Universidade Federal do Rio Grande do Sul

Faculdade de Farmacia
Programa de Pds — Graduacao em Ciéncias Farmacéuticas

Pesquisa de genes de metalo-p-lactamases em
Pseudomonas aeruginosa isoladas em trés

hospitais universitarios de Porto Alegre

Patrick Barcelos Gaspareto

Porto Alegre, 2005



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



Universidade Federal do Rio Grande do Sul

Faculdade de Farmacia
Programa de Pds — Graduacao em Ciéncias Farmacéuticas

Pesquisa de genes de metalo-p-lactamases em
Pseudomonas aeruginosa isoladas em trés
hospitais universitarios de Porto Alegre

Dissertacdo apresentada por Patrick Barcelos Gaspareto para
obtencdo do GRAU DE MESTRE em Ciéncias Farmacéuticas

Orientador: Prof. Dr. Afonso Luis Barth

Porto Alegre, 2005



Este trabalho foi realizado nas Unidades de Pesquisa Biomédica e
Microbiologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) com bolsa de
estudos financiada pela CAPES e apoio financeiro do Fundo de Incentivo a
Pesquisa e Ensino (FIPE) do HCPA .



AGRADECIMENTOS
Ao meu orientador, Prof. Dr. Afonso Barth, pela confiangca em mim depositada
bem como pela possibilidade de aprimoramento pessoal e profissional e pela
amizade.

Aos meus pais, Ilvan e Elusa, por abrirem mao de muitas coisas em prol de
minha formagao bem como pelo constante estimulo a esse objetivo.

Ao meu irmado Otavio por ter pacientemente escutado muitas das idéias
surgidas durante o trabalho.

A Dra. Susane Silbert e a biomédica Liana Menezes pela recepcdo e
oportunidade de aprimoramento quando de minha estada no LEMC/EPM.

A colega farmacéutica Fernanda Concli Leite durante a padronizacdo da
técnica molecular.

As farmacéuticas Alice Machado e Marisa Chesky pelo apoio técnico e
possibilidade de uso da estrutura da Unidade de Biologia Molecular do HCPA.

A Dra. Carmen Pilla pelo apoio durante todo o desenvolvimento deste trabalho
na Unidade de Pesquisa Biomédica do HCPA.

Aos amigos Roberto Viana Santos, Rafael Moresco e Adroaldo Lunardelli pelo
companheirismo e desprendimento durante toda a realizac&o deste trabalho.

As colegas Andreza Martins, Ana Lucia Gongalves e Larissa Lutz pelo
companheirismo e discussao dos resultados de muitos experimentos

Ao Profs. Drs. Jarbas de Oliveira e Geraldo Atilio De Carli pela amizade e
estimulo a pesquisa e ao aperfeicoamento constante.

A CAPES pelo financiamento de minha bolsa de estudos.

Ao PPG em Ciéncias Farmacéuticas pela oportunidade de aprimoramento
profissional e pessoal bem como a todos os amigos nele feitos.

Ao Fundo de Incentivo a Pesquisa e Ensino do HCPA (FIPE) pelo apoio
financeiro sem o qual n&o seria possivel a realizacado deste trabalho.



