ao pulmdo aumentam quando P. aeruginosa adquire o fenétipo mucoide.
Resisténcia bacteriana também tem aumentado, sendo relatada a emergéncia
da resisténcia aos carbapenémicos. Alguns centros de fibrose cistica relatam
disseminacdo de P. aeruginosa entre 0s pacientes e outros centros relatam
grande variabilidade entre os isolados e nao identificam transmissao entre os
pacientes, o que pode indicar a aquisicdo ambiental ao invés de uma fonte
comum. Este estudo buscou avaliar a sensibilidade aos antimicrobianos frente a
P. aeruginosa isoladas do trato respiratério de pacientes com fibrose cistica
atendidos no Ambulatério do Instituto da Crianca do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (HC-FMUSP) e analisar
a variabilidade genética entre os diversos isolados bacterianos de varios
pacientes. Um total de 580 isolados de Pseudomonas aeruginosa foram obtidos
de 98 pacientes em trés periodos de coleta diferentes, destes, 129 isolados de
11 pacientes foram selecionados e analisados. Os isolados foram submetidos
ao teste de disco-difusdo frente a 14 antimicrobianos. Os isolados que
apresentaram resisténcia ao imipenem foram submetidos a pesquisa fenotipica
de metalo-beta-lactamase e pesquisa genotipica para carbapenemases blaspy,
blajye, blayiv € blanpm, blakpc € blages. O isolado 420-2 com perfil fenotipico
suspeito de producdo de ESBL foi submetido a pesquisa genotipica dos genes
blactx-m, blages € blatem. Os isolados que apresentaram resisténcia a amicacina

foram submetidos a pesquisa fenotipica de metilases 16S rRNA e pesquisa



genotipica para rmtD e rmtG. O perfil de sensibilidade e o perfil de restricdo
apresentou variabilidade. Foram encontrados 35 perfis de restricdo diferentes
em 11 pacientes, sendo que somente um paciente apresentou um unico perfil
de restricdo, os outros tinham ao menos dois perfis de restricdo. Alguns
isolados apresentaram 100% de sensibilidade, outros apresentaram resisténcia
somente a um antimicrobiano e ainda houve aqueles que apresentaram
resisténcia a mais de um antimicrobiano, porém nao houve isolados com 100%
de resisténcia frente aos antimicrobianos testados. Foram evidenciados
fenotipicamente isolados com suspeita de producdo de MBL e isolados com
suspeita de producdo de metilases 16S rRNA. PCRs utlizando primers
especificos para blaspm, blawe, blaviv, blanom, blakec, blages € rmtD obtiveram
resultados negativos. Sete isolados que apresentaram alto nivel de resisténcia
aos aminoglicosideos foram confirmados por PCR e sequenciamento de DNA
como podutores de RmtG, uma nova metilase 16S rRNA, recentemente
descrita. PCRs para a deteccdo de ESBL foram negativos. Os perfis de
restricdo e os perfis de sensibilidade ndo apresentaram relacéo direta, uma vez
que perfis de restricdo diferentes apresentaram perfis de sensibilidade iguais, e
perfis de restricdo idénticos apresentaram perfis de sensibilidade diferentes. A
partir dos resultados obtidos pela andlise genotipica foi demonstrada a
diversidade genética de P. aeruginosa e dois pacientes apresentaram o mesmo
perfil de restricdo de PFGE. Diversos pacientes permaneceram colonizados

pelo mesmo clone ao longo do tempo.



ABSTRACT

Cystic fibrosis (CF) is a serious genetic disease, an autosomal recessive
disorder, characterized by an alteration in the secretion of the exocrine gland of
all organism, resulting mainly in obstructive cronic progressive lung disease. CF
patients are frequently attacked by Ilung infections caused by specific
microorganisms. Pseudomonas aeruginosa is the most prevalent
microorganism, and colonizes approximately 70% of adolecents and adults CF
patients. The damage to the lung increases when P. aeruginosa acquires
mucoid phenotype. Antimicrobial resistance has also been increased and the
emergence of resistance to carbapenems has been related. Some CF centers
reported the dissemination of P. aeruginosa among CF patients and other
centers demonstrated the large variability among the isolates not detecting
transmission among the CF patients, which can indicates an environmental
acquisition instead of a common source. The aims of this study were to evaluate
the susceptibility to antimicrobial agents of P. aeruginosa isolates recovered
from respiractory tract of CF outpatients attending the outpatient clinic of
Instituto da Criancga (University of Sdo Paulo Medical School) and to analyse the
genetic variability among P. aruginosa isolates recovered from diverse CF
patients. A total of 580 P. aruginosa isolates were recovered from 98 CF
patients during three different periods of collection, 129 of these isolates
obtained from 11 CF patients were selected and analysed. P. aeruginosa
isolates were submitted to the disk-diffusion method testing 14 antimicrobial
agents. P. aeruginosa isolates wich presented resistance to imipenem were
submitted to the phenotypical test to detect the production of metalo-beta-
lactamases, PCR for carbapenemase were carried-out by using specific primers
to detect the blaspy, blape, blaviv, blanom, blakpc, blages genes. The Isolate 420-
2 with phenotypic profile suspected of ESBL-producing was submitted to PCR
using specific primers to detect blacrx-m, blages and blargv genes. P. aeruginosa

isolates wich presented resistance to amikacin were submitted to the



phenotypical test to detect the production of 16S rRNA methylases, and the
isolates confirmed as positive were submitted to PCR, using specific primers to
detect the rmtD and rmtG genes. The susceptibility and PFGE restriction profiles
showed large variability. Thirty-five different PFGE profiles obtained from P.
aeruginosa recovered from 11 CF patients were found, only one CF patient
carried P. aeruginosa isolates with the same PFGE restriction profile along the
time, and the others CF patients carried P. aeruginosa isolates with at least two
different PFGE profiles. Some P. aeruginosa isolates presented 100% of
susceptibility to antimicrobial agents, some presented resistance to only
antimicrobial agent while other showed multiresistance, however, none of them
showed 100% of resistance to all antimicrobial agents. Some P. aeruginosa
isolates were phenotypically confirmed as suspicious of MBL productors and
other as 16S rRNA methylases productors. PCRs using specific primers for
blaspm, blae, blayiv, blanpm, blakpc, blages and rmtD were negative. Seven
isolates exhibiting high-level resistance to aminoglycosides was confirmed by
PCR and DNA sequencing as producers rmtG, a new 16S rRNA methylase,
recently described. PCRs for detection of ESBL were negative. PFGE restriction
and susceptibility profiles do not presented an association, once that different
PFGE restriction profiles presented identical susceptibility profiles and identical
PFGE profiles presented different susceptibility profiles. Our results
demonstrated the genetic diversity of P. aeruginosa and two patients had the
same PFGE profile restriction. Diverse CF patients remained colonized by the

same clone along the time.
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1. INTRODUCAO

1.1 FIBROSE CISTICA

Fibrose cistica é uma doenca genética grave, de heranca autossémica
recessiva, e € considerada a doenca letal mais frequente na raca branca (Tsuli,
1990; Zielenski & Tsui, 1995) (Figura 1).

A fibrose cistica representa uma das principais causas de doenca pulmonar
cronica na faixa etaria pediatrica e afeta entre 1/2000 a 1/4500 criancas de
origem caucasiana. No Canada 1/3600 criancas nascidas vivas sao portadoras
de fibrose cistica (Canadian Cystic Fibrosis Foundation, 2005). No Brasil, a
incidéncia situa-se entre 1/10000 a 1/26000 no grupo das criangcas nascidas
vivas (Raskin et al., 1993). Segundo a Associacao Brasileira de Assisténcia a
Mucoviscidose (ABRAM, 2001) 1 em 32,2 mil paulistas sdo portadores da

doenca.

A

M A K

Figura 1. Transmissé&o da fibrose cistica por pais portadores do gene para fibrose cistica.
Fonte: http://Iwww.medicina.ufmg.br
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O defeito funcional primério da Fibrose Cistica € a regulagdo anormal do
transporte de cloro através das células epiteliais das vias respiratorias, intestino,
pancreas exocrino e glandulas sudoriparas apdécrinas (Davis, 1991).

O acumulo intracelular de ions cloro e a consequente reabsorcéo excessiva
de sbdio resultam no aumento da reabsorcdo de agua e no aumento da
viscosidade do muco (Jiaug et al., 1993), que é a origem do nome
“Mucoviscidose”.

A incapacidade de remocdo do muco hiperviscoso inicia um processo de
infeccdo bacteriana crénica (Koch & Hoiby, 1993). O acumulo de muco
hiperviscoso nas vias respiratorias inicia um pocesso de infec¢do bacteriana
cronica que pode levar o paciente a 6bito (Figura 2). A doenca pulmonar crénica
€ caracterizada por um ciclo vicioso composto por inflamacéo e infeccéo, sendo
essa a maior causa de morbidade e mortalidade nesses pacientes (Hutchison et
al., 2000).

Cystic fibrosis is a
hereditary disorder

~ characterized by lung

. congestion and infection
and malabsorption of

nutrients by the pancreas

Figura 2: Acimulo de muco hiperviscoso nas vias respiratérias inicia um pocesso de

infeccdo bacteriana crdénica que pode levar o paciente a 6bito. Fonte:
http://opediatra.com.br

I
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A doenca € causada devido a mutacbes no gene cftr (“Cystic Fibrosis
Transmembrane Conductance Regulator”) localizado no cromossoma 7, que é
responsavel pela sintese da proteina de membrana de mesmo nome, CFTR
(Lyczak et al., 2002).

Apesar de ndo existir cura para a doenca, a aderéncia dos pacientes a
terapia multidisciplinar padrdo (orientacdo nutricional, pratica esportiva,
utilizacdo de enzimas pancreaticas e antibiéticos, e avaliacdo clinica rotineira)
tem sido um importante fator responsavel pelo aumento da média de sobrevida
gue passou de 14 anos em 1969 para 30 anos em 1996 nos Estados Unidos
(Ramsey et al., 1996). No Brasil a média de sobrevida dos pacientes com
fibrose cistica entre 1970 e 1994 era de 12,6 anos segundo Reis et al, 1998.
Alvarez et al 2004 observaram em seu estudo uma média de sobrevida maior,
18,4 anos entre 1990 e 2000.

Nas Uultimas décadas, os mecanismos que correlacionam o defeito
genético basico a susceptibilidade a infeccbes por bactérias especificas tém
sido exaustivamente estudados, especialmente no que se refere a infec¢do por
Pseudomonas aeruginosa. Diversos estudos demonstraram maior aderéncia de
P. aeruginosa a células do epitélio respiratorio de pacientes portadores de
fibrose cistica (Woods et al, 1980, Saiman et al, 1992). P. aeruginosa é o
patdgeno de maior prevaléncia em pacientes portadores de fibrose cistica, e
coloniza cerca de 70% dos pacientes adultos (Wood et al, 1976, Govan &
Deretic, 1996, Cystic Fibrosis Foundation, 2000). O seu aparecimento nas vias
aéreas de criancas de baixa idade é um fator de mau progndéstico,
especialmente naquelas abaixo de dois anos de idade (Hudson et al, 1993,
Nixon et al, 2001), e estratégias de intervencao terapéutica precoce vém sendo
utilizadas no sentido de impedir ou pelo menos postergar a colonizagéo cronica
pela P. aeruginosa (Valerius et al, 1991, Vasquez et al, 1993, Frederiksen et al,
1997).
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Durante o curso de infec¢des cronicas de fibrose cistica, P. aeruginosa
apresenta um fenétipo mucdéide que é caracterizado por uma super producéo do
exopolissacarideo alginato. Alguns relatos sugerem que P. aeruginosa mucéide
Sao mais resistentes aos antimicrobianos do que as ndo mucoides (Anwar, et
al, 1992). Sabe-se também que P. aeruginosa forma biofilme em superficies
abidticas, tais como lentes de contato e cateteres, e em tecidos do pulméo de
portadores de fibrose cistica (O'Toole & Kolter, 1998). Biofilmes sé&o
comunidades de bactérias aderidas a superficies que estdo circundadas por
uma matriz de exopolissacarideos e que estdo envolvidos em muitos tipos de
infeccbes cronicas (Hentzer et al, 2001). Alguns estudos mostram que a
producdo de alginato, um exopolissacarideo, é aumentada quando P.
aeruginosa se liga a uma superficie (Hentzer et al, 2001, Davies et al, 1998), e
também que outras estruturas externas bacterianas, tais como, pili tipo IV e
flagelos participam da formacéo e manutencao do biofilme (O’Toole et al, 1998).
Bactérias que vivem em biofilmes podem ser 1000 vezes mais resistentes aos
antimicrobianos do que as que vivem livremente (Hentzer et al, 2001), o que é
considerado um dos principais agravantes na infec¢cdo por P. aeruginosa em
pacientes com fibrose cistica.

A sensibilidade aos carbapenémicos ainda é alta em alguns centros
(Garcia et al, 2004), mas alguns pesquisadores tém descrito a emergéncia de
resisténcia aos carbapenémicos em P. aeruginosa isoladas de pacientes com
fibrose cistica mesmo na auséncia de terapia com carbapenémicos, o que limita
ainda mais o tratamento dessas infeccbes (Wolter et al, 2008). Varios
mecanismos de resisténcia desenvolvidos por P. aeruginosa tém sido descritos,
dentre eles, producao de metalo-beta-lactamases e 16S rRNA metilases (Doi et
al, 2007a, Doi et al, 2007Db).

Estudos sobre a aquisicdo de P. aeruginosa (Farrel et al, 1997; Kosorok
et al, 1998) mostram que os fatores de risco para infecgdo pelo patégeno séo
diversos, e que um destes fatores é o atendimento em centros urbanos

especializados, mas este conceito tem gerado grandes controvérsias na
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literatura (Pedersen et al, 1986a, Silva Filho et al, 1999, Mahadeva et al, 1998,
Spencer, 1999). A disseminacéo de isolados de P. aeruginosa entre pacientes
com fibrose cistica, entretanto, € um fendmeno bem conhecido e ocorre em
varias situacoes, tais como sessdes de fisioterapia, frequéncia a acampamentos
de férias, contatos em salas de espera ou enfermarias hospitalares (Kelly et al,
1982, Pedersen et al, 1986b, Grothues et al, 1988, Speert et al, 1989, Smith et
al, 1993, Cheng et al, 1996, Jones et al, 2001, Scott & Pitt, 2004). Alguns
centros de fibrose cistica relatam elevada variabilidade genética entre os
isolados de P. aeruginosa e nédo identificam casos de transmissdo entre
pacientes (Silva Filho et al, 2001, Spencker et al, 2000, Tubbs et al, 2001,
Silbert et al, 2001; Greenberg et al, 2004), o que poderia indicar uma aquisicao
ambiental ao invés de uma fonte comum, tal como, o ambiente hospitalar.

Anualmente, diversos estudos tém sido realizados no Brasil e no exterior,
sobre infec¢gBes do trato respiratorio em pacientes portadores de fibrose cistica
e que revelam a evolucdo nos mecanismos de resisténcia bacteriana, na
capacidade mutagénica bacteriana, na antibioticoterapia junto aos pacientes,
metodologias de diagndstico, etc. P. aeruginosa aparece em muitos estudos
como uma das bactérias mais frequentes em infec¢cdes pulmonares em
fibrocisticos.

No Brasil a elevada prevaléncia de P. aeruginosa tem sido relatada em
diversos trabalhos. No Estado de S&o Paulo, Silva Filho et al (2004)
encontraram 56% de prevaléncia de P. aeruginosa em seus estudos e
Chernishev et al (2008) encontraram a prevaléncia de 72,5%. No Estado de
Pernambuco, Magalhaes et al (2004) encontraram 65,3% de prevaléncia de P.
aeruginosa e destes 59,3% apresentavam o fend6tipo mucdide. Em dois
trabalhos realizados no Estado da Bahia, Santana et al (2003) observaram
prevaléncia de 36,2%, enquanto que Paixdo et al (2010) observaram
prevaléncia de 21%, sendo que 34% apresentava o fenétipo ndo mucdide e

17% o fendtipo mucoide. No Estado do Parana, a prevaléncia encontrada por
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Brzezinski et al (2011) foi de 26,6% e Souza et al (2006) foi de 15,6% todas

com o fen6tipo mucdide e multiresistente.

1.2. Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa é um bacilo Gram-negativo, utiliza aclcar por meio da
oxidagcdo da glicose para a obtencdo de energia, movel, oxidase e catalase
positivas. Pode produzir os seguintes pigmentos: fluoresceina, piocianina,
piorubina e piomelanina. E um microrganismo oportunista, relevante pela
potencial patogenicidade em humanos, principalmente em ambientes
hospitalares, devido a resisténcia natural aos antibidticos e desinfetantes
(Gillespie, 2006).