SUMARIO

AGRADECIMENTOS........coo s v
LISTADE FIGURAS.........ooo o eieeiiiiiicrsssmmssnn s s Vil
LISTADE TABELAS.........ererrrrrer s IX
ABREVIATURAS........oo oo s s X
RESUMO.......eiire s Xl
= 2 I - X O Xl
1 INTRODUGAO ... .cciiiiiiecreessesnsssessesessessssssssssssssssssssssssssessssssssssnns 01
2 OBUJETIVOS. . s s s ssssssssssssssssssss s s s s s s nn s ssssssssses 03
2.1 OBUETIVOS GERAIS......coiiiiisssssssssssssnnnnssssnsssssssssssssssssssssssssssssnnnnes 03
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS......cctttmmmmmmriiiiiiiiinsssssssssssssssssssssssssssssssnes 03
3 REVISAO BIBLIOGRAFICA.....cotrrrreeesssnsssssssssesesessssssssasas 04
3.1 PSEUDOMONAS AERUGINOSA...ciisssssssssrssssssssssssssessssssssssssssssssssnnnnes 04
3.2 CARBAPENEMICOS.....cceeeiiiiiiiiimsssssssssssssssssssnsssnnssnsnsssssssssssssssssssssnes 05
3.3 RESISTENCIA EM PSEUDOMONAS AERUGINOSA...cssssssssssssssssssssnnnnnnnns 06
3.4 CARBAPENEMASES.......uuuusseserermmmmmmmmmmmmmmmmmssssssssssssssssssssssssssssnsenn 07
3.4.1 HISTORICO E EVOLUGAO.....ccuciirmunirrrennrrrmnssernnnsssrsnsssssnnsssssnnnsssees 07
3.4.2 METALO-BETA-LACTAMASES — IMPORTANCIA.......ccuummmmmmmmmrrrrrninnns 09
3.4.3 METODOS DE DETECGAO......ccuiiirmunirrrenssrrsmsssrrsnnsssesnssssrnnnsssrnnnssnes 10
3.4.4 EPIDEMIOLOGIA DAS METALO-B-LACTAMASES........cuummmmmmmmmreereeenns 11
3.5 REAGAO EM CADEIA DA POLIMERASE......cccctttesrrrensssernnsssrnnssssrennssnes 12
4 MATERIAIS E METODOS.....cccseirerrereeseesesessessessssssssssessessssssssssens 14
4.1 MATERIAIS E EQUIPAMENTOS......cuuuuueeemmmrrmnnnnnssressnsssssssssssssssssssssnnes 14
L g g YN = 14
4.1.2 APARELHOS E EQUIPAMENTOS.....ccceirriirmmmsnsssssssssssssssssnsssssssssssnes 14

VI



4.1.3 CEPAS BACTERIANAS.....cteieurerrmsrrmsrnnsrmsssmsssnsranssnsssnssenssenssnnssnnns 15

4.2 METODOS. .. .uuumurrreriissssnnnnsssssssssssss s sssssssssss s s ss s snnsn s s s sasssnnnnssnnnnns 15
4.2.1 EXTRACAO DO DNA BACTERIANO...cteeuirrensrrrnnsrrrnsssersnssserensssrenns 15
4.2.2 DETECGAO FENOTIPICA DAS METALO-B-LACTAMASES........ccessuesune 15
4.2.3 DETECGAO DO GENE BLASPM-1.esrrrensssrennssrrennsssrsnnssrennssssessnsssrsnnnns 16
4.2.4 DETECGAO DO GENE BLAVIM-2.x+rreeesssrrenssrrrrnsssrransssesnnsssesnnsssrsnnsees 17
4.2.5 DETECGAO DO GENE BLA|MP-1erreesssreenssrrennssreennssresnnsssesansssesnnsssrenns 18
5 RESULTADOS E DISCUSSAO.....ccoimrrimeisessessesssssssssssssssssssssnns 19
5.1 PADRONIZAGAO DA PCR PARA DETECGAO DO GENE BLASPM-1+essssreens 19
5.2 PADRONIZACAO DA PCR PARA DETECCAO DO GENE BLAVY|M-2:texsrensses 19
5.3 PADRONIZACAO DA PCR PARA DETECCAO DO GENE BLA|MP-1eessrensses 20

5.4 AVALIAGAO DOS RESULTADOS DE TECNICA DE PCR COM AMOSTRAS CLINICAS DE
P. AERUGINOSA . ctttteussssssssssssssssssrmmsnssssnssnssssssssssssssssssssssmmsssnnnnnnnnnnnnsnssns 21

5.5 COMPARAGAO DAS TECNICAS FENOTIPICAS COM TECNICA

MOLECULAR. ... ceteesssssssssssnnnnnnnnsnsseneessressesessssasasasssssssssssnnnnsnssssssssnnnsnnnes 28

5.6 PREVALENCIA DOS GENES DE MBL ENTRE AMOSTRAS CLINICAS DE P.

AERUGINOSA RESISTENTES AOS CARBAPENEMICOS......cccovmurrmnnrrnnrenssrenns 30
6 CONCLUSOES.....coicrtrerererersessssessesessssessssesessssssssssssssssssssssssssssaes 32
7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS....coeeteerercreseressessesesesessssesaeaes 33
8 BIOGRAFIA..........ooeveeereeesssessesesessssssssssssssssesessssssssssssssssssssnsasasans 36

VIl



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Estrutura molecular do imipenem............ccccovevvveiiiiiiieiccceenn. 06

Figura 2. Similaridade molecular entre as familias de metalo-B-
= o = g =TT U 10

Figura 3. Eletroforese em gel de agarose de produto da PCR para pesquisa do

gene blaspy-1 €m amostras clinicas de P. aeruginosa.............ccccceeeennn... 22

Figura 4. Eletroforese em gel de agarose de produto da PCR para pesquisa do

gene blaspy.1 €m amostras clinicas de P. aeruginosa...............ccceceee.e. 23

Figura 5 Eletroforese em gel de agarose de produto da PCR para pesquisa do

gene blaspy.1 €m amostras clinicas de P. aeruginosa..............cccoeeeeeeeee. 24

Figura 6. Eletroforese em gel de agarose de produto da PCR para pesquisa do

gene blajp.1 em amostras clinicas de P. aeruginosa..........cccccoeeeeeeeeeeen... 25

Figura 7. Eletroforese em gel de agarose de produto da PCR para pesquisa do

gene blajyp.1 em amostras clinicas de P. aeruginosa...........cccccueeeeevieeeenn. 26

Figura 8. Eletroforese em gel de agarose de produto da PCR para pesquisa do

gene blayiv2 em amostras clinicas de P. aeruginosa...........cccceeeveeeeeeeen... 27

VI



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Resultados obtidos através das técnicas fenotipica e molecular em
amostras clinicas de P. aeruginosa ..............uueeveiiiiiieeiieeeeeeeeeeeeeiieenianns 29

Tabela 2: Comparativo entre os resultados obtidos entre as técnicas fenotipicas
e molecular em amostras clinicas de P. aeruginosa..............cccccceveeeen. 30