E a principal causa de infeccdo hospitalar do trato respiratério. Em
pacientes que recebem assisténcia com ventilacdo mecénica, P. aeruginosa é o
mais frequente agente etioldgico causador de pneumonia hospitalar.

Em pacientes portadores de fibrose cistica, P. aeruginosa apresenta
também o fendtipo mucodide que € responsavel por 70 a 80% das infeccbes
cronicas. Produzem wuma grande quantidade de alginato (polimero
polissacarideo) que da a aparéncia mucoide tipica para esse fendtipo. Sao
microcolbnias que crescem envolvidas pelo alginato e situam-se nas vias
aéreas dos pacientes com FC que desenvolvem a infeccao cronica.

Esta forma de crescimento inibe a fagocitose, aumentando a resisténcia
aos antimicrobianos e provoca uma resposta imune significativa pela acao da
elastase derivada de neutrdéfilo. A elastase em altos niveis provoca danos nos
pulmdes dos fibrocisticos e seu efeito deletério pode durar por um longo

periodo e levar o paciente a 6bito (Murray et al, 2006a).

1.3. MECANISMOS DE RESISTENCIA AOS ANTIMICROBIANOS
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No ambiente hospitalar, P. aeruginosa pode apresentar resisténcia aos
antimicrobianos utilizados, incluindo beta-lactamicos, aminoglicosideos e
fluorquinolonas (Silbert, 1999; Carmeli et al 1998; Doi et al, 2007c; Bassetti et
al,2008; Pappas et al, 2009).

Os antimicrobianos B-lactamicos possuem mecanismos de acao que
interagem com a parede celular bacteriana impedindo a sua sintese e causando
a destruicdo da bactéria.

Frente aos antibioticos B-lactamicos, P. aeruginosa desenvolveram
guatro importantes mecanismos de resisténcia, tais como (i) permeabilidade da
membrana externa reduzida pela perda de porina; (ii) bomba de efluxo ativa, a
qgual expulsa os antibiéticos para fora da célula; (iii) evita a interacdo do
antibidtico com a proteina ligadora de penicilina (PBP) pela aquisicdo de uma
nova PBP, pela modificacdo da PBP existente mediante recombinacdo ou
mutagdo pontual; (iiii) produgdo da enzima [B-lactamase (Poirel et al, 2000;
Rossi & Andreazzi, 2004; Murray et al, 2006b; Silva, 2009).

As B-lactamases sdao enzimas capazes de hidrolisar o anel B-lactamico
dos antibidticos, inativando sua acgado. Através dessa acdo enzimatica as B-
lactamases estdo subclassificadas em penicilinases, cefalosporinases ou
carbapenemases, dependendo da familia de [B-lactamicos que tenha maior
suscetibilidade de ser atacada pela enzima (Gales et al, 2004, Lincopan et al.,
2005; Sader et al., 2001).

As enzimas [-lactamases estdo classificadas de duas maneiras, pela
classe molecular proposta por Ambler (1980) que utiliza letras para identificar
cada grupo e pelo grupo funcional proposto por Bush et al (1995) que utiliza
algarismos para identificar cada grupo. Ambos dividiram as beta-lactamases em
quatro grupos distintos (Rossi & Andreazzi, 2004) (Tabela 1).

Dentro dessas classificacdes as beta-lactamases mais importantes para
bacilos Gram-negativos sdo as de espectro ampliado (ESBL) e as

carbapenemases.
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As beta-lactamases de espectro ampliado (ESBL) sao enzimas
codificadas por genes localizados em plasmidios e hidrolisam a cadeia oximino-
beta-lactamica do antimicrobiano. Dessa forma, seu espectro de acdo aumenta
e atinge os beta-lactamicos de amplo espectro, sdo inibidos por acido
clavulanico e inativam todos os [-lactamicos, com exce¢ao dos
carbapenémicos (Rossi & Andreazzi, 2004). Pertencem a classe molecular A de
Ambler (1980) e ao grupo funcional 2be de Bush-Jacoby-Medeiros (1995), tém
sido pouco relatada para isolados de P. aeruginosa, sendo mais
frequentemente identificadas em membros da familia das Enterobacteriaceae
(Medeiros, 1997; Celenza et al, 2006; Picéo et al, 2009).

Tabela 1. Classificagdo das enzimas Beta-lactamases segundo Ambler
(1980) e Bush, Jacoby e Medeiros (1995).

AMBLER! BIM? CARACTERISTICAS
C 1 Cefalosporinases néo inibidas por acido clavuléanico
2a Penicilinases inibidas por acido clavulanico
2b B-lactamase de amplo espectro
A 2be ESBL inibidas por acido clavulanico
2c Carbecilinases —inibidas por acido clavulanico
D 2d Oxacilinases (Oxa-48 em enterobactérias)
A 2e Cefalosporinases inibidas por acido calvulanico
2f Carbapenemases: ndo MBL (KPC)
B 3 MBL — nao inibidas por acido clavulanico (IMP, SPM, NDM)
ND 4 Penicilinases nao inibidas por acido clavulanico

*Molecular (Ambler, 1980)
“Funcional (Bush et al, 1995)
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As metalo-beta-lactamases incluidas na classe molecular B de Ambler
(1980) e grupo funcional 3 de Bush-Jacoby-Medeiros (1995) sdo metaloenzimas
dependentes de zinco e possuem amplo espectro de atividades frente aos
antibioticos beta-lactamicos (penicilinas, cefalosporinas e carbapenémicos)
exceto ao monobactamico (aztreonam), sdo resistentes a acdo inibitoria do
acido clavulanico, porém sofrem acao por agentes quelantes como EDTA, &acido
mercapto propidnico (MPA) e acido mercapto acético (MAA) permitindo assim a
acao do antimicrobiano (Walsh et al.,2005; Murray, et al, 2006b) (Tabela 1). As
metalo-beta-lactamases (IMP, VIM, SPM, GIM, AIM, SIM, NDM) podem ser
adquiridas através de plasmidios ou podem estar localizadas no cromossomo e
sdo transmitidas da célula mée para a célula filha (Rossi & Andreazzi, 2004;
Livermore & Woodford, 2006).

Os aminoglicosideos sé&o antimicrobianos produzidos a partir de algumas
espécies de actinomicetos como Streptomyces spp. E Micromonospora spp.;
sdo compostos por aminoagucares unidos por glicosideos a um anel
aminociclitol. Sdo bactericidas como consequéncia de sua habilidade para unir-
se irreversivelmente aos ribossomos.

Para exercer sua funcdo atravessam a membrana externa, a parede
celular e a membrana citoplasméatica, onde inibem a sintese de proteina
mediante sua ligacao ao sitio aminoacil (sitio A) da porcao 16S do RNA dentro
da subunidade ribossémica 30S (Magnet & Blanchard, 2005 in Doi & Arakawa,
2007c; Murray et al, 2006b).

Para o tratamento de infec¢Bes por P. aeruginosa é indicado utilizar a
combinagdo de aminoglicosideos e [-lactamicos para minimizar falhas
terapéuticas devido ao surgimento de resisténcia frente aos antimicrobianos,
porém existem bactérias capazes de produzir enzimas que inibem a acéo de
ambos antibidticos, conferindo um fenotipo multidroga-resistente (Doi et al.,
2007c; Lincopan et al., 2009).

A resisténcia aos aminoglicosideos ocorre pela modificagdo quimica da

estrutura do antibiético, o que impede sua ligacao a subunidades do ribossomo.
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A modificacdo enzimética se realiza por processos de O-fosforilagdo por
fosfotransferases (APH), O-adenilacdo, por nucleotidiltransferase (ANT)
dependentes de ATP e N-acetilacdo por acetiltransferases (AAC) dependentes
de acetil CoA (Hancock, 1998; Doi et al, 2007c). Esses mecanismos também
estdo presentes nos actinomicetos produtores de aminoglicosideos conferindo
resisténcia as aminoglicosideos que produzem (Doi & Arakawa, 2007c,
Wachino & Arakawa, 2012). Mais que uma enzima pode ser expressa ao
mesmo tempo, o que confere resisténcia a mais de um aminoglicosideo.

Alteracdo na permeabilidade celular, super expressdo de bomba de
efluxo, e substituicdo de nucleotideos da molécula alvo sdo outros possiveis
mecanismos de resisténcia aos aminoglicosideos (Magnet & Blanchard, 2005 in
Doi & Arakawa, 2007c).

Na ultima década, uma nova enzima mediada por plasmideo, metilase
16S rRNA, foi descrita como um novo mecanismo de resisténcia aos
aminoglicosideos, a qual leva a resisténcia a maioria dos aminoglicosideos
utilizados na clinica médica, tais como, amicacina, tobramicina e gentamicina.
Essa resisténcia é mediada pela metilacdo de nucleotideos especifica dentro do
sitio A do 16S rRNA, que dificultam a ligacdo dos aminoglicosideos na
subunidade ribossomal 30S (Doi & Arakawa, 2007c).

A producdo dessa enzima também foi detectada em actinomicetos
produtores de aminoglicosideos como uma forma de protecdo do 16S rRNA
dentro da subunidade 30S do ribossomo, pois evitam a inibicdo de sua propria
sintese de proteinas, o que resulta em alto nivel de resiténcia a Varios
antibioticos (Doi & Arakawa, 2007¢c, Wachino & Arakawa, 2012).

A primeira descricdo em bactérias foi relatada em P. aeruginosa e K.
peumoniae em 2003 e a sequéncia de aminoacidos possuiam até 35% de
identidade com 16S rRNA metilases de varios actinomicetos produtores de
aminoglicosideos (Galimand et al, 2003; Yokoyama et al, 2003, Doi & Arakawa,
2007c¢). No Brasil foi descrita a enzima metilase 16S rRNA RmtD, encontrada

em uma cepa de P. aeruginosa que também produzia a metalo-beta-lactamase
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SPM-1, demonstrando ampla resisténcia aos carbapenémicos e
aminoglicosideos, e posteriormente detectou-se a disseminacdo em diversos
isolados de P. aeruginosa isoladas em diversos hospitais de Sado Paulo e
também em cepas de Klebsiella pneumoniae (Doi et al, 2007c; Doi et al., 2007a;
Doi et al., 2007b; Yamane et al, 2007; Yamane et al, 2008).

RmtD tem 2 alelos, RmtD1 e RmtD2. RmtD1 foi localizada no Brasil em
P. aeruginosa e em Enterobacteriaceae na Argentina e Chile (Fritsche et al,
2008). Metilase RmtD2 foi detectada em Enterobacter e Citrobacter spp na
Argentina e também em isolados de K. pneumoniae co-produtores de KPC-2 no
Brasil (Bueno et al, 2013). Co-producdo de RmtG com KPC-2 e beta-lactamase
de espectro estendido do grupo CTX-M foi recentemente descrita no Brasil
(Bueno et al, 2013).

Dez grupos tem sido relatados desde entdo, ArmA and RmtA até RmtH,
as quais conferem alto nivel de resisténcia aos aminoglicosideos 4,6-
deoxiestreptamina disubstituido (DOS), incluindo gentamicina, tobramicina e
amicacina, e tem disseminacao global (Doi et al, 2007a, Doi & Arakawa, 2007c,
Wachino & Arakawa, 2012; Bueno et al, 2013; O’Hara et al, 2013). NpmA
confere alto nivel de resisténcia tanto aos aminoglicosideos 4,6-
deoxiestreptamina disubstituido (DOS) como aos aminoglicosideos 4,5-DOS
disubstituido, tais como, neomicina e estreptomicina e foi encontrado somente
no Japao (Wachino et al, 2007).

A disseminacao de bacilos Gram-negativos produtores de metilases 16S
rRNA ao redor do mundo € preocupante porque esses microrganismos
apresentam alto nivel de resisténcia aos aminoglicosideos e tem grande
potencial de desenvolver multi-resisténcia, especialmente pela aquisicdo de
genes que codificam varias beta-lactamases (Doi et al, 2007a, Doi & Arakawa,
2007c).
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1.4. ELETROFORESE EM CAMPO PULSADO (PFGE)

A técnica para andlise de genoma bacteriano por macro-restricao
considerada padr&o ouro ¢ a eletroforese de campo pulsado (PFGE). E utilizada
para estudos epidemiolégicos de bactérias patogénicas, estudos de surtos
hospitalares de pequenas propor¢cdes, comparacao de populacdes bacterianas
envolvendo microrganismos de diferentes paises (Struelens et al, 2001,
Magalh&es et al, 2005).

A técnica de PFGE foi desenvolvida na década de 1990, como o melhor
meétodo para estudos epidemiolégicos de bactérias patogénicas, a partir de uma
modificacdo da técnica de eletroforese (campo elétrico unidirecional)
inicialmente introduzida em 1984 (Struelens et al, 2001, Magalhaes et al, 2005).

O PFGE possibilita a separacdo de bandas de diferentes amostras de
DNA permitindo sua comparacao, pois possui um campo elétrico homogéneo
com eletrodos hexagonais, onde os pulsos elétricos de diferentes direces e
duracdes favorecem a reorganizacdo das moléculas de DNA de diferentes
tamanhos. E a duracdo do tempo de pulso que permite a determinacdo do
tamanho da faixa de fragmentos a serem separados (Struelens et al, 2001,
Magalhées et al, 2005).

Este estudo propde avaliar o perfil de sensibilidade aos antimicrobianos
frente a P. aeruginosa isoladas do trato respiratorio de pacientes com fibrose
cistica atendidos no Ambulatério do Instituto da Crianca do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (HC-
FMUSP), e analisar a variabilidade genética entre os diversos isolados
bacterianos isolados de diversos pacientes.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o perfil de sensibilidade aos antimicrobianos e a diversidade genética
entre os isolados de P. aeruginosa isoladas do trato respiratério de pacientes

portadores de fibrose cistica.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Analisar o perfil de sensibilidade de P. aeruginosa frente a diversos
antimicrobianos pelo método de disco-difusao.

- Detectar fenotipos e gendtipos de mecanismos de resisténcia microbiana,
tais como, carbapenemases e genes de resisténcia a aminoglicosideos.

- Analisar a variabilidade genética entre os diferentes isolados de P.

aeruginosa através da eletroforese de campo pulsado (PFGE).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. CASUISTICA

3.1.1 MICRORGANISMOS

Foram utilizados isolados de P. aeruginosa, obtidos de amostras de
escarro e secrecao orofaringea de pacientes com fibrose cistica, atendidos no
Ambulatério de Pneumologia do Instituto da Crianga “Professor Pedro de
Alcantara®” do HC-FMUSP. Foram estudados isolados previamente
identificados por métodos bioquimicos classicos e estocadas a -70°C e
liofilizadas no Centro de Bacteriologia do Instituto Adolfo Lutz (IAL). Os 129
isolados foram obtidos de 11 pacientes, durante o periodo de junho de 2003 a
junho de 2004, projeto de pesquisa “Epdemiologia de bacilos Gram negativos
ndo fermentadores isolados do trato respiratério de pacientes portadores de
fibrose cistica” (67 isolados), no periodo de setembro de 2006 a setembro de
2007, projeto de pesquisa “Avaliacdo das infecgbes virais em pacientes com
fibrose cistica” (49 isolados), e no periodo de maio 2009 até Dezembro de
2009, projeto de pesquisa “Estudo da eficacia de um programa de educagao na
higiene e desinfeccdo domiciliar dos nebulizadores de pacientes com fibrose
cistica” (13 isolados), com aprovacdo da CAPPesq HC/USP e CTC-IAL e
CEPIAL. Os pacientes que obtiveram coletas no periodo de 2009 foram os que

utilizavam nebulizadores em seu tratamento.
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3.1.2 SELECAO DOS ISOLADOS

A partir de um banco com 580 isolados de P. aeruginosa obtidos de amostras
clinicas de secrecdo de orofaringe e escarro coletado de 98 pacientes
portadores de fibrose cistica foram utilizados os critérios abaixo relacionados

para a selecdo dos isolados a serem analisados neste trabalho.

Para o0 presente estudo foram excluidos o0s pacientes
colonizados/infectados com 5 amostras clinicas ou menos; com amostra clinica
somente em um dos periodos de coleta; apenas uma amostra clinica em

periodo de coleta diferente e pacientes com dez ou mais amostras clinicas.

3.2. DETERMINACAO DO PERFIL DE SENSIBILIDADE PELO METODO DE
DISCO-DIFUSAO (Kirby - Bauer)

3.2.1. AGENTES ANTIMICROBIANOS

Os seguintes discos de antimicrobianos (Oxoid) foram testados:
aztreonam (30 pug), ceftazidima (30 ug), cefepima (30 uQ),
ticarcilina/ac.clavulanico (75/10 pg), piperacilina/tazobactam (100/10 ug),
imipenem (10 pg), meropenem (10 pg), ciprofloxacina (5 pg), levofloxacina (5
Hg), polimixina B (300 U), amicacina (30 ug), gentamicina (10 pg), tobramicina
(10 ug), netilmicina (30 pg).

3.2.2. CONTROLE DE QUALIDADE

As seguintes cepas American Type Culture Collection (ATCC) foram
utilizadas para controle de qualidade dos discos de antibioticos, do meio de

cultura e da técnica:
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A) Klebsiella pneumoniae ATCC 700603, para screening de cepas
produtoras de ESBL.

B) Enterococcus faecalis ATCC 29212, para controle da concentragcéo de
timina e timidina no meio de cultura agar Muieller-Hinton.

C) Escherichia coli ATCC 35218, para controle dos discos de
antimicrobianos beta-lactamicos e beta-lactamicos conjugados a
inibidores de beta-lactamases.

D) Escherichia coli ATCC 25922 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

para controle dos demais discos de antimicrobianos.

3.2.3 PREPARO DO INOCULO BACTERIANO

Os isolados foram semeados em Tryptic Soy Agar (TSA). As placas
foram incubadas a 35 + 2°C por 18 a 24 horas. Decorrido o tempo de
incubacdo, preparou-se o inéculo bacteriano em solucdo de NaCl 0,85%,
através da suspenséao direta de colbnias isoladas. Uma turbidez semelhante ao
padrdo 0,5 da escala de McFarland foi obtida com auxilio de um densitémetro

(Densicheck plus, Biomerieux).

3.2.4. APLICACAO DOS DISCOS CONTENDO ANTIMICROBIANOS

Obtida a suspenséo bacteriana, procedeu-se sua semeadura em placas
de &gar Mdueller-Hinton. Hastes com pontas de algoddo estéreis foram
introduzidas na suspensao bacteriana, pressionadas contra a parede interna do
tubo para retirada do excesso de liquido e semeadas em varias direc6es sobre
a superficie do meio de cultura. ApGs a absorgdo do excesso de liquido pelo
agar, procedeu-se a aplicacdo dos discos contendo 0s antimicrobianos,

respeitando-se o limite de, no maximo, 12 discos nas placas com 150 mm de
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didmetro e 5 discos na placa com diametro de 90 mm. As placas foram
invertidas e incubadas a 35 + 2°C por 20-24 horas (CLSI, 2011).

3.25 LEITURA DOS HALOS DE INIBICAO DO CRESCIMENTO
MICROBIANO

Decorrido o tempo de incubacao, procedeu-se a leitura do teste. Com o
auxilio de uma régua, os diametros dos halos de inibicdo foram medidos em
milimetros e o0s microrganismos interpretados como sendo sensiveis
intermediarios ou resistentes as drogas testadas, de acordo com critérios
estabelecidos pelo CLSI, 2011.

3.2.6 DETERI\/!INAQAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA
(CIM) PELO METODO DE MICRO - DILUICAO PARA POLIMIXINA B

A determinacdo da CIM pelo método de micro diluicdo foi realizada de
acordo com as instrucdes contidas no CLSI, 2009. Resumidamente, foram
realizadas diluicbes seriadas de polimixina B com intervalo de concentragdes de
0,125 a 64 pg/mL.

O meio de cultura utilizado foi o Caldo Mueller-Hinton cation-ajustado
(CMHCA). As colunas 1 e 2 da microplaca de 96 cavidades, com fundo em “U”
foram utilizadas para o controle de esteridade e de crescimento.

A suspensdo bacteriana em salina foi preparada em densitdmetro
(Biomerieux) até atingir a escala 0,5 de McFarland, a qual foi diluida na
proporcdo 1:150 em CMHCA e distribuida nas colunas 2 a 13 da microplaca
(50ul/cavidade).

Apo6s a inoculacdo a microplaca foi incubada a 35 + 2°C, por um periodo
de 20-24 hs. Decorrido o periodo de incubagéo, a microplaca foi colocada sobre

um suporte com um espelho embaixo, préprio para a leitura do teste.
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A CIM foi definida como a menor concentracdo do agente antimicrobiano
gue inibe o crescimento bacteriano. P. aeruginosa ATCC 27853 e E. coli ATCC

25922 foram utilizadas como controle de qualidade do teste.

3.3. DETECCAO FENOTIPICA DE METALO-BETA-LACTAMASES

A pesquisa de metalo-beta-lactamases foi realizada com os isolados
bacterianos resistentes ao imipenem. Apds a semeadura do inoculo bacteriano,
seguindo-se 0 mesmo procedimento padronizado para o método de disco-
difusdo, dois discos de imipenem e dois discos de -ceftazidima foram
depositados na superficie do meio. Em um de cada disco de imipenem e
ceftazidima foram adicionados EDTA 0,5 M (5ulL/disco) e acido mercapto
propidnico (3pL/disco), que sdo agentes sequestrantes de ions.

Um aumento do halo de inibicdo do crescimento bacteriano no disco da
droga contendo o agente sequestrante de pelo menos 5 mm, comparado com o
halo de inibicdo do disco contendo a droga sozinha, sugere, fenotipicamente, a
presenca de metalo-beta-lactamases (ARAKAWA, 2000).

3.4. CONFIRMACAO DE METALO-BETA-LACTAMASE E METILASES 16S
rRNA PELO METODO EPSILOMETRICO

A metodologia do teste epsilométrico (Etest — Biomerieux) foi utilizada
somente para a confirmacdo da producdo de metalo-beta-lactamase e
confirmacdo da producdo de metilase 16S rRNA para isolados que
apresentaram resisténcia ao antimicrobiano amicacina.

Para metalo-beta-lactamase foi utilizada uma fita contendo um lado com
imipenem e outro com imipenem acrescido de EDTA, e para a confirmacao da
producdo de metilase 16S rRNA foi utilizada fita com antimicrobiano amicacina.

Placas de agar MH foram preparadas de acordo com as instru¢des do
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fabricante. O indculo bacteriano foi obtido conforme j& descrito anteriormente,
para o teste de disco-difusdo. Apdés a semeadura do inéculo em toda a
superficie da placa, aguardou-se até que o excesso de liquido tivesse sido
completamente absorvido. Uma fita plastica, com um gradiente de concentracéo
variado, foi entdo colocada delicadamente sobre a superficie do agar inoculado
e a placa incubada a 35 + 2°C por 20-24 horas, seguindo as instru¢des do

fabricante.

3.5. ELETROFORESE EM CAMPO PULSADO (PFGE) PARA ANALISE
GENOTIPICA

3.5.1 PREPARO DAS AMOSTRAS

Foi utilizado o Protocolo do Programa Pulse Net, padronizado pelo
Centers for Disease Control and Prevention (CDC), Estados Unidos
(http:www.cdc.gov/pulsenet), baseado na metodologia descrita por Gautom
(1997).

Os isolados de P. aeruginosa foram repicados em TSB e incubados a
30°C por 18 horas. Posteriormente, foram semeados em placas de TSA e
incubados a 30°C por 18-48 horas.

Apbs o crescimento bacteriano, foi feita uma suspensdo em tampéao de
suspenséo celular ajustando a turbidez a 15% T em colorimetro (VITEK).

Foram aliquotados 200 pL da suspensao bacteriana para um microtubo
tipo eppendorf e acrescentados 10 uL de proteinase K (solugdo estoque 20
mg/mL), 5 uL de lisozima (solugcdo estoque 40mg/mL) (concentracdo final de
lisozima e proteinase K 1 ug/mL) e 200 uL de agarose (pulsed field certified

agarose - ultra pure DNA grade agarose, cat. 162-0137, Bio-Rad) 1,2% em
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tampéo Tris-EDTA (TE) a 45° — 50°C, misturando delicadamente com a ajuda
de uma pipeta para que néo se formassem bolhas.

O gel contendo a suspenséo bacteriana foi entdo distribuido nos moldes
para a formag&o dos blocos. Apds a solidificacéo, os blocos foram colocados
em um tubo tipo Falcom de 50 mL contendo 5 mL de tampéao de lise celular e
25 uL da solucédo estoque de proteinase K, incubados em agitador a 54°C a 120
rpm por 2 hs.

Apbs a lise, a solucao foi desprezada e lavada com aproximadamente
12 mL de &gua ultra pura estéril pré-aquecida a 50°C. As amostras foram
colocadas novamente no agitador a 50°C, 120 rpm por 15 minutos e lavadas
novamente. Depois da segunda lavagem foi retirada a 4gua e feita a lavagem
com 10 a 15 mL de tampé&o TE estéril pré-aquecido a 50°C e reincubados em
agitador a 50°C e 120 rpm por 15 minutos, e repetidas por mais trés vezes.
Apés a Ultima lavagem, os blocos foram suspensos em 10 mL de Tampéo TE

em temperatura ambiente e estocados a 4°C até a digestao.

3.5.2 DIGESTAO COM ENZIMAS DE RESTRICAO

Os blocos foram cortados, com a ajuda de um bisturi, em pedacos de
dois milimetros de espessura e transferidos para microtubos tipo eppendorf
contendo tampédo da enzima. Os eppendorfs foram incubados a 37°C em
banho-maria por 10 minutos. Apds a incubacao, a solucdo foi desprezada e os
blocos foram suspensos em uma solugdo contendo 10U da enzima Spel (New
England Biolab) e incubados em banho-maria a 37°C/ 16-18h.

As amostras foram retiradas do banho-maria e a solugdo com a enzima
foi desprezada acrescentando-se 100 L de Tamp&o Tris-EDTA-Acido Borico
(TBE) (0,5x) por 20 minutos, e entdo inseridas nos “pocinhos” do gel de

agarose. DNA Lambda ladder foi utilizado como marcador.
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A corrida foi realizada em equipamento CHEF DR Il (BioRad) a 6 V/cm
e temperatura de 14°C, nas seguintes condigdes:
Tempo inicial: 2,2 segundos
Tempo final: 54,2 segundos
Tempo de corrida total: 20 hs
ApOs a corrida, os geis foram corados com brometo de etideo 0,5 mg/mL
e observados no fotodocumentador Gel Doc EQ (System Quantity One version
4.5, Bio-Rad Laboratories, Inc. Mildo, Italia). A similaridade entre as amostras
foi determinada segundo os critérios de Tenover et al. (1995) e analisado
utilizando o software Bionumeérics, versdo 5.0, 2007 (Amplied Maths, Kortoig,
Belgica).

3.6. IDENTIFICACAO DE GENES DE RESISTENCIA POR PCR

Os isolados foram semeados em placas contendo TSA e incubados a
30°C por 18 horas. Para a extracdo de DNA de P. aeruginosa foi feita uma
suspensao de 150ul de agua ultra pura estéril com uma algcada do crescimento
bacteriano, aquecida a 95°C em termobloco por 15 minutos, e centrifugada por
15 minutos a 12900 rpm a 4°C e 100ul do sobrenadante foram armazenados
em freezer a -20°C até o momento do uso.

Foram utilizados os primers SPM-F (5’- AAAATCTGGGTACGCAAACG-
3") e SPM-R (5-ACATTATCCGCTGGAACAGG-3), IMP-F
(5’ GGAATAGAGTGGCTTAAYTCTC-3') e IMP-R (5'-
GGTTTAAYAAAACAACCACC-3) (Poirel et al., 2011), para a amplificagdo do
gene para metalo-beta-lactamase de P. aeruginosa.

Para amplificacdo dos genes para metilase 16S rRNA foram utilizados
os seguintes primers: primer RmtD-F (5’CGGCACCGCGATTGGGAAGC-3’) e
RmtD-R (5-CGGAAACGATGCGACGAT-3') (Doi et al, 2007c), e o primer
RmtG-Fw ) AAATACAGCGATGTGTGTCC-3) e RmtG-Rv
(3’ACACGGCATCTGTTTCTTCC-5’) (Bueno et al., 2013).
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Foi utilizado termociclador Mastercycler Personal (Eppendorf, Hamburg,
Germany) nas seguintes condi¢cdes para SPM: 94°C por 5 minutos para
desnaturacao inicial, e 30 ciclos subsequentes para a amplificacdo, 94°C por
um minuto para desnaturacdo, 58°C por trinta segundos para anelamento, 72°C
por um minuto para extenséo, e 72°C por dez minutos para a extensao final.

As reacoOes foram realizadas em volume de 25 pl, utilizando 0,5ul de
cada primer (solucdo méae 10uM), 2 ul de lisado bacteriano, 12,5ul de Mix 2
(Fermentas) e 8,5 ul de agua Milli-Q esteéril.

Para os isolados suspeitos de producdo de metilase 16S rRNA, RmtD,
foram utilizadas as seguintes condi¢cdes: 96°C por cinco minutos para
desnaturacao inicial, trinta ciclos subsequentes de amplificacdo, 96°C por 30
segundos para desnaturacédo, 52,4°C por 30 segundos para anelamento, 72°C
por um minuto para extenséo, e 72°C por cinco minutos para extenséo final. As
reagOes foram feitas com uma mistura contendo 2,0ul de lisado bacteriano, 12,5
pl de Mix 2 (Fermentas), 0,5 pl de cada primer, 9,5 ul de agua Milli-Q estéril
com volume final de 25ul. O controle negativo foi feito utilizando todos os
componentes da mistura menos o lisado bacteriano.

Os produtos de amplificagédo do PCR, acrescido do corante Blue Green
(LGC Biotecnologia) foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,2%
(Sigma), a 100v por 40 minutos e visualizado em luz UV. Cepa PA 0905 (Doi et
al, 2007a) foi utilizada como controle positivo para SPM e RmiD, e P.
aeruginosa ATCC 27853 como controle negativo.

Os PCRs a seguir foram realizados de acordo com os protocolos
descritos pelos autores, GES (Poirel et al, 2000), CTX-M (Edelstein et al, 2003),
TEM (Essack et al, 2001), VIM, NDM e KPC (Poirel et al, 2011), RmtG (Bueno
et al, 2013).

3.7 SEQUENCIAMENTO DO gene rmtG
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O sequenciamento do gene rmtG foi realizado pelas alunas de Mestrado
Gabriela Rodrigues Francisco e Maria Fernanda Campagnari Bueno, sob a
orientacdo da Dra Doroti de Oliveira Garcia.

Produtos amplificados do PCR utilizando oligonucleotideos especificos
para rmtG foram purificados com a enzima ExoSap (Life Technologies), de acordo
com as instru¢des do fabricante. O produto purificado foi submetido a reagdo com
o Big Dye Terminator e os oligonucleotideos para rmtG, de acordo com as
instrucdes do fabricante, e em seguida purificado com acetato de soédio 3M e
alcool 99% em centrifuga de placa Eppendorf e seqienciados em sequenciador
Applied Biosystem 3130XL.

As sequéncias nucleotidicas obtidas para cada fragmento foram
montadas em “contigs” pelo software Lasergene, alinhadas no programa Clustal

W, e comparadas com as sequéncias contidas no Gene Bank.
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4. RESULTADOS

O presente estudo foi realizado com 129 isolados de P. aeruginosa
obtidos de 11 pacientes portadores de fibrose cistica atendidos no Instituto da
Crianca do Hospital das Clinicas de Sdo Paulo, participantes dos trés periodos
de coletas, sendo 67 isolados no periodo de 2003 — 2004, 49 isolados no
periodo de 2006 — 2007 e 13 isolados no ano de 2009. A idade dos pacientes
variou entre 9 meses e 20 anos com meédia de 10,3 anos. O anexo 2 apresenta
uma tabela com todos os resultados obtidos.

4.1 PERFIL DE SENSIBILIDADE PARA P. aeruginosa

Os isolados de P. aeruginosa foram submetidos ao teste de disco difusédo
para verificagdo do perfil de sensibilidade conforme apresentado a seguir na
Tabela 1, Tabela 2 e Anexo 3. Os isolados que apresentaram resisténcia aos
antimicrobianos carbapenémicos e aminoglicosideos foram submetidos a
pesquisa de producdo de metalo-beta-lactamase (Tabela 3) e metilase 16S
rRNA (Tabela 4).
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Tabela 2: Perfil de Sensibilidade (Disco — difusédo) de P. aeruginosa (n=129) isoladas de pacientes com fibrose
cistica frente a diversos antimicrobianos, em trés periodos distintos: 2003-2004, 2006-2007 e 2009, S&do Paulo.