ABREVIATURAS

ATCC American Type Culture Collection

PCR Reacado em Cadeia da Polimerase

MBL Metalo-B-lactamase

Cim Concentragao Inibitoria Minima

blamp.1  Gene de Metalo-B-lactamase IMP-1

blavimz Gene de Metalo-B-lactamase VIM-2

blaspm-1  Gene de Metalo-B-lactamase SPM-1

CFz Ceftazidima

IMP Imipenem

HCPA Hospital de Clinicas de Porto Alegre

HSL Hospital S&o Lucas da PUCRS

ISCMPA Irmandade da Santa Casa de Misericérdia de Porto Alegre



RESUMO

Objetivos: Padronizar uma técnica molecular, Reagdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) para detectar os genes blaspy.1 , blayiw-2 € blawp-1 que
conferem a Pseudomonas aeruginosa resisténcia a carbapenémicos (imipenem
e meropenem) através da produgcdo das metalo-B-lactamases (MBL) SPM-1,
VIM-2 e IMP-1. Comparar os resultados obtidos com a técnica de PCR com os
obtidos através de uma técnica fenotipica para deteccdo desse mecanismo
enzimatico de resisténcia. Descrever a prevaléncia dos genes de MBL.
Metodologia: Utilizando 48 amostras clinicas de P. aeruginosa resistentes a
ceftazidima e/ou imipenem sendo 37 caracterizadas como produtoras de MBL
através de uma técnica fenotipica (aproximagao de disco) e 11 como nao
produtoras pela mesma técnica. Esses isolados foram testados com trés
primers especificos para os seguintes genes: blaspv-1 , blayim2 € blawp-1
Resultados e Discussao: Dos 37 isolados produtores de metalo-B-lactamase,
29 tiveram resultado positivo na PCR sendo 27 positivos para o gene blaspu-1 €
2 positivos para o gene blayp.1 . Em nenhum isolado foi detectado o gene
blayim2 .Oito isolados caracterizados como produtores de MBL nao tiveram
nenhum produto amplificado com os trés pares de primers. Os 11 isolados
caracterizados como nao produtores de MBL né&o tiveram produto amplificado.
Assim, a sensibilidade da técnica molecular foi de 78,40% e a especificidade
100,0% considerando a técnica fenotipica de aproximacdo de disco como
padrao ouro. Conclusdes: Foi possivel a padronizagao da técnica de PCR
para a detec¢ao dos genes blaspu.1 , blayiv-2 € blawp.1 bem como foi possivel a
comparagao entre a técnica de PCR e a técnica fenotipica, sendo que a
metodologia molecular apresentou 100% de especificidade e 78,40% de
sensibilidade. O gene de MBL mais prevalente foi blaspm-1 encontrado em 27/29
amostras de P. aeruginosa resistentes ao imipenem. O gene blayp.1 foi
detectado em apenas 2/29 amostras de P. aeruginosa resistentes ao
imipenem. O gene blayiv2 € ndo foi detectado nas amostras de P.aeruginosa

analisadas neste estudo.

Palavras —chave: Pseudomonas aeruginosa , resisténcia a carbapenémicos,
metalo-B-lactamase.
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Research of metallo-B-lactamases genes in Pseudomonas aeruginosa from
three universitary hospitals in Porto Alegre

ABSTRACT

Purpose: The aim of this study was to establish a molecular tool, Polymerase
Chain Reaction, to search for genes which confer resistance to carbapenems
(imipenem and meropenem) by Pseudomonas aeruginosa due to the
production of metallo-B-lactamases (MBL). Compare the resuslts from PCR
with that acquired with a phenotypic method. Describe the prevalence of MBL
genes. Methodology: Isolates resistant to ceftazidime and/or imipenem
characterizated as MBL producers by a phenotypic method were included in
this study. A total of 48 isolates of P. aeruginosa were tested and 37 were
characterized as MBL producers by the phenotypic method. Three primers
(blajvp-1, blayim2 € blaspm-1) were used to detect the main MBL genes. Results
and Discussion: A total of 29/37 isolates MBL producers presented positive
PCR result (27 blaspm-1 and 2 blayp-1). It was not possible to establish which
gene was involved in resistance 8 isolates classified as MBL producers. The
specificity and sensibility of the PCR, as compared with the phenotypic method,
were 100,0% and 78,40%, respectively. Conclusions: It was possible to set a
PCR protocol to detect the metallobetalactamase which presented 100% and
78,4% of specificity and sensibility. The most common gene detected was

blaspm-1 followed by IMP-1. None sample belong the gene blay-2 .

Key-words: Pseudomonas aeruginosa , resistance to carbapenem, metallo-3-
lactamase.
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1 — Introdugao

Pseudomonas aeruginosa € um bacilo Gram negativo nao
fermentador da glicose que sob o ponto de vista epidemiologico possui trés

aspectos relevantes:

1- E um patégeno comum em ambiente nosocomial sendo isolado
dos mais diferentes sitios ocupando posi¢ao de destaque como
causador de infeccdo hospitalar.

2- Colonizal/infecta o trato respiratério de pacientes afetados pela
fibrose cistica sendo responsavel pelo alto indice de morbi-
mortalidade desses pacientes;

3- Apresenta resisténcia a diversos antimicrobianos quando
comparado a Enterobactérias sendo esse um aspecto que
contribui para a dificuldade do tratamento de infeccbes

provocadas por Pseudomonas aeruginosa .