2003-2004(n=67) 2006-2007(n=49) 2009(n=13)
ANTIMICROBIANO S | R S | R S | R
N(%) N(%) N(%) N(%) N(%) N(%) N(%) N(%) N(%)
IMP 64(955)  1(1,5)  2(3,0) 33(67,3) 0 16 (32,7) 11(84,6) 2(15,4) 0(0)
MER 67 (100,00  0(0) 0(0) 37(755) 3(61)  9(18,4) 13 (100) 0 (0) 0 (0)
AK 56(83,6) 4(60) 7(104) 29(59,2) 7(14,3) 13(26,5) 10(76,9) 1(7,7)  2(15,4)
GEN 45(67,2) 9(13,4) 13(19,4) 27(55,1) 9(18,4) 13(26,5) 10(76,9)  3(23,1) 0 (0)
NET 60(89,6) 1(1,5)  6(9,0) 34(69,4) 10(20,4) 5(10,2) 13 (100) 0 (0) 0 (0)
TOB 63(94,00 2(3,00 2(3,0) 40(81,6) 1(2,0)  8(16,4) 13 (100) 0 (0) 0 (0)
CAZ 61(91,00 2(3,00  4(6,0) 47 (96,00  1(2,0) 1(2,0) 13 (100) 0 (0) 0 (0)
FEP 60(89,6) 2(3,00 5(7,5) 47(96,0) 2 (4,0) 0 13 (100) 0 (0) 0 (0)
ATM 49(73,1) 7(10,4) 11(16,4) 28(57,1) 17(34,7) 4(8,2) 10(76,9)  3(23,1) 0 (0)
TIM 63 (94,0) 0 (0) 4 (6,0) 46 (93,9) 0 3(6,1) 13 (100) 0 (0) 0 (0)
PPZ 62 (92,5) 0 (0) 5(7,5) 45 (91,8) 0 4(8,2) 13 (100) 0 (0) 0 (0)
CIp 54(80,6) 1(1,5) 12(17,9) 31(63,3) 3(61) 15(30,6) 11(84,6) 1(7,7)  1(7,7)
LEV 51(76,1) 4(6,0) 12(17,9) 23(46,9) 5(10,2) 21 (42,9) 11(84,6) 1(7,7)  1(7,7)
PB 67 (100) 0 (0) 0(0) 47 (95,9) 0 2 (4,1) 13 (100) 0 (0) 0 (0)

IMP: Imipenem, MER: Meropenem, AK: Amicacina, GEN: Gentamicina, NET: Netilmicina, TOB: Tobramicina, CAZ: Ceftazidima, FEP: Cefepime, ATM: aztreonam, TIM:

Ticarcilina/Ac. Clavulanico,PPZ: Piperacilina/Tazobactam, CIP: Ciprofloxacina, LEV: Levofloxacina e PB: Polimixina B.
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Tabela 3: Perfil de Resisténcia e Perfil de Restricdo de PFGE de 31 isolados de P. aeruginosa de trés periodos
distintos frente a 14 antimicrobianos testados pelo método disco difusédo, que apresentaram resisténcia aos
carbapenémicos e/ou aminoglicosideos.

AMOSTRAS PACIENTE PFGE PERFIL DE RESISTENCIA
707(3), 746(1),253(3),789 4,45,11 G,F,H1L, T1 Imp
485, 746(2) 4 G Imp Mem
769(1) 5 11 Imp AK
676 9 N Imp Atm
707(4) 4 G Imp Mem Ppt
484(2),618 6,9 J,N Imp Lev Cip
31(2), 99, 253(1) 5 11 Gen AK Net
507 4 G Imp Mem Gen Ppt
707(1) 4 F Imp Mem Lev Ppt
697 6 J Imp Mem Lev Pb
608 9 N Imp Mem Gen Lev Cip
653(2) 3 D1 AK Net Gen Tob Cip
614(1) 4 G AK Net Gen Ppt Lev Tic
2850078502 763(3) 3 Bababs AK Net Gen Tob Lev Cip
620(2) 6 J Imp Net Gen AK Lev Cip
420(2) 2 C1 AK Net Gen Atm Caz Cip Fep
487 9 N Imp Net Gen Ppz Lev AK Cip Tob Caz Tim Mem
19 9 N Imp Net Gen Ppz Lev AK Cip Tob Caz Tim Atm Fep

IMP: Imipenem, MER: Meropenem, AK: Amicacina, GEN: Gentamicina, NET: Netilmicina, TOB: Tobramicina, CAZ: Ceftazidima, FEP: Cefepime, ATM: aztreonam, TIM:
Ticarcilina/Ac. Clavulanico, PPZ: Piperacilina/Tazobactam, CIP: Ciprofloxacina, LEV: Levofloxacina e PB: Polimixina B.
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Dez isolados apresentaram o mesmo perfil de resisténcia as quinolonas,
levofloxacina e ciprofloxacina (Anexo 3).

Sete isolados apresentaram o0 mesmo perfil de resisténcia aos
aminoglicosideos, amicacina, netilmicina, gentamicina, tobramicina e as
quinolonas, levofloxacina e ciprofloxacina (Tabela 2).

Os isolados 487 e 19 foram os mais resistentes e apresentaram o
mesmo perfil de resisténcia aos aminoglicosideos, netilmicina, gentamicina,
amicacina, tobramicina; as quinolonas levofloxacina e ciprofloxacina; as
penicilinas associadas a inibidores de beta-lactamases piperacilina/tazobactam
e ticarcilina/acido clavulanico, diferindo apenas em relagdo ao meropenem,
aztreonam e cefepime (Tabela 2).

Para as cefalosporinas ambas apresentaram resisténcia a ceftazidima
(32 geracédo), porém somente a cepa 19 apresentou resisténcia ao cefepime (42
geracao).

Para os carbapenémicos ambas apresentaram resisténcia ao imipenem,
mas somente a cepa 487 apresentou resisténcia ao meropenem. Para o
monobactamico Aztreonam somente a cepa 19 apresentou resisténcia (Tabela
2).

4.2 CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA PARA POLIMIXINA B

O teste de micro-diluicdo foi realizado somente para dois isolados de P.
aeruginosa (484-3, e 697), que apresentaram resisténcia (11mm de halo) pelo
método de disco difusdo, uma vez que € raro apresentar resisténcia a esse
antimicrobiano. Os isolados apresentaram sensibilidade (CIM = 2ug/ml) ao

antimicrobiano polimixina B.
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4.3 PESQUISA DE CARBAPENEMASE E METILASE 16S rRNA

Dezoito isolados de P. aeruginosa apresentaram resisténcia ou
sensibilidade diminuida ao antimicrobiano beta-lactamico imipenem,
pertencente a classe dos carbapenémicos, pelo método de disco-difusédo, para
as quais se realizaram pesquisa de metalo-beta-lactamase pelo método de
disco associacdo e método epsilométrico. Doze isolados foram confirmados

como suspeitos de produtores de metalo-beta-lactamase (Tabela 3).

Tabela 4: Resultado da pesquisa fenotipica de producdo de metalo-beta-
lactamase de 18 isolados de P. aeruginosa e resultado de pesquisa genotipica.

PCR -

genes

blaspw

TESTE SUSPEITA  blaje

METALO BETA LACTAMASE EPSILOMETRICO  DE MBL blayiv-

blanpm=

blages~

blakpc«

IMP+  IMP+ CAZ+ CAZ+
AMOSTRA IMP o\ o CAZ o, on  IMP IMP/EDTA

19 14 19 26 0 22 29 <4 <1 - -
253(3) 18 23 25 18 29 30 <4 <1 - -k
484(3) 22 25 17 21 21 22 6 <1 + SR
485 13 20 21 27 28 28 8 1,5 - -rx
487 10 22 38 0 24 36 16 <1 + S
507 10 14 22 22 24 22 6 1 - -x*
608 10 16 30 27 28 30 8 1,5 - -
618 0 17 27 24 27 28 8 <1 = s
620(2) 12 25 31 22 29 29 6 <1 + s
676 13 19 45 33 34 43 12 <1 + Sl
697 10 18 20 24 25 24 16 3,0 + S
707(1) 14 21 27 26 28 30 8 <1 + IR
707(3) 11 17 24 25 28 30 6 <1 + IR
707(4) 12 13 14 18 21 16 16 3,0 + S
746(1) 19 19 35 29 29 27 12 <1 + FLES
746(2) 15 23 37 37 37 42 6 <1 + FHLES
769(1) 11 19 30 28 29 28 8 <1 1 Sk
789 19 24 28 30 30 30 <4 <1 - -rx

IMP: Imipenem; EDTA: Acido Etileno Diamino Tetracético; MPA: Acido Mercaptopropi6nico; CAZ: Ceftazidima.
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Os doze isolados de P. aeruginosa com resultado positivo para pesquisa
fenotipica de metalo-beta-lactamase, foram submetidos a anélise de PCR para
blaspm, blawe, blayiv, blanpm. Os resultados obtidos para blanpu, blaspm, blawe €
blayiv foram negativos para todos os isolados (Anexo 2) (Fig. 3,4 e 5).

M1 23 4 5 6 78 9101112 1314 15 16 M

271pb blaspy
1: 232pb blams

Figura 3: Andlise dos isolados de P. aeruginosa do trato respiratério de pacientes com fibrose cistica
através da técnica de PCR para o gene blaspm € blap. M — Marcador 50 pb, Linha 1 - 484(3), Linha 2 - 487,
Linha 3 - 618, Linha 4 — 620(2), Linha 5 - 676, Linha 6 - 697, linha 7 - 707(1) Linha 8 - 707(3), linha 9 -
707(4), Linha 10 - 746(1), Linha 11 — 746(2), Linha 12 — 769(1), Linha 13 — controle positivo IMP, Linha 14 —
controle positivo SPM, Linha 15 — controle negativo, Linha 16 — branco.

M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

840pb blayy

Figura 4: Andlise dos isolados de
cistica através da técnica de PCR
Linha 2 - 487, Linha 3 - 618, Linh
Linha 8 - 707(3), linha 9 - 707(4), L
13 - controle positivo vim, Linha 14
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Os dezoito isolados que apresentaram resisténcia aos carbapenémicos
também foram submetidos a andlise genotipica para blakpc € blages. Os
resultados obtidos foram negativos para ambas enzimas KPC e GES (Fig. 5 e
Fig. 6).

M 1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

— 798pb bIaKpc
D 621pb blaypw

Figura 5: Andlise dos isolados de P. aeruginosa do trato respiratorio de pacientes com fibrose
cistica através da técnica de PCR para os genes blagpc € blaypy. M- marcador 100pb Linha 1 -
608, Linha 2 - 487, Linha 3 - 618, Linha 4 — 620(2), Linha 5 - 676, Linha 6 - 697, linha 7 -
707(1) Linha 8 - 707(3), linha 9 - 707(4), Linha 10 - 746(1), Linha 11 — 746(2), Linha 12 —
769(1), Linha 13 — 420(2), Linha 14 — 484 (2), linha 15 - controle positivo NDM, Linha 16 —
controle positivo KPC, Linha 17 — controle negativo.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112 13 14 15 16

860pb bIaGES

Figura 6: Analise dos isolados de P. aeruginosa isoladas do trato respiratério de pacientes com
fibrose cistica através da técnica de PCR para o gene blages. M — marcador 100pb, , Linha 1 -
608, Linha 2 - 487, Linha 3 - 618, Linha 4 — 620(2), Linha 5 - 676, Linha 6 - 697, linha 7 - 707(1)
Linha 8 - 707(3), linha 9 - 707(4), Linha 10 - 746(1), Linha 11 — 746(2), Linha 12 — 769(1), Linha 13
— 420(2), Linha 14 — 484 (2), linha 15 - controle positivo GES, Linha 16 — controle negativo.
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Dezesseis isolados resistentes aos aminoglicosideos pelo método de
disco-difusdo foram submetidos & determinagdo da concentracdo inibitoria
minima de amicacina pelo método epsilométrico.

Nove isolados com CIM acima de 256ug/ml foram confirmados
fenotipicamente como suspeitos de serem produtores de metilase 16S rRNA, os
quais foram submetidos ao PCR para a deteccéo de genes rmtD. Os resultados
obtidos para o gene rmtD para os nove isolados foram negativos (tabela 4) (Fig.
7).

Tabela 5: Resultado da pesquisa fenotipica para metilase 16S rRNA de 16
isolados de P. aeruginosa e resultado da pesquisa genotipica.

RESISTENCIA A AMICACINA

G Suspeita de PCR - gene
Amostra DD Teste epsilométrico metilase 16S rRNA rmiD

31(1) 6R 24 -
99 6R 24 -

253(1) 6R

420(2) 6R 8 -
470 6R 12 -

614(1) 10R 24 -
620(2) 6 R 32 -

DD: Disco — difusao



rmtD 401pb —»

Figura 7: Analise dos isolados de P. aeruginosa isoladas do trato respiratério de pacientes com
fibrose cistica através da técnica de PCR para o gene rmtD. M — Marcador 100 pb, Linha 1 controle
positivo PA 0905, Linha 2 - 19, Linha 3 - 302 (2), Linha 4 - 487, Linha 5 - 538, Linha 6 - 653 (1), linha
7 - 653 (2) Linha 8 - 783 (2), linha 9 - 783 (3), Linha 10 Branco.

Os isolados com resultado positivo para suspeita de 16S metilase rRNA
foram submetidos a determinacédo da CIM para os antimicrobianos gentamicina
e tobramicina para confirmacdo de elevada resisténcia a outros
aminoglicosideos, que € uma caracteristica dos isolados produtores de
metilases.

Os nove isolados de P. aeruginosa com resultado fenotipico sugestivo de
metilase 16S rRNA foram submetidos a andlise de PCR para o gene rmtG que
foi descrito recentemente.

Sete isolados apresentaram resultado positivo para o gene rmtG e dois
isolados apresentaram resultado negativo para o gene rmtG (Fig. 8 e Tab. 5). O
sequenciamento dos produtos amplificados de DNA confirmaram a presenca do

gene rmtG.
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M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

250pb rmtG

Figura 8: Analise dos isolados de P. aeruginosa isoladas do trato respiratério de pacientes com
fibrose cistica através da técnica de PCR para o gene rmtG. M — Marcador 100 pb, Linha 1 - 302
(2), Linha 2 - 487, Linha 3 - 538, Linha 4 - 653 (1), linha 5 - 653 (2) Linha 6 - 783 (1), linha 7 - 783
(2), Linha 8 — 783 (3), Linha 9 — 19, Linha 10 controle positivo, Linha 11 controle negativo.

Tabela 6: Resultado de CIM e PCR para RmtG e PFGE para isolados com
suspeita de producdo de metilases 16S rRNA

ISOLADO PACIENTE IDADE DATA DE MICs (ug/ml) PCR  Perfil
NUMERO COLETA AK GEN Tog RmMG  PFGE
302 (2) 3 13 16/02/2004 >256 > 256 > 256 + D

538 3 15  22/01/2007 >256 > 256 > 256 + D
653 (1) 3 16  07/05/2007 >256 > 256 > 256 + D
653 (2) 3 16  07/05/2007 >256 > 256 > 256 + D1
783 (1) 3 16  23/08/2007 >256 > 256 > 256 + D2
783 (2) 3 16  23/08/2007 >256 > 256 > 256 + D3
783 (3) 3 16  23/08/2007 >256 > 256 > 256 + D2

19 9 8  23/06/2003 > 256 >256 128 - N
487 9 11 09/11/2006 > 256 24,0 8,0 - N

GEN - gentamicina; TOB — tobramicina; AK — amicacina
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4.4 ELETROFORESE EM CAMPO PULSADO (PFGE)

O PFGE foi realizado para analisar os diferentes perfis genotipicos dos
isolados de P. aeruginosa de amostras clinicas, verificar se houve persisténcia
do isolado durante os trés periodos de estudos, transmissdo cruzada entre 0s
pacientes e ainda a aquisi¢cdo de P. aeruginosa com um novo perfil genotipico
(Figura 9).

A partir da analise dos géis no software Bionumerics, foram obtidos 35
perfis de restricdo em 129 isolados de P. aeruginosa de 11 pacientes em trés
periodos diferentes de coleta (Fig. 10). A porcentagem de similaridade foi obtida
com base no coeficiente de similaridade de Dice, com tolerancia de 1,5%.
Isolados do paciente 6 obtiveram um anico perfil de restricdo (J) representando
100% de similaridade no dendrograma.

No dendrograma que apresenta todos os perfis de restricdo detectados
dos 129 isolados, pode ser observado pacientes que apresentam perfis de
restricdo com mais de 90% de similaridade entre si (pacientes 3, 5, 8 e 11).

Um isolado do paciente 8 apresentou 100% de similaridade ao perfil de
restricdo L detectado no paciente 7.

Os isolados do paciente 11 com perfis de restricdo U e Ul apresentaram
80% de similaridade em relacdo ao paciente 2 com perfil de restricdo C, C1 e
C2.

Os pacientes 3, 4 com os respectivos perfis de resticdo E, G
apresentaram mais de 80% de similaridade entre si. O mesmo ocorreu com 0S
pacientes 6 (J) e 4 (H), pacientes 8 (M, M1, M2, M3) e 9 (O) e paciente 11 perfis
de restricado Se T.

Todos os isolados apresentaram mais de 60% de similaridade entre si.
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2 3 4 5 6 M 7 8 9 10 11 12 M

M 1

Figura 9: Perfis de isolados de P. aeruginosa obtidos do paciente 3 digeridos com enzimas
de restricdo Spe | obtidos através de PFGE. Linhas 1 a 12 isolados clinicos de P.
aeruginosa, 1 — 167(1), 2 —167(2), 3 - 167(3), 4 - 302 (1), 5—- 302 (2), 6 — 470, 7 — 538, 8
- 653 (1), 9-653 (2), 10 — 783 (1), 11 — 783 (2), 12 — 783 (3) M — Marcador DNA de fago A

(48,5 kb).
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10/09/2003
10/07/2003
27/09/2006
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29/08/2007
09/07/2003
09/10/2003
18/12/2003
08/08/2007
29/01/2004
10/11/2003
04/11/2009
08/09/2003
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10/05/2004
01/03/2004
08/01/2007
17/05/2004
13/11/2006
29/11/2004
18/11/2009
07/05/2007
23/08/2007
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23/08/2007
23/06/2003
14/06/2007
13/11/2006
05/11/2003
03/07/2003
01/10/2003
14/01/2004
08/03/2004
17/05/2004

Figura 10: Dendrograma indicando a diversidade genética (uma amostra para cada tipo e
subtipo de perfis de restricdo) entre os isolados de P. aeruginosa, obitidos do trato respiratério
de 11 pacientes portadores a de fibrose cistica digeridas com enzima de restricdo Spe | e
porcentagem de similaridade com uma tolerancia Dice de 1,5%. Ao lado do dendrograma esta
indicado da esquerda para direita 0 nUmero de amostra, perfil de PFGE, paciente e data de

coleta.
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Em 2003 os isolados de P. aeruginosa do paciente 1 apresentaram o
perfil de restricdo B (179, 291-1e 2, 407 — 1le 2, 78 — 1 e 2) que foi persistente
até o ano de 2007 (558 — 2) e apresentou sensibilidade a todos os
antimicrobianos testados, exceto o isolado 78-2 que apresentou resisténcia a
gentamicina (Anexo 3). Em 2004 adquiriu um novo isolado com o perfil de
restricdo A2 (407-3) e em 2006 os perfis de restricdo A e Al (491-1 e 2) (Fig.
11) todos com similaridade em torno de 85-90% entre si. A similaridade entre o
perfil B e os perfis A, A1 e A2 foi de 70%. O isolado 407-3 apresentou
resisténcia a gentamicina e os isolados 491-1 e 2 apresentaram resisténcia aos

antimicrobianos ticarcilina/ac. clavulanico e aztreonam (Anexo 3).

Dice (Opt:1.00%) (Tol 1.5%-1.5%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%]

PFGE PFGE

° S g 8 Ncepa Perfil Paciente Data
[l (I I O 491 (1) A 13/11/2006
{ Y AR Y 491 (2) 1371112006
[Tl T I O I B 407(3) 17/05/2004
[ [ 11 | 179 13/10/2003
| | | 291 (1)

| I| : 09/02/2004
[ |1 291 (2)
I I
I
I

> >
NP

09/02/2004
| | | | 407(1) 17/05/2004
[ | | 407(2) 17/05/2004
[ [ | | 558(2) 14/02/2007
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11/08/2003
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| 1| 78(1)
| ]| 78(2)
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Figura 11: Dendrograma indicando a diversidade genética entre os isolados de P. aeruginosa,
obtidos do trato respiratério do paciente 1, digeridas com enzima de restricdo Spe | com base
no coeficiente de similaridade de Dice com tolerancia de 1,5%. Ao lado do dendrograma esta
indicado da esquerda para direita 0 numero de amostra, perfil de PFGE, paciente e data de
coleta.

Os isolados do paciente 2 apresentaram os perfis de restricdo C2 (45 - 1
e 2), C1 (135, 420-1 e 2, 512, 579) e C (437-1 e 2) que foram detectados a
partir de 2003 e persistiram até o ano de 2007 (Fig. 12) e apresentaram
similaridade de 90% entre si.

Somente trés isolados apresentaram resisténcia a alguns

antimicrobianos. O isolado 437-2 (C) apresentou resisténcia somente a
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levofloxacina, o isolado 135 (C1) apresentou resisténcia a ciprofloxacina e
levofloxacina e o isolado 420-2 (Cl) apresentou resisténcia a amicacina,
gentamicina, netilmicina, ceftazidima, cefepime, aztreonam e levofloxacina
(Tabela 2).

O isolado 420-2 foi submetido a pesquisa fenotipica para metilase 16S
rRNA pelo método epsilométrico o qual obteve resultado negativo (Tabela 4). O
isolado 420-2 também foi submetido a pesquisas genotipicas para beta-
lactamase de espectro estendido (ESBL) GES1, CTX-M e TEM, as quais

resultaram negativas.

Dice (Opt:1.00%) (Tol 1.5%-1.5%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%]
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C1
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27/09/2006
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02/06/2004
02/06/2004
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[ ] | 135
Figura 12: Dendrograma indicando a diversidade genética entre os isolados de P. aeruginosa,
obtidos do trato respiratério do paciente 2, digeridas com enzima de restricdo Spe | com base
no coeficiente de similaridade de Dice com tolerancia de 1,5%. Ao lado do dendrograma esta
indicado da esquerda para direita 0 nimero de amostra, perfil de PFGE, paciente e data de
coleta.

Os isolados do paciente 3 apresentaram os perfis de restricdo D, D1, D2,
D3, com 90% de similaridade entre si e o perfil de restricdo E com 70% de
similaridade. O perfil de restricdo E (64-1 e 2, 167-1, 2 e 3) foi detectado em
julho e outubro de 2003, e em fevereiro de 2004 (302-1) pela ultima vez. O perfil
de restricao D (302-2, 470, 538, 653-1) foi detectado em fevereiro de 2004,
outubro de 2006 e janeiro e maio de 2007. O perfil de restricdo D1 (653-2) foi
detectado em maio de 2007 e em agosto foram detectados os perfis de
restricdo D2 (783-1 e 3) e D3 (783-2) (Fig. 13).
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O perfil de restricdo E contém apenas dois isolados que apresentaram
resisténcia aos antimicrobianos cefepime (64-1) e gentamicina (167-1) (Anexo
3).

Os perfis de restricdo D, D1, D2 e D3 apresentaram o mesmo perfil de
resisténcia frente aos antimicrobianos aminoglicosideos e quinolonas testados
(tabela 2). Todos os isolados do perfil de restricdo D foram submetidos a
pesquisa fenotipica para metilase 16S rRNA pelo método epsilomético e
somente o isolado 470 apresentou resultado negativo. Os isolados que
apresentaram resultado positivo foram submetidos a anélise de PCR para rmtD
e obtiveram o resultado negativo, também foram submetidos a anélise de PCR
para a metilase recém descrita RmtG e todos os isolados apresentaram
resultado positivo, os quais foram confirmados por sequenciamento de DNA
(Tabelas 4 e 5).

Dice (Opt:1.00%) (Tol 1.5%-1.5%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%]
PFGE PFGE
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Figura 13: Dendrograma indicando a diversidade genética entre os isolados de P. aeruginosa,
obtidos do trato respiratorio do paciente 3, digeridas com enzima de restricdo Spe | com base
no coeficiente de similaridade de Dice com toleréncia de 1,5%. Ao lado do dendrograma esta
indicado da esquerda para direita 0 numero de amostra, perfil de PFGE, paciente e data de
coleta.

O paciente 4 teve isolados com os perfis de restricdo F, G e H, com
similaridade acima de 60%. O perfil de restricdo F (707 —1 e 746 — 1) e H (614
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— 2) foram detectados somente em 2007. O perfil de restricdo G (254 - 1 e 2,
330, 485, 507, 614 -1, 707 — 3 e 4 e 746-2) foi detectado em 2004 e persistiu
até 2007. (Fig. 14).

Os perfis de resisténcia foram varidveis para os perfis de restricao
observados nos isolados deste paciente. Os isolados 254-1 e 2 apresentaram
resisténcia aos antimicrobianos cefepime e ticarcilina/ac. clavulanico,
respectivamente, e ambos foram resistentes a piperacilina/tazobactam (Anexo
3).

Os isolados 485, 507, 707 -1, 3 e 4 e 746-1 e 2 apresentaram resisténcia
aos carbapenémicos e foram submetidos a pesquisa fenotipica para metalo-
beta-lactamase apresentando resultado negativo apenas os isolados 485 e 507
(Tabela 2 e 3). Os isolados com resultado positivo foram submetidos a analise
de PCR para a deteccéo de blaspm, blawpe, blayiv, blanpm, blakpc € blages € 0
resultado foi negativo para todos os isolados (Fig. 3, 4, 5 e 6).

Os isolados 507, 707-1 e 4 também apresentaram resisténcia a
piperacilina/tazobactam, e o isolado 507 ainda apresentou resisténcia a
gentamicina e o isolado 707-1 a levofloxacina. O isolado 614-1 apresentou
resisténcia aos antimicrobianos amicacina, gentamicina e netilmicina,
aztreonam, piperacilina/tazobactam e levofloxacina, ao ser submetido a

pesquisa fenotipica para metilases 16S rRNA pelo método epsilométrico obteve

resultado negativo (Tabela 2 e 4).
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Figura 14: Dendrograma indicando a diversidade genética entre os isolados de P. aeruginosa,
obtidos do trato respiratério do paciente 4, digeridas com enzima de restricdo Spe | com base no
coeficiente de similaridade de Dice com tolerancia de 1,5%. Ao lado do dendrograma esta indicado da
esquerda para direita 0 nUmero de amostra, perfil de PFGE, paciente e data de coleta.
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Os isolados do paciente 5 apresentaram dois perfis de restricdo | e I1
com mais de 90% de similaridade. O perfil de restricdo | (855-1 e 2) foi
detectado somente em 2009. O perfil de restricdo 11 (197-1 e 2, 253-1, 2 e 3,
31-1e2,769-1, 2 e 3,847-1 e 2 e 99) foi detectado a partir de 2003 e persistiu
até 2009 (Fig. 15).

Os isolados 31-1, 99 e 253-1 apresentaram resisténcia aos
aminoglicosideos amicacina, gentamicina e netilmicina, foram submetidos a
pesquisa fenotipica de metilase 16S rRNA pelo método epsilométrico e
obtiveram resultado negativo (tabela 2 e 4).

Os isolados 253-3 e 769-1 apresentaram resisténcia ao antimicrobiano
imipenem e foram submetidos a pesquisa fenotipica para metalo-beta-
lactamase, e somente o isolado 769-1 obteve resultado positivo e foi submetido
a pesquisa genotipica para os genes blaspy, blawe, blayiv, blanom, blakec €
blaces com resultado negativo (Fig. 3, 4, 5 e 6) (Tabela 2 e 3).

O isolado 769-1 também apresentou resisténcia a amicacina. Os
isolados 31-2 e 197-2 apresentaram resisténcia somente a gentamicina. Os
isolados 847-1 e 855-1 com perfil de restricdo (H1 e H) apresentaram

resisténcia somente a amicacina (Anexo 3).
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Figura 15: Dendrograma indicando a diversidade genética entre os isolados de P. aeruginosa,
obtidos do trato respiratério do paciente 5, digeridas com enzima de restricdo Spe | com base
no coeficiente de similaridade de Dice com tolerancia de 1,5%. Ao lado do dendrograma esta
indicado da esquerda para direita o nimero de amostra, perfil de PFGE, paciente e data de
coleta.
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Os isolados do paciente 6 apresentaram um Unico perfil de restricdo (J)
na primeira coleta em 2003 e permaneceu o mesmo até 2007. N&o foi
detectado nenhum outro perfil de restricdo durante os trés periodos de coleta
(Fig. 16), porém o perfil de sensibilidade apresentou algumas variagoes.

Os isolados 308-2 e 787 apresentaram resisténcia somente a
levofloxacina. Os isolados 38-1 e 3, 134-1, 308-1, 484-1 o mesmo perfil de
resisténcia frente os antimicrobianos ciprofloxacina e levofloxacina (Anexo 3).

Os isolados 484-2 e 697 apresentaram perfil de resisténcia aos
antimicrobianos imipenem, ciprofloxacina e levofloxacina, porém o isolado 697
também apresentou resisténcia ao meropenem (Tabela 2).

O isolado 484-3 apresentou resisténcia aos antimicrobianos aztreonam,
ciprofloxacina, levofloxacina e polimixina B, que ao ser analisada pelo método
de microdiluicdo para polimixina B apresentou sensibilidade a droga (Anexo 3).

O isolado 620-1 apresentou resisténcia aos antimicrobianos meropenem,
aztreonam, ciprofloxacina e levofloxacina (Anexo 3).

O isolado 620-2 apresentou resisténcia aos antimicrobianos imipenem,
amicacina, gentamicina, netilmicina, ciprofloxacina e levofloxacina (Tabela 2).
Os isolados 620-2, 484-2 e 697 foram submetidos a pesquisa fenotipica para
metalo-beta-lactamase onde foi obtido resultado positivo para os trés isolados
que foram submetidos a pesquisa genotipica para blaspw, blae, blayiv, blanow,
blakpc € blages com resultado negativo (Fig. 3, 4, 5 e 6) (Tabela 3). O isolado
620-2 também foi submetido a pesquisa fenotipica para metilase 16S rRNA com
resultado negativo (tabela 4).

Para os isolados do paciente 7 o perfil de restricdo L (194-1 e 2, 245-1 e
2,41-1 e 2, 623, 703) persistiu de 2003 a 2007, sendo que em 2004 adquiriu 0
perfil de restricdo K (324-1 e 2) que ndo mais foi detectado nos trabalhos
subsequentes (Fig. 17), a similaridade entre os dois perfis de restricdo foi de
60%. Somente os isolados 194-2 e 245-1 com perfil de restricdo L,

apresentaram resisténcia ao antimicrobiano azteonam (Anexo 3).

57



Dice (Opt:1.00%) (Tol 1.5%-1.5%) (H>0.0% $>0.0%) [0.0%-100.0%]
PFGE PFGE

8 Ncepa Perfil Paciente Data

| VIV rrrvrr 1 134 (1) J 6 08/09/2003
| O rrrvrt 134 (2) J 6 08/09/2003
| LETr ey 1l 218 J 6 27/11/2003
| I rereer ol 308 (1) J 6 26/02/2004
| FEHEEE Ve ey 308 (2) J 6 26/02/2004
| EHVErrevry 38 (3) J 6 07/07/2003
| P et 1 38 (4) J 6 07/07/2003
| T revry 1 38 (1) J 6 07/07/2003
| e vrrvrr 0 38 (2) J 6 07/07/2003
| [P vrre ey 484 (2) J 6 08/11/2006
| e ererr 484 (3) J 6 08/11/2006
| Wit rrrvrr il 484 (1) 3 6 08/11/2006
| ey 1l 549 J 6 05/02/2007
| e errerr 1 620 (1) 3 6 11/04/2007
| v 0 620 (2) J 6 11/04/2007
\ H |||| \ll\ |\ | || 697 J 6 13/06/07

| (B 787 J 6 29/08/2007

Figura 16: Dendrograma indicando a diversidade genética entre os isolados de P. aeruginosa,
obtidos do trato respiratdrio do paciente 6, digeridas com enzima de restricdo Spe | com base
no coeficiente de similadidade de Dice com tolerancia de 1,5%. Ao lado do dendrograma esta
indicado da esquerda para direita 0 numero de amostra, perfil de PFGE, paciente e data de
coleta
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Figura 17: Dendrograma indicando a diversidade genética entre os isolados de P. aeruginosa,
obtidos do trato respiratorio do paciente 7, digeridas com enzima de restricdo Spe | com base
no coeficiente de similaridade de Dice com tolerancia de 1,5%. Ao lado do dendrograma esta
indicado da esquerda para direita 0 nUmero de amostra, perfil de PFGE, paciente e data de
coleta.
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Os isolados do paciente 8 apresentaram o perfil de restricdo M (240, 35-
2, 655 1 e 2, 762-2) em 2003 e 2007, o perfil de restricio M1 (762-1) foi
detectado somente em 2007, os perfis de restricdo M2 (171-1) e M3 (171-2,
336) foram detectados somente em 2003 e apresentaram mais de 90% de
similaridade entre si (Fig. 18). O perfil de restricdo L (35 — 1) foi detectado
apenas na coleta de 2003 e é o mesmo perfil de restricdo detectado para o
paciente 7 (Fig. 17), pois apresentam 100% de similaridade.