Diminuicdo da permeabilidade, produg¢édo de enzimas que
degradam antibidticos e expressdo de uma bomba de efluxo que transporta
para fora da célula bacteriana diversos agentes antibacterianos (tetraciclinas,
fluoroquinolonas, cefalosporinas e penicilinas) sdo mecanismos de resisténcia
encontrados em P. aeruginosa .

O tratamento de infecgbes por P. aeruginosa pode ser feito com
antibidticos de diferentes classes (aminoglicosideos, quinolonas, etc...) sendo
os antibidticos B-lactdmicos o grupo de farmacos mais utilizado. Assim, o
aztreonam, as cefalosporinas (em particular a ceftazidima) e as combinagdes
B-lactamicol/inibidor B-lactamase (tipo piperacilina/tazobactam) tém sido
escolhidos para o tratamento de infecgdes embora os carbapenémicos

(imipenem e meropenem) sejam o grupo efetivamente mais ativo contra P.



aeruginosa. A grande maioria dos isolados clinicos de P. aeruginosa apresenta
sensibilidade aos carbapenémicos sendo muito poucos os mecanismos de
resisténcia em P. aeruginosa que conferem resisténcia plena a esses
antibidticos. Recentemente, foram descritos isolados de P. aeruginosa
produtores de [(-lactamases denominadas carbapenemases, enzimas
dependentes do ion zinco, por isso classificadas como metalo-B-lactamase
(MBL) as quais sao capazes de hidrolizar diversos antibioticos incluindo os
carbapenémicos, conferindo alto grau de resisténcia a bactéria. Até a
atualidade, quatro familias de MBL foram descritas: IMP, VIM, SPM e GIM.
Como os carbapenémicos correspondem a ultima opcgao terapéutica para o
tratamento de infecgbes severas por P. aeruginosa multirresistente, a redugao
da atividade desses antibidticos devido a expressdo de MBL acarretara em
sérios riscos na terapia das infeccbes hospitalares provocadas por esse
patdogeno. Como a incidéncia de P. aeruginosa resistente a carbapenémicos
tem aumentado em nosso meio, e as técnicas fenotipicas para deteccdo de
MBL nao tem a capacidade de identificar as MBL especificas, € importante o
desenvolvimento de uma técnica molecular, no caso a Reagao em Cadeia da
Polimerase (PCR), para a deteccdo do(s) gene(s) responsavel(is) pela

expressao de metalo-B-lactamases.



2- Objetivos

Objetivo Geral:

Detectar, através da Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR), os
genes blayp.1, blaymz2 € blaspm-1 responsaveis pela expressao das
enzimas metalo-pB-lactamases IMP-1, VIM-2 e SPM-1, em amostras
clinicas de Pseudomonas aeruginosa que apresentem resisténcia a

ceftazidime e/ou imipenem.

Objetivos Especificos:

1- Padronizar a técnica molecular para detecgdo dos genes blayp,
blayiv, blaspm.1 €m P. aeruginosa resistente a ceftazidime e/ou

imipenem,;

2- Comparar os resultados obtidos com a técnica fenotipica para
deteccao de MBL;

3- Descrever a prevaléncia dos genes de metalo-B-lactamases entre

P. aeruginosa resistentes a ceftazidima e/ou imipenem.



3 — Revisao Bibliografica

3.1 Pseudomonas aeruginosa

A Pseudomonas aeruginosa € um bastonete Gram-negativo com
aproximadamente 1,5-3,0 um de comprimento e 0,5 pym de largura. E uma
espécie estritamente aerdbia, que nado forma esporos e sua mobilidade se
deve, usualmente, a presenca de um unico flagelo. P. aeruginosa cresce em
temperaturas que variam de 5°C a 42°C, sendo 37°C a temperatura
considerada ideal (PITT 1997).

P. aeruginosa € um organismo metabolicamente versatil, capaz de
crescer em meios de cultura minimos, composto simplesmente de sais
minerais, glicose e agar. As col6nias de P. aeruginosa podem ser identificadas
rapidamente por sua aparéncia no meio de cultura, por pigmentacao verde-
azulada (resultado da producdo de piocianina) e pelo odor de frutas
caracteristico. (PITT 1997). As colénias podem apresentar seis formas
diferentes, desde coldnia plana e difusa, caracteristica da maioria dos isolados
clinicos até colbnias bem diminutas. Colénias com aspecto mucodide sao
comuns nas amostras isoladas de infeccbes do trato respiratério,
principalmente de pacientes com fibrose cistica.

P. aeruginosa produz no minimo quatro pigmentos distintos:
piocianina (azul), pioverdina (amarelo-esverdiado), piorrubrina (vermelho) e
piomelanina (marrom para o preto). A piocianina € um pigmento soluvel em
agua e cloroformio e é encontrada em aproximadamente 80% das amostras.
Sua produgao é estimulada pela presenca de glicerol, magnésio, potassio e
ferro. A pioverdina é soluvel em agua, mas ndo em cloroférmio e é encontrada
em outras espécies fluorescentes de Pseudomonas. A piorrubrina € soluvel em

agua e insoluvel em cloroférmio e a piomelanina é distinta quimicamente da



melanina animal. Os ultimos dois pigmentos citados sao produzidos por menos
de 2% dos isolados clinicos (PITT 1997).

A confirmacéo da identificacdo da espécie P. aeruginosa pode ser
realizada pela oxidagdo da glicose em meio basal, produgdo da arginina
dehidrolase, crescimento a 42°C, reducao do nitrato em nitrito e inabilidade de
utilizar a maltose em meio de amdnia com sais e agucares (PITT 1997).

Pseudomonas aeruginosa coloniza o trato respiratorio de pacientes
com Fibrose Cistica (FC) estando relacionada com o aumento da severidade
da doenca bem como sendo causa principal da morbidade e mortalidade em
individuos afetados pela FC (BARTH 1995; SILBERT 2001) .

P. aeruginosa é um patégeno nosocomial com envolvimento em
Infecgcdo Hospitalar (IH) provocando infec¢gées oportunistas em pacientes
especialmente aqueles imunocomprometidos (LOUREIRO 2002). Surtos
provocados por P. aeruginosa multirresistente tém sido detectados em
diferentes unidades de internagao, principalmente em Centros de Tratamento
Intensivo (CTI). Esses surtos podem ser breves ou persistirem por longos
periodos de tempo com a mesma cepa sendo identificada num periodo
superior a um ano (FREITAS 2002).

3.2 Carbapenémicos

Os carbapenémicos sdo antibidticos da classe dos B-lactdmicos
que possuem um anel de 5 membros com uma ligagdo dupla entre os
carbonos 2 e 3 bem como o heteroatomo de enxofre substituido pelo carbono,
em relagdo a molécula original da penicilina (SADER 2001). A tienamicina é o
prototipo dos carbapenémicos, dela derivando o imipenem (Figura 1) e
meropenem, potentes farmacos disponiveis comercialmente para o tratamento
de infecgdes provocadas por P. aeruginosa multirresistente (SADER 2001).
Esses dois carbapenémicos possuem consideravel estabilidade as f-
lactamases bacterianas bem como amplo espectro de atividade quando
comparado com outros p-lactdmicos (SADER 2001). Recentemente foi
introduzido no mercado brasileiro um novo carbapenémico, o ertapenem, que

apresenta maior atividade frente as Enterobactérias do que o imipenem,



entretanto sua atividade contra P. aeruginosa, Enterobacter cloacae e

Acinetobacter spp. é inferior a atividade do imipenem (SADER 2001) .
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Figura 1: Estrutura molecular do imipenem