O perfil de sensibilidade frente aos antimicrobianos testados foi variavel.
O isolado 35-1 apresentou resisténcia somente a amicacina. Os isolados 171-1
e 240 apresentaram resisténcia aos antimicrobianos aztreonam e levofloxacina
respectivamente. Os isolados 35-2, 655-1e 655-2 apresentaram resisténcia aos
antimicrobianos ciprofloxacina e levofloxacina, meropenem e levofloxacina,
amicacina e gentamicina respectivamente (Anexo 3).
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Figura 18: Dendrograma indicando a diversidade genética entre os isolados de P. aeruginosa,
obtidos do trato respiratério do paciente 8, digeridas com enzima de restricdo Spe | com base
no coeficiente de similaridade de Dice com tolerancia de 1,5%. Ao lado do dendrograma esta
indicado da esquerda para direita o nimero de amostra, perfil de PFGE, paciente e data de
coleta.
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Os isolados do paciente 9 apresentaram 0s seguintes perfis de restricdo
M e N, com similaridade de aproximadamente 60%. Perfil de restricdo N (19,
192, 487, 608, 618, 676, 85) foi detectado em 2003 e o perfil de restricdo O
(279) em 2004. O perfil de restricdo N persistiu até 2007 e o perfil de restricdo O
foi detectado somente em 2004 (Fig. 19).

Somente os isolados com perfil de restricdo N apresentaram resisténcia
aos antimicrobianos. Os isolados 19 e 487 apresentaram sensibilidade somente
a dois antimicrobianos meropenem e polimixina B e piperacilina/tazobactam e
polimixina B respectivamente, sendo resistente a todos o0s outros
antimicrobianos testados (Tabela 2). Ambos isolados foram submetidos a
pesquisa fenotipica para as suspeitas de producdo de metalo-beta-lactamase,
com resultado positivo somente para o isolado 487 e metilase 16S rRNA, com
resultado positivo para ambos isolados. Ao serem submetidas a pesquisa
genotipica por PCR para os genes rmtD e rmtG e apresentaram resultado
negativo para ambos isolados (Tabela 3 e 4) (Fig. 7 e 8). O isolado 487 também
foi submetido a pesquisa genotipica para os genes blaspm, blae, blayiv, blanpwm,
blakpc € blages obtiveram resultado negativo (Fig. 3, 4, 5 e 6).

O isolado 85 apresentou resisténcia somente a ciprofloxacina. Os
isolados 192 e 353 apresentaram resisténcia aos antimicrobianos ciprofloxacina
e levofloxacina e o isolado 192 ainda foi resistente a gentamicina (Anexo 3). Os
isolados 608 e 618 apresentaram resisténcia aos antimicrobianos imipenem,
ciprofloxacina e levofloxacina, o isolado 608 também apresentou resisténcia a
meropenem e gentamicina (Tabela 2). O isolado 676 apresentou resisténcia aos
antimicrobianos imipenem e aztreonam (Tabela 2).

Os isolados 608, 618 e 676 foram submetidos a pesquisa fenotipica para
metalo-beta-lactamase com resultado positivo para os isolados 618 e 676 que
ao serem submetidos a pesquisa genotipica para 0os genes blaspy, blajvp,
blaviu, blanpm, blakpc € blages apresentaram resultado negativo (Tabela 3) (Fig.
3,4,5€e6).
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Figura 19: Dendrograma indicando a diversidade genética entre os isolados de P. aeruginosa,
obtidos do trato respiratério do paciente 9, digeridas com enzima de restricdo Spe | com base
no coeficiente de similaridade de Dice com toleréncia de 1,5%. Ao lado do dendrograma esta
indicado da esquerda para direita 0 numero de amostra, perfil de PFGE, paciente e data de
coleta.

Os isolados do paciente 10 apresentaram os perfis de restricdo P, Q, R e
R1, e similaridade com cerca de 70%. O perfil de restricdo P (392 e 91) foi
detectado em 2003, ndo sendo detectado apdés 2004. Em 2004 foram
detectados dois novos perfis de restricdo Q (310-1 e 2) e R (503-1 e 2, 681-1 e
2, 856-1 e 2, 857-1), sendo que o perfil de restricdo Q ndo mais foi detectado e
o perfil de restricdo R persistiu até 2009 (Fig.20). O perfil R1 (857-2) foi
detectado somente em 2009.

Somente os isolados 310-1 e 2 com perfil de restricdo Q e o isolado 392
com perfil de restricdo P apresentaram resisténcia a alguns antimicrobinanos. O
isolado 392 apresentou resisténcia aos antimicrobianos ceftazidima e
aztreonam, o isolado 310-1 apresentou resisténcia a ticarcilina/ac. Clavulanico e
piperacilina/tazobactam e o isolado 310-2 apresentou resisténcia aos mesmos

antimicrobianos que os isolados 392 e 310-1 (Anexo 3).
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Figura 20: Dendrograma indicando a diversidade genética entre os isolados de P. aeruginosa,
obtidos do trato respiratério do paciente 10, digeridas com enzima de restricdo Spe | com base
no coeficiente de similaridade de Dice com tolerancia de 1,5%. Ao lado do dendrograma esta
indicado da esquerda para direita 0 nimero de amostra, perfil de PFGE, paciente e data de
coleta.

Nos isolados do paciente 11 o perfil de restricdo S (315 — 2 e 3) foi
detectado apenas em 2004 ndo sendo detectado nos outros periodos de coleta.
O perfil de restricdo T (524) foi detectado em 2007 e depois nédo foi mais
detectado. Ja o perfil de restricdo U (709, 809 — 1 e 2, 818 — 1, 2 e 3) foi
detectado em 2007 e persistiu até 2009 e o perfil de restricdo Ul (789) foi
detectado somente em 2007 (Fig. 21).

Somente o isolado 789 com perfil de restricdo T1 apresentou resisténcia
a um unico antimicrobiano, imipenem, sendo submetido a pesquisa fenotipica

de metalo-beta-lactamase e obteve resultado negativo (Tabela 2 e 3).
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Figura 21: Dendrograma indicando a diversidade genética entre as isolados de P. aeruginosa,
obtidos do trato respiratorio do paciente 11, digeridas com enzima de restricdo Spe | com base
no coeficiente de similaridade de Dice com toleréncia de 1,5%. Ao lado do dendrograma esta
indicado da esquerda para direita 0 nUmero de amostra, perfil de PFGE, paciente e data de
coleta.
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DISCUSSAO

Pseudomonas aeruginosa é uma bactéria importante nas infecgbes
pulmonares de pacientes com fibrose cistica e cada vez mais ela é responsavel
pela morbidade e mortalidade desses pacientes, devido a sua capacidade de
desenvolver o fendtipo mucoide e mecanismos de resisténcia que inibem a
acao dos antimicrobianos atualmente utilizados, tornando impossivel erradica-la
(Spencker et al, 2003).

As analises realizadas neste estudo, para avaliar a sensibilidade de P.
aeruginosa demonstraram que o perfil de sensibilidade se modifica ao longo do
tempo. Os isolados de P. aeruginosa do primeiro periodo (2003/2004) e do
terceiro periodo (2009) apresentaram atividade antimicrobiana bastante
eficiente, sendo que poucos antimicrobianos tiveram sua atividade inibida. Isso
pode ser justificado pelo fato de que a maioria dos pacientes participantes sao
menores de dez anos e apresentam cepas adquiridas do meio ambiente, as
guais sdo mais suscetiveis aos antimicrobianos. Os pacientes participantes do
segundo periodo (2006-2007) sdo os mesmos do primeiro, porém, agora, ja
passaram dos 10 anos. Por ser uma colonizacdo de longa duracédo as cepas
desses pacientes ja adquiriram o fendtipo mucoéide e/ou mecanismos de
resisténcia que inibem a acéo dos antimicrobianos dificultando o tratamento dos
pacientes com fibrose cistica. Isto explica o motivo pelo qual os antimicrobianos
atualmente utilizados apresentaram menor atividade frente aos isolados de P.
aeruginosa.

Ao analisar os dados do perfil de sensibilidade, individualmente
observamos que em relacdo ao grupo dos carbapenémicos, Silbert et al, 2001
detectaram 93,8% de sensibilidade para o imipenem, Nazik et al, 2007
detectaram 82% de sensibilidade, valores que condizem com os achados neste
estudo no primeiro periodo 95,5% de sensibilidade e terceiro periodo com
84,6% de sensibilidade respectivamente. Logan et al, 2012 detectaram
sensibilidade (70%) para o imipenem abaixo do valores encontrados por outros
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autores, mas que estdo de acordo com os valores achados no segundo periodo
(67,3%) deste trabalho. Para o meropenem Silbert et al, 2001 e Vosahlikova et
al, 2007 detectaram sensibilidade de 96,9% e 95,6% respectivamente, valores
gue corroboram com o0s encontrados neste estudo no primeiro e terceiro
periodo que foram de 100% de sensibilidade. Nazik et al, 2007 detectaram
sensibilidade de 84% para meropenem, valor préximo ao detectado neste
estudo no segundo periodo 75,5% de sensibilidade. Logan et al, 2012 ao
contrario detectaram uma baixa sensibilidade 47,5%. A significativa diminuicéo
da atividade antimicrobiana dos carbapenémicos (imipenem e meropenem)
demonstrada nesta discussado, indica que P. aeruginosa tem desenvolvido
mecanismos de resisténcia cada vez mais eficientes. Isto ocorre devido a ampla
utilizacdo desse grupo de antimicrobiano no tratamento das infeccfes de
pacientes com fiborose cistica ao longo do tempo.

Dentro do grupo dos aminoglicosideos, foi detectada alta sensibilidade
para amicacina por Vosahlikova et al, 2007 (95,6%), Nazik et al, 2007 e Logan
et al, 2012 detectaram respectivamente 80% e 75% de sensibilidade e
condizem com os resultados obtidos neste estudo no primeiro e terceiro
periodos (83,6% e 76,9%). Contrario a esses resultados o segundo periodo
deste estudo obteve um valor mais baixo de sensibilidade para amicacina
59,2%. Logan et al, 2012 e Vosahlikova et al, 2007 detectaram alta
sensibilidade para gentamicina 87,5 e 86,9%, Nazik et al, 2007 apresentaram
resultados de sensibilidade (73%) que estdo mais préximos dos detectados
neste estudo nos primeiro e terceiro periodos (67,2% e 76,9%). No segundo
periodo a sensibilidade foi um pouco menor 55%. Para netilmicina Vosahlikova
et al, 2007 e Nazik et al, 2007 detectaram 88,4% e 80% de sensibilidade, e
corroboram com os resultados obtidos neste estudo nos primeiro e terceiro
periodos (89,6% e 100%). Silbert et al, 2001 detectaram 50% de sensibilidade
para isolados mucoides e 56% de sensibilidade para isolados ndo mucdéides,
ambos resultados condizem com os detectados no segundo periodo, 69,4% de

sensibilidade para netilmicina.
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Tobramicina é um antimicrobiano que apresentou boa atividade. Os
resultados de sensibilidade nos trés periodos foram 94%, 81,6% e 100% de
sensibilidade, respectivamente, e os valores condizem com os detectados por
Vosahlikova et al, 2007 (97,1%) e Nazik et al, 2007 (82%). Somente Logan et
al, 2012 detectaram baixa sensibilidade, apenas 32%. Podemos observar que o
grupo dos aminoglicosideos também faz parte dos antimicrobianos de escolha
nos tratamentos por antibioticoterapia por apresentar boa atividade
antimicrobiana frente a P. aeruginosa. Este estudo demonstrou que, com 0 USo
prolongado dos aminoglicosideos ocorreu uma selecdo entre bactérias
sensiveis e aquelas que desenvolveram fenétipo mucoide e/ou adquiriram
resisténcia a este grupo de antimicrobianos. Somente tobramicina apresentou
uma diminuicao significativa em sua atividade antimicrobiana ao longo da ultima
década, o que pode ser observado pelo resultado apresentado por Logan et al
(2012) em relacéo a Silbert et al (2001).

As cefolosporinas, ceftazima e cefepime também apresentaram
excelente atividade antimicrobiana nos testes in vitro. Neste estudo foram
detectados nos trés periodos sensibilidade de 91%, 96% e 100% para
ceftazidima em concordancia com os valores detectados por Vosahlikova et al,
2007 (94,2%) e Silbert et al, 2001 ( 81,4%). Logan et al, 2012 obtiveram um
resultado menor de sensibilidade (55%) para ceftazidima. Para cefepime a
sensibilidade detectada neste estudo nos trés periodos foram de 89,6%, 96% e
100% respectivamente em concordancia com os valores encontrados por
Vosahlikova et al, 2007 (95,6%) e Silbert et al, 2001 para isolados nao
mucoides com 83% de sensibilidade. Ao contrario desses resultados Silbert et
al, 2001 detectaram atividade antimicrobiana de cefepime de apenas 42% para
isolados com fendtipo mucoide. Embora os resultados discutidos neste estudo
demonstrem que as cefalosporinas sdo antimicrobianos com boa atividade para
o tratamento de pacientes com fibrose cistica, Logan et al (2012) detectaram
baixa atividade para ceftazidima e Silbert et al (2001) detectaram baixa

atividade para cefepime em isolados com fenoétipo mucéide. Os resultados de
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ambos autores sugerem que o uso prolongado deste grupo de antimicrobiano
pode diminuir sua atividade frente aos mecanismos de resisténcia adquiridas ao
longo do tempo.

Em relacdo ao monobactam aztreonam, Silbert et al (2001), detectaram
84% de sensibilidade em isolados ndo mucdides que condizem com este
estudo no primeiro periodo, 73,1% de sensibilidade, e terceiro periodo, 76,9%
de sensibilidade. Os isolados do segundo periodo tiveram 58% de sensibilidade
em concordancia com Logan et al, 2012 que detectaram 55% de sensibilidade e
Nazik et al, 2007 que detectaram 53% de sensibilidade. No inicio da década de
2000 o monobactamico aztreonam tinha excelente atividade antimicrobiana
como detectado por Silbert et al (2001), porém ap0s aproximadamente 6 anos
depois sua atividade caiu pela metade (Nazik et al, 2007) e mantém assim até
hoje (Logan et al, 2012).

O antimicrobiano ticarcilina-4cido clavulanico obteve 6tima atividade nos
trés periodos analisados neste estudo. P. aeruginosa apresentou 94% de
sensibilidade nos primeiro e segundo periodos e 100% de sensibilidade no
terceiro periodo, esses valores condizem com Silbert et al, 2001 que
detectaram 83,5% de sensibilidade.

Para o antimicrobiano piperacilina-tazobactam os resultados foram
semelhantes aos de ticarcilina-acido clavulanico e encontram-se de acordo com
a literatura. No primeiro periodo houve 92,5% de sensibilidade, no segundo
periodo 92% de sensibilidade e no terceiro periodo 100% de sensibilidade.
Silbert et al, 2001 detectaram 85,6% de sensibilidade, Nazik et al, 2007 86% de
sensibilidade e Logan et al, 2012 detectaram 100% de sensibilidade,
demonstrando assim a conformidade dos resultados obtidos neste estudo.

Para ciprofloxacina o primeiro periodo detectou 80,6% de sensibilidade e
o terceiro 84,6% de sensibilidade e corroboram com Vosahlikova et al, 2007
gue detectaram 84% de sensibilidade e Silbert et al, 2001 que detectaram 84%
de sensibilidade para isolados ndo mucdide. O segundo periodo detectou 64%

de sensibilidade que condiz com Nazik et al, 2007 com 61% de sensibilidade e
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Silbert et al, 2001 que detectaram 50% de sensibilidade para isolados
mucoides. Logan et al, 2012 detectaram 40% de sensibilidade, valor menor que
o detectado neste estudo. Ciprofloxacina € um antimicrobiano comumente
utilizado nas infeccbes bacterianas, porém bactérias como P. aeruginosa tem
adquirido meios de impedir a atividade deste antimicrobiano que diminuiu muito
na ultima década como pode ser observado comparando os resultados obtidos
por Silbert et al (2001) e Logan et al (2012).

Em relacdo ao antimicrobiano levofloxacina, Pseudomonas aeruginosa
apresentou 76,1% de sensibilidade no primeiro periodo, 84,6% de sensibilidade
no terceiro periodo e 48% de sensibilidade no segundo periodo.

Para polimixina B a atividade antimicrobiana foi elevada atingindo 100%
de eficacia nos primeiro e terceiro periodos e 94% no segundo periodo. No
segundo periodo dois isolados que apresentaram resisténcia a polimixina B
pelo método de disco-difusdo foram submetidos a confirmacdo pela
determinacdo da concetracdo inibitéria minima, e constatou-se a eficacia de
100% do antimicrobiano, pois a resisténcia de P. aeruginosa a esse
antimicrobiano € rara.

A gueda na eficdcia desses antimicrobianos, se deve ao fato de P.
aeruginosa colonizar as vias aéreas dos pacientes portadores de fibrose cistica
e desenvolver o fendétipo mucodide, o que torna sua erradicacdo muito dificil
(Spencker et al, 2003).

No presente estudo todos os isolados que apresentaram resisténcia aos
antimicrobianos carbapenémicos (imipenem e meropenem), foram submetidos
a pesquisa fenotipica para a suspeita de producdo de metalo-beta-lactamases.

Todos os PCRs foram negativos para os genes testados. Esses mesmos
isolados também foram submetidos ao PCR para a detec¢édo dos genes blages
e blakpc 0s quais foram negativos. Esses resultados sugerem a possibilidade de
P. aeruginosa estar produzindo enzimas ainda ndo descritas ou outro
mecanismo de resisténcia ja conhecidos, como por exemplo, a perda de porina

ou super expressao da bomba de efluxo.
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Os isolados que apresentaram resisténcia aos aminoglicosideos
(amicacina, gentamicina, netilmicina e tobramicina) foram submetidos a
pesquisa fenotipica para suspeita de producdo de metilases 16S rRNA (alto
nivel de resisténcia aos aminiglicosideos). De acordo com Doi & Arakawa
(2007c) cepas produtoras de metilases 16S rRNA, ArmA, RmtA, RmtB, RmtC e
RmtD, apresentam alto nivel de resisténcia aos aminoglicosideos (= 256ug/ml),
o que as difere das produtoras de transferases, as quais podem apresentar
resisténcia a todos os aminoglicosideos, desde que sejam produzidas mais de
uma enzima ao mesmo tempo, mas em nivel mais baixo que as metilases.
Atualmente estdo descritas as seguintes metilases ArmA, RmtA, RmtB, RmtC,
RmtD, RmtE, RmtF, RmtG e RmtH (Doi & Arakawa, 2007c; Wachino &
arakawa, 2012; Bueno et al, 2013).

Aqueles isolados com resultado fenotipico positivo foram submetidos a
analise genotipica para metilase 16S rRNA (gene rmtD) e ndo houve a
amplificacdo do gene em nenhum dos isolados.

Doi et al, 2007a descreveram a co-producdo de SPM e RmtD em uma
cepa de P. aeruginosa isolada de um hospital do Estado de Sao Paulo.
Baseado nisso no nosso estudo foi detectado um isolado (487) que apresentou
suspeita de co-producao das enzimas metalo-beta-lactamases e metilases 16S
rRNA, mas com resultado negativo para ambas.

Recentemente, Bueno et al, 2013 descreveram nova metilase 16S rRNA,
RmtG produzida por Klebsiella pneumoniae isoladas em amostras clinicas de
hospitais do Estado de Sao Paulo. Os isolados de P. aeruginosa, deste estudo,
com resultado fenotipico positivo para suspeita de producdo de metilase 16S
rRNA e negativos para rmtD, foram submetidos a analise genotipica para rmtG.

Foram detectados resultados positivos para sete isolados de um mesmo
paciente os quais foram confirmados por sequenciamento de DNA. Este é o
primeiro relato de P. aeruginosa produtora de metilase 16S rRNA (gene rmtG),
responsavel pelo alto nivel de resisténcia a todos os antimicrobinanos do grupo

dos aminoglicosideos. Esses resultados indicam que RmtG foi produzida por P.

68



aeruginosa, ja em 2004 no Brasil, seis anos antes de ser identificado o primeiro
isolado de K. pneumoniae produtora de RmtG. Portanto, é possivel que RmtG
tenha sua origem em P. aeruginosa e, posteriormente, foi transferida para K.
pneumoniae, isso € dificil de determinar devido a falta de histérico de isolados
bacterianos. Esta € a primeira descricdo da producdo de 16S-RMTase em
paciente com fibose cistica. Enquanto a resisténcia antimicrobiana em
pacientes com fibrose cistica associada tende a ser adaptavel, esses resultados
mostram que a resisténcia adquirida pode desempenhar um papel significativo
na multirresisténcia dos isolados provenientes desses pacientes.

O isolado 420-2 que apresentou resultado negativo para pesquisa
fenotipica para producdo de metilases 16S rRNA e que também apresentou
resisténcia as cefolosporinas e ao monobactam, foi submetido a analise
genotipica para a deteccdo de ESBL (genes blactx.w € blatem) com resultado
negativo. Esses resultados indicam que os mecanismos de resisténcia podem
ser a modificacdo enziméatica por O-fosforilacdo, O-adenilacdo ou
nucleotidiltransferase, ou ainda outros mecanismos como bomba de efluxo. Ha
ainda a possibilidade de P. aeruginosa estar produzindo enzimas ainda néo
descritas.

Em estudos realizados por Waters et al, 2012 e Kidd et al, 2011, onde
comparam metodologias de tipagem genética, atribuem a técnica de PFGE
mais de 90% de eficacia na diferenciacdo de isolados bacterianos, concordando
com estudos anteriores. Em razdo disso a técnica de tipagem molecular PFGE
foi escolhida para a identificacdo dos isolados de P. aeruginsa do presente
estudo.

Foram obtidos 35 perfis de restricao diferentes com similaridade de 70%
entre os 129 isolados de P. aeruginosa, de 11 pacientes. Valores semelhantes
foram encontrados em estudos realizados em diferentes paises. Na Irlanda
Logan et al, 2012 obtiveram 57 perfis de restricao diferentes com similaridade
acima de 70%, de 313 isolados de P. aeruginosa de 68 pacientes. No Canada,

Waters et al, 2012, analisaram 48 isolados de P. aeruginosa obtidos de 48
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pacientes, dos quais obtiveram 31 perfis de restricdo, sendo que a maioria
apresentou similaridade de 80%. Os estudos realizados por Silbert et al, 2001,
no Brasil detectaram 56 perfis de restricdo em 97 isolados de P. aeruginosa de
43 pacientes. Na Turquia Nazik et al, 2007, em seus estudos, detectaram 21
perfis de restricdo em 49 isolados de P. aeruginosa de 16 pacientes, porém
Silbert et al, 2001 e Nazik et al, 2007 n&o relatam a similaridade entre os perfis
encontrados. Ao contrario destes achados, uma similaridade por volta de 40%
foi detectada em 24 isolados de P. aeruginosa de 21 pacientes na Inglaterra por
Forthergill et al, 2010. Silbert et al (2001), Nazik (2007) e Logan et al (2012)
observaram em seus estudos a pesisténcia de um mesmo clone por um longo
periodo de tempo. Estes dados corroboram com os resultado encontrados
neste estudo, onde alguns pacientes exibiram isolados coletados em datas
diferentes e que continham o mesmo perfil de restricdo, indicando a
persisténcia do clone. Os perfis de restricdo apresentados pelos pacientes 5 (11)
e 6 ( J) ao longo dos periodos de coleta demonstram de maneira clara a
persisténcia de um mesmo clone durante um longo periodo de tempo.

O presente estudo também detectou em alguns pacientes a aquisi¢cao de
um novo clone durante os periodos de coleta, o que pode ser observado nos
resultados apresentados pelos pacientes 1 e 4. Esse mesmo fen6meno pode
ser observado nos estudos realizados por Nazik et al (2007), Vosahlikova et al
(2007) e Silbert et al (2001). Em concordancia com Silbert et al (2001),
podemos observar em alguns pacientes a predominancia de um clone em um
periodo e em outro periodo um outro clone, como foram detectados no paciente
10.

Ao analisar a relacdo existente entre o perfil de restricdo e o perfil de
resisténcia dos isolados de P. aeruginosa, foi possivel constatar que alguns
isolados apresentavam perfis de restricdo diferentes e perfis de resisténcia
iguais, como observado na tabela 2 para os pacientes 4, 5 e 11 ou perfis de
restricdo idénticos (pacientes 6 e 9) e perfis de resisténcia diferentes, o que

sugere que os perfis de restricdo ndo estdo intimamente relacionados com o0s
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perfis de sensibilidade. Em conformidade com Foweraker et al, 2005, Nazik et
al, 2007 e Logan et al, 2012, que também encontraram em seus estudos perfis
de restricao diferentes que apresentavam perfis de sensibilidade iguais ou ainda
perfis de restricdo idénticos com variacdo no perfil de sensibilidade.

Este estudo ainda apresentou um resultado diferente do encontrado na
literatura demonstrado pelos dados obtidos dos isolados do paciente 3, onde o
perfil de restricdo D1 apresentou perfil de sensibilidade diferente dos perfis
restricdo D, D2 e D3, porém, todos apresentaram a producdo da enzima RmtG.
A diferenca entre os perfis de restricdo detectadas nos isolados do paciente 3
(D, D1, D2 e D3) também foram dectadas nos isolados dos pacientes 1, 2, 5, 8,
10 e 11. Segundo Struelens et al, 2001 essas pequenas diferencas podem
ocorrer durante o curso da infeccdo, e se deve as mutacdes ou re-arranjos
genéticos maiores (insercdo ou delecdo de elementos genéticos moveis,
plasmideos, etc), variando conforme a plasticidade da espécie bacteriana. O
ambiente e o numero de replicacdes ao longo do tempo também s&o fatores
gue influenciam essas mudancas.

Dois pacientes do presente estudo apresentaram um mesmo perfil de
restricdo com perfil de resisténcia diferentes, indicando transmisséo cruzada,
em concordancia com Nazik et al, 2007, que detectou pacientes apresentando
isolados com mesmo perfil de restricdo e perfil de resisténica diferentes, e
também Silbert et al 2001 onde os resultados obtidos sugerem a transmissao
cruzada entre os pacientes.

Ao comparar o presente estudo com outros trabalhos ja realizados é
possivel perceber que P. aeruginosa é uma bactéria bastante mutavel em suas
caracteristicas genotipicas assim como é bastante mutavel seu perfil de
sensibilidade frente aos antimicrobianos, indicando a necessidade de constante
acompanhamento do tratamento dos pacientes portadores de fibrose cistica
buscando sempre novos meios de combater as infecgdes causadas por essa

bactéria.
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CONCLUSOES

O resultados obtidos da andlise genotipica demonstraram a diversidade
genética de P. aeruginosa e a persisténcia de um mesmo clone ao longo
do tempo. Também indicaram que houve transmissdo cruzada ou
aguisicao de fonte comum em apenas dois pacientes.

Pseudomonas aeruginosa € uma bactéria que possui perfil de
sensibilidade mutavel, o qual ndo esta relacionado intimamente com seu
perfil genético.

As analises fenotipicas e genotipicas para enzimas metalo-beta-
lactamases revelaram que P. aeruginosa podem apresentar resultados
falso positivo, pois podem expressarem mais de um mecanismo de
resisténcia ao mesmo tempo.

As analises fenotipicas e genotipicas para a enzima metilases 16S rRNA
detectaram uma nova enzima, RmtG, que foi descrita recentemente em
Klebsiella pneumoniae isoladas no Estado de S&o Paulo. E a primeira
vez que a enzima metilase 16S rRNA é detectada e descrita em
Pseudomonas aeruginosa isoladas de paciente com fibrose cistica.

A importancia de se conhecer o perfil genotipico e o perfil de
sensibilidade de P. aeruginosa, permite que o tratamento por
antibioticoterapia seja adequado a nova realidade de bactérias que
desenvolvem mecanismos de resisténcia capazes de inibir a acdo dos

antibioticos atualmente utilizados.
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ANEXO 2. Resultados dos testes de disco-difusédo, epsilométrico, PCR e PFGE obtidos de 129 isolados de P. aeruginosa
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16 78(1) 11.08.03 31S 38S 22S 15S 19S 20S 30S 25S 25S 28S 29S 27S 23S 17S
16 78(2) 11.08.03 27S 31S 18S 6R 15S 17S 27S 26S 25S 28S 32S 30S 24S 20S
16 179 131003 33S 41S 22S 16S 19SS 22S 30S 25S 22S 25S 29S 30S 23S 17S
17 291(1) 09.02.04 31S 38S 20S 15S 18S 21S 30S 23S 27S 28S 28S 28S 23S 17S
17 291(2) 09.02.04 33S 45S 21S 15S 19S 23S 33S 27S 37S 40S 37S 33S 26S 19S
17 407(1) 17.05.04 26S 39S 18S 131 17S 21S 26S 18S 23S 25S 28S 26S 19S 17S
17 407(2) 17.05.04 29S 30S 18S 141 18S 21S 25S 20S 23S 22S 25S 25S 17S 18S
17 407(3) 17.05.04 29S 36S 19S 12R 17S 20S 24S 20S 161 20S 27S 25S 21S 16S
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14 420(2) 02.06.04 17S 26S 6R 6R 12R 141 14R 6R 6R 30S 33S 6R 151 20S - - - - -
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17 437(2) 27.09.06 45S 53S 28S 25S 27S 35S 39S 38S 46S 48S 38S 21S 6R 26S
17 512 06.12.06 42S 48S 25S 19S 23S 24S 24S 33S 41S 25S 22S 22S 161 20S
17 579 14.03.07 44S 59S 24S 21S 24S 26S 21S 24S 32S 47S 44S 26S 25S 25S
12 64(1) 24.07.03 38S 42S 25S 18S 23S 27S 32S 12R 35S 24S 19S 37S 22S 21S
12 64(2) 24.07.03 38S 42S 25S 18S 23S 27S 32S 21S 35S 29S 18S 37S 23S 21S
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CONTINUACAO ANEXO 2
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3 12 167(1) 01.10.03 31S 44S 18S 6R 16S 20S 26S 22S 30S 38S 34S 32S 24S 17S E
3 12 167(2) 01.10.03 32S 50S 22S 15S 20S 25S 31S 18S 33S 40S 37S 37S 26S 20S E
3 12 167(3) 01.10.03 33S 46S 20S 15S 17S 20S 29S 25S 33S 33S 35S 35S 27S 17S E
3 13 302(1) 16.02.04 24Ss 35S 21S 15S 18S 20S 27S 22S 36S 33S 30S 40S 24S 21S E
3 13 302(2) 16.02.04 27S 25S 6R 6R 6R 6R 28S 21S 191 19S 25S 6R 6R 16S + - + D
3 15 470 23.10.06 31S 32S 6R 6R 6R 6R 26S 22S 30S 34S 36S 6R ©6R 16S - D
3 15 538 22.01.07 35S 40S 6R 6R 6R 6R 31S 31S 38S 41S 37S 6R 6R 17S + - + D
3 16 653(1) 07.05.07 39S 36S 6R 6R 6R 6R 29S 29S 34S 38S 3S 6R 6R 19S + - + D
3 16 653(2) 07.05.07 29S 26S 6R 6R 6R 6R 26S 28S 29S 33S 26S 11R 151 17S + - + D1
3 16 783(1) 23.08.07 34S 28S 6R 6R 6R 6R 28S 24S 32S 39S 29S 10R 6R 12S + - + D2
3 16 783(2) 23.08.07 22S 18S 6R 6R 6R 6R 25S 23S 181 15S 21S 6R 6R 16S + - + D3
3 16 783(3) 23.08.07 26S 38S 6R 6R 6R 6R 30S 33S 37S 40S 28S 12R 9R 15S + - + D2
4 4  254(1) 14.01.04 31S 30S 21S 16S 20S 23S 20S 14R 23S 17S 9R 33S 20S 16S G
4 4 254(2) 14.01.04 28S 27S 21S 16S 21S 24S 161 24s 171 12R 14R 35S 21S 18S G
4 5 330 10.03.04 22S 25S 17S 15S 18S 22S 18S 23S 22S 16S 21S 32S 27S 18S G
4 7 485 09.11.06 9R 6R 161 131 141 20S 24S 21S 201 17S 20S 25S 19S 15S - - - G
4 7 507 041206 9R 6R 18S 12R 141 20S 28S 22S 22S 21S 10R 24S 19S 17S - - - G
4 8 614(1) 09.04.07 26S 27S 10R 6R 11R 16S 161 19S 181 13R 6R 28S 10R 19S - G
4 8 614(2) 09.04.07 24S 28S 18S 18S 20S 18S 22S 24S 191 19S 26S 27S 21S 15S H
4 8 707(1) 14.06.07 13R 13R 151 141 16S 21S 27S 23S 20l 23S 15R 26S 10R 16S + - - F
4 8 707(3) 14.06.07 12R 141 19S 141 17S 19S 21S 21S 191 22S 23S 27S 22S 16S + - - G
4 8 707(4) 14.0607 6R OR 17S 141 15S 19S 21S 20S 20l 17S 17R 27S 19S 18S + - - G
4 8 746(1) 23.07.07 10R 141 20S 19S 21S 23S 27S 24S 211 23S 29S 25S 19S 19S + - - F
4 8 746(2) 23.07.07 11R 13R 23S 17S 19S 21S 26S 24S 201 22S 29S 26S 19S 19S + - - G
5 9 31(1) 02.07.03 28S 39S 6R 6R 6R 141 25S 27S 34S 36S 33S 25S 19S 17S - 11
5 9 31(2) 02.07.03 27S 45S 151 6R 16S 16S 22S 19S 33S 33S 34S 26S 26S 17S 11
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5 9 99 25.08.03 27S 37S 6R 6R 6R 16S 25S 23S 31S 34S 31S 23S 141 17S 11
5 9 197(1) 101103 27S 41S 18S 6R 15S 18S 25S 14R 30S 27S 30S 25S 22S 16S 11
5 9 197(2) 10.11.03 35S 46S 17S 6R 15S 18S 30S 19S 30S 28S 28S 30S 19S 16S 11
5 9 253(1) 12.01.04 31S 41S 6R 6R 6R 15S 30S 151 35S 33S 24S 27S 161 18S - 11
5 9 253(2) 12.01.04 27S 46S 161 15S 18S 21S 34S 21S 34S 34S 32S 34S 24S 19S 11
5 9 253(3) 12.01.04 11R 30S 161 131 15S 18S 30S 20S 33S 31S 30S 28S 24S 17S - - - 11
5 12 769(1) 15.08.07 8R 25S 11R 15S 17S 19S 28S 27S 29S 34S 30S 23S 151 19S + - - 11
5 12 769(2) 15.08.07 39S 33S 151 15S 17S 18S 28S 25S 26S 24S 24S 26S 25S 18S 11
5 12 769(3) 15.08.07 26S 26S 151 141 141 19S 25S 19S 191 18S 24S 29S 6R 14S 11
5 14 847(1) 141009 23S 34S 12R 15S 16S 20S 29S 24S 33S 36S 30S 24S 18S 17S 11
5 14 847(2) 14.10.09 23S 48S 151 141 16S 20S 31S 25S 34S 40S 38S 6R 9R 19S 11
5 14 855(1) 04.11.09 25S 23S 14R 141 15S 16S 26S 20S 201 20S 29S 29S 22S 19S |
5 14 855(2) 04.11.09 37S 30S 18S 15S 15S 18S 26S 23S 23S 21S 26S 28S 24S 17S |
6 11 38(1) 07.07.03 29S 35S 21S 15S 20S 22S 23S 21S 26S 29S 26S 6R 6R 17S J
6 11 38(2) 07.07.03 31S 35S 21S 15S 16S 21S 27S 29S 22S 30S 35S 28S 19S 17S J
6 11 38(3) 07.07.03 32S 40S 20S 15S 20S 24S 30S 24S 36S 42S 38S 14R 6R 20S J
6 11 38(4) 07.07.03 35S 42S 25S 17S 21S 25S 30S 25S 35S 35S 33S 33S 22 16S J
6 11 134(1) 08.09.03 30S 42S 21S 18S 21S 25S 28S 21S 33S 29S 28S 6R 6R 19S J
6 11 134(2) 08.09.03 30S 36S 23S 17S 20S 22S 28S 24S 22S 22S 30S 26S 19S 17S J
6 11 218 27.11.03 37S 42S 24S 15S 20S 23S 27S 25S 32S 32S 29S 29S 21S 16S J
6 11 308(1) 26.02.04 32S 38S 22S 19S 22S 24S 26S 25S 35S 28S 32S 6R 11R 18S J
6 11 308(2) 26.02.04 35S 40S 26S 20S 21S 24S 30S 25S 35S 29S 29S 181 10R 17S J
6 13 484(1) 08.11.06 30S 30S 22S 20S 20S 24S 27S 23S 28S 33S 30S 12R 9R 18S J
6 13 484(2) 08.11.06 6R 22S 20S 17S 17S 19S 23S 22S 25S 25S 29S 15R 10R 16S + - - J
6 13 484(3) 08.11.06 20S 19S 20S 16S 16S 20S 21S 19S 13R 20S 20S 13R 10R 11R 2S J



ANEXO 2. Resultados dos testes de disco-difusédo, epsilométrico, PCR e PFGE obtidos de 129 isolados de P. aeruginosa

Paciente

Idade

Isolado

Data da coleta

IMP

MEM

AK

CN

NET

TOB

CAz

FEP

ATM

TIM

TZP

CIP

LEV

PB

CIM PB (ug/ml)

Fenotipo p/ MBL

Fendtipo p/ metilase

16S rRNA

PCR MBL SPM/
IMP/VIM/ NDM

PCR GES

PCR CTX-M/ TEM

PCR Kpc

PCR RmtD

PCR RmtG

Perfil PFGE

W 0 0 0 0 W W W 0 N N N N NN ~N~N~N~NYOoOOO O OO

© © © © 000 O O W W W w w wNNDN

o R
w NN

549
620(1)
620(2)
697
787
41(1)
41(2)
194(1)
194(2)
245(1)
245(2)
324(1)
324(2)
623
703
35(1)
35(2)
171(1)
171(2)
240
336
655(1)
655(2)
762(1)

05.02.07
11.04.07
11.04.07
13.06.07
29.08.07
07.07.03
07.07.03
05.11.03
05.11.03
05.01.04
05.01.04
08.03.04
08.03.04
16.04.07
15.06.07
03.07.03
03.07.03
09.10.03
09.10.03
18.12.03
11.03.04
09.05.07
09.05.07
08.08.07

28 S
21S
10R
9R
25S
29S
30S
35S
26S
29S
258
33S
23S
33S
31S
24 S
18S
26S
26S
30S
25S
30S
28S
36S

258
13R
24 S
12R
26 S
35S
35S
42 S
31S
35S
35S
40 S
32S
30S
33S
28 S
37S
32S
36S
42'S
28 S
34 S
34 S
40 S

20S
20S
6 R
18S
25S
25S
30S
22 S
22S
26 S
258
258
20S
151
22 S
11R
23S
22S
20S
26 S
18 S
14 R
12R
24 S

19S
131
6 R
16 S
18 S
17 S
21S
16 S
18 S
19S
19S
18 S
15S
141
16 S
131
21S
15S
15S
20S
15S
131
12 R
20S

21S
198
6 R
16 S
19S
20S
26S
22S
18S
23S
23S
26S
17 S
158
18 S
131
23S
17Ss
16 S
22S
18 S
158
158
23S

198
23S
158
21S
26 S
23S
25S
21S
23S
258
24 S
23S
21S
22S
24 S
23S
29S
20S
21S
23S
20S
17S
131
25S

21S
20S
20S
23S
23S
25S
25S
30S
27S
20S
23S
30S
23S
24 S
26 S
22S
328
27S
26 S
258
24 S
29S
27S
30S

26 S
18S
21S
20S
23S
23S
25S
30S
258
23S
258
34S
25S
23S
26 S
26 S
29S
20S
18S
228
21S
24 S
24 S
28 S

23S
14 R
30S
211
26 S
22 S
191
22S
6 R
15R
171
26 S
201
211
23S
161
33S
6 R
201
31S
22S
36 S
32S
24 S

29S
158
40S
20S
22 S
22S
20S
25S
18S
23S
16 S
18S
23S
20S
24 S
15S
40S
22S
24 S
338
24 S
37S
32S
39S

26S
29S
31S
24°S
35S
24 S
25S
34S
21S
18S
20S
258
23S
26S
28S
25S
35S
258
28 S
34S
30S
37S
33S
31S

27S
12R
15R
161
171
31S
39S
33S
30S
33S
27S
36S
30S
25S
30S
37S
12R
26S
27S
28 S
29S
30S
31S
32S

22S
6R
13R
10R
13R
19S
27S
30S
21S
198
20S
20S
24 S
20S
26S
32S
6R
20S
258
12R
21S
12R
19S
19S

20S
18S
20S
11R
21S
16 S
17 S
16 S
158
16 S
16 S
18S
16 S
21S
22S
21S
23S
158
158
20S
158
20S
20S
19S

2S

+
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S==5=35



ANEXO 2 CONTINUACAO

o = @ _, 3= &
2 s g S 228 B2 g 5 g2 ¢
s § g S S 8223 0 X Sz & &
g s 2 = IMP MEM AK CN NET TOB CAZ FEP ATM TIM TzP CIP LEV PB & 2 92 55 § 5§ o &« & &
- 2 % pE pE Loz SR 2B
a c £ a= g
8 13 762(2) 08.08.07 29S 37S 151 19S 21S 25S 23S 26S 23S 24S 33S 33S 141 20S M
9 8 19 23.06.03 6R 18S 6R 6R 6R 6R 6R 6R 6R 6R 6R 6R 6R 20S - - - - - N
9 8 85 14.08.03 23S 35S 24S 17S 25S 28S 32S 28S 35S 41S 31S 6R 141 26S N
9 8 192 30.10.03 26S 32S 17S 6R 22S 17S 26S 22S 23S 35S 34S 6R 6R 20S N
9 8 279 29.01.04 20S 32S 18S 15S 18S 20S 26S 18S 181 23S 31S 25S 22S 15S o
9 9 353 01.04.04 30S 30S 161 131 21S 27S 24S 26S 30S 28S 23S 15R 6R 23S N
9 11 487 09.11.06 8R 6R 6R 6R 6R 6R 13R 161 161 12R 23S 6R 6R 18S + + - - - - N
9 12 608 04.04.07 10R 11R 161 12R 15S 21S 27S 25S 32S 37S 32S 6R 6R 20S - - - N
9 12 618 11.04.07 11R 24S 21S 18S 20S 21S 32S 30S 40S 21S 38S 14R 10R 20S + - - N
9 12 676 24.05.07 11R 20S 31S 28S 25S 29SS 25S 33S 6R 26S 25S 181 18S 20S - - N
10 5 91 20.08.03 26S 31S 18S 131 16S 17S 24S 24S 211 20S 24S 30S 25S 16S P
10 6 310(1) 26.02.04 22s 27S 21S 131 17S 20S 171 21S 171 6R 6R 31S 24S 16S Q
10 6 310(2) 26.02.04 27S 18S 20S 131 17S 20S 6R 161 6R 6R 14R 31S 24S 17S Q
10 6 392 10.05.04 20S 24S 17S 131 15S 19S 14R 20S 15R 16S 25S 30S 26S 14S P
10 9 503(1) 29.11.06 34S 32S 28S 23S 25S 22S 24S 36S 27S 36S 33S 25S 24S 16S R
10 9 503(2) 29.11.06 18S 30S 25S 22S 24S 20S 25S 34S 31S 36S 34S 24S 24S 17S R
10 10 681(1) 30.05.07 32S 33S 27S 23S 25S 24S 25S 35S 29S 36S 31S 25S 25S 16S R
10 10 681(2) 30.05.07 18S 24S 23S 19S 24S 21S 28S 32S 30S 33S 30S 24S 23S 16S R
10 11 856(1) 04.11.09 32S 37S 29S 24S 25S 27S 27S 30S 32S 38S 34S 26S 25S 17S R
10 11 856(2) 04.11.09 141 25S 22S 21S 22S 21S 28S 28S 29S 32S 31S 28S 27S 16S R
10 11 857(1) 18.11.09 32S 34S 24S 22S 25S 24S 27S 32S 32S 35S 34S 35S 35S 17S R
10 11 857(2) 18.11.09 151 24S 22S 20S 23S 20S 23S 24S 26S 28S 31S 29S 25S 16S R1



ANEXO 2. Resultados dos testes de disco-difusédo, epsilométrico, PCR e PFGE obtidos de 129 isolados de P. aeruginosa

g = @ == &
° - o E = 338 aa o £ o o
= o = o =) - o wz W s o ‘é’
5 ¥ 3 = S S 292 @3 © 2 X ¢
=) o = = o
g = £ © IMP MEM AK CN NET TOB CAZ FEP ATM TIM TzP CIP LEV PB & 2 9°2¢ 55 § K o «
& < s s © 00 xd & g & %
8 = 5 LE O= &
w o= a

11 0,9 315(2) 01.03.04 16S 28S 30S 20S 22S 26S 28S 30S 29S 22S 26S 35S 25S 16S
11 0,9 315@3) 01.03.04 151 23S 25S 17S 20S 22S 25S 27S 24S 20S 22S 31S 22S 15S
11 3 524 08.01.07 29S 25S 18S 131 141 19S 21S 20S 20l 18S 24S 32S 25S 14S

1 4 709 18.06.07 32S 29S 19S 15S 16S 19S 25S 25S 211 21S 25S 29S 26S 15S
1 4 789 29.08.07 13R 151 22S 16S 18S 21S 24S 25S 22S 20S 26S 30S 25S 15S -
11 6 809(1) 03.06.09 34S 26S 24S 20S 21S 20S 21S 18S 26S 26S 26S 191 161 16S
11 6 809(2) 03.06.09 31S 31S 19S 141 15S 19S 24S 19S 20l 21S 25S 28S 22S 15S
11 6 818(1) 05.08.09 33S 28S 19S 16S 16S 20S 31S 22S 25S 24S 25S 24S 20S 15S
11 6 818(2) 05.08.09 30S 29S 24S 24S 22S 20S 24S 22S 27S 31S 25S 21S 20S 15S

11 6 818(38) 05.08.09 32S 33S 20S 17S 18S 22S 27S 25S 191 20S 23S 28S 23S 15S

R: Resistente; S: sensivel; |: Intermediario, NR: Nao Realizado.

PCR RmtG
Perfil PFGE

CcHumw

[y

CcC CcC cCccCccCc



ANEXO 3: Perfil de Resisténcia e Perfil de Restricdo de PFGE de 129 isolados de P. aeruginosa de trés periodos distintos
frente a 14 antimicrobianos testados pelo método disco difuséo.

AMOSTRAS PACIENTE PFGE PERFIL DE RESISTENCIA
707(3), 746(1),253(3),789 4,4,511 G,F, I11,Ul  Imp
847(1), 855(1), 35(1) 5,5, 8 11,1, L AK
64(1) 3 IE Fep
491(2), 194(2), 245(1), 171(1) 1,7,7,8 AL L L M2 Atm
491(1) 1 A Tic
85 9 N Cip

437(2), 769(3), 308(2), 787,240  2,56,6,8 C,I11,3,J, M  Lev

31(2), 78(2), 407(3), 197(2), 51,153 I11,B,A2,I1,E Gen

167(1)

485, 746(2) 4 G, G Imp Mem
769(1) 5 11 Imp AK
676 9 N Imp Atm
655(1) 8 M Lev AK
655(2) 8 M Gen AK
197(1) 5 11 Gen Fep
392 10 P Caz Atm
254(1) 4 G Ppt Fep

254(2), 310(1) 4,10 G,Q Ppt Tic




ANEXO 3 CONTINUACAO

AMOSTRAS PACIENTE PFGE PERFIL DE RESISTENCIA
135, 38(1), 38(3), 134(1), 308(1), o' ' 'S CLI,IIIIM o cip
484(1), 35(2), 192, 353, 847(2) ’ 9’, 5’ ' N, N, 11
707(4) 4 G Imp Mem Ppt
484(2),618 6,9 J,N Imp Lev Cip
31(1), 99, 253(1) 5 11, 11, 11 Gen AK  Net
507 4 G Imp Mem Gen Ppt
707(1) 4 F Imp Mem Lev Ppt
697 6 J Imp Mem Lev Pb
620(1) 6 J Cip Mem Lev Atm
484(3) 6 J Pb Cip Lev Atm
310(2) 10 Q Caz Tic Ppt Atm
608 9 N Imp Mem Gen Lev Cip
653(2) 3 D1 AK Net Gen Tob Cip
614(1) 4 G AK Net Gen Ppt Lev Tic
2850078502 763(3) 3 PREe A Net cen Tob Lev Ci
620(2) 6 J Imp Net Gen AK Lev Cip
420(2) 2 C1 AK Net Gen Atm Caz Cip Fep
487 9 N Imp Net Gen Ppt Lev AK Cip Tob Caz Tic Mem
19 9 N Imp Net Gen Ppt Lev AK Cip Tob Caz Tic Atm Fep

IMP: Imipenem, MER: Meropenem, AK: Amicacina, GEN: Gentamicina, NET: Netilmicina, TOB: Tobramicina, CAZ:

Clavulanico, PPZ: Piperacilina/Tazobactam, CIP: Ciprofloxacina, LEV: Levofloxacina e PB: Polimixina B.

Ceftazidima, FEP: Cefepime, ATM: aztreonam, TIM: Ticarcilina/Ac.