3.3 Resisténcia em Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa apresenta resisténcia intrinseca a
diversos antibiéticos num grau variado, sendo, caracteristicamente, menos
suscetivel que as Enterobactérias a maioria dos antimicrobianos (LIVERMORE
2001). Os principais mecanismos de resisténcia em P. aeruginosa consistem
na presenga de um sistema de efluxo de multiplas drogas, principalmente
MexA-MexB-OprM, reducédo na absor¢do do antimicrobiano devido a perda de
um canal para entrada da droga, em particular a porina OprD, e a expressao
de enzimas, como AmpC, IMP e VIM (QUINTILIANI 1999; LIVERMORE 2001;
NORDMANN 2003).

A regulacdo positiva (upregulation) da bomba de efluxo MexA-
MexB-OprM em P. aeruginosa surge com alta freqiéncia como resultado de
mutacdo elevando a Concentragado Inibitéria Minima (CIM) das penicilinas,
cefalosporinas, quinolonas, tetraciclinas e cloranfenicol, mas nio repercutindo
sobre imipenem. Os mutantes podem ser selecionados in vitro ou durante a
terapia com fluoroquinolonas, penicilinas e cefalosporinas sendo o fendtipo
predominante quando carbenicilina e ticarcilina foram amplamente usadas no
tratamento antipseudomonas (LIVERMORE 2001). A resisténcia a imipenem
tipicamente reflete a absorgdo reduzida desse antimicrobiano como resultado
da perda da proteina OprD, uma porina permeavel a esse carbapenem
(TSAKRIS 2000). A resisténcia por esse mecanismo co-depende da continuada

expressao da pB-lactamase cromossémica AmpC sendo que a resisténcia total a



imipenem e meropenem inclusive, surgiria a partir de dois eventos mutacionais
que levariam a perda da porina OprD somada a upregulation da bomba MexA-
MexB-OprM (LIVERMORE 2001).

Mecanismo de resisténcia devido a expressido de enzimas tem sido
identificado em P. aeruginosa. As B-lactamases de espectro ampliado inibidas
pelo acido clavulanico (ESBL), que formam a classe A de Ambler, ja foram
descritas em P. aeruginosa com os tipos TEM e SHV bem como PER-1 e VEB-
1, que hidrolizam ceftazidime e cefepime, embora esse ndo seja um
mecanismo muito comum na espécie. As enzimas de classe B, denominadas
metalo-B-lactamases (MBL) compreendem as familias IMP, VIM, SPM e GIM
possuindo amplo perfil de hidrdlise possibilitando a resisténcia a todos os
agentes B-lactdmicos exceto monobactans (LIVERMORE 2001; NORDMANN
2002; NORDMANN 2003; CASTANHEIRA 2004). Enzimas da classe D
incluem as oxacilinases OXA-23, OXA-24, OXA-25, OXA-26 e OXA-27, que
também hidrolizam carbapenémicos mas em menor intensidade que as MBL.
(NORDMANN 2002).

3.4 Carbapenemases

A descrigao de carbapenemases em P. aeruginosa tem aumentado
nos ultimos anos. Esse grupo de enzimas constituido de [-lactamases
pertencentes a classe A (penicilinases), classe B (metaloenzimas) e classe D
(oxacilinases) de Ambler. Essas enzimas tém em comum a capacidade de
hidrolizar, pelo menos parcialmente, imipenem ou meropenem juntamente com
outros antibidticos B-lactamicos (penicilinas ou cefalosporinas) (NORDMANN
2002).

3.4.1 Historico e Evolugao

As poucas carbapenemases da classe A de Ambler s&o raramente
descritas em isolados de Enterobactérias. Elas pertencem ao grupo 2f como
definido na classificagdo de Bush, Jacoby e Medeiros sendo definidas como
penicilinases inibidas pelo &acido clavulanico (NORDMANN 2002).
Compreendem as enzimas NMC-A, que foi a primeira carbapenemase da
classe A isolada a partir de um Enterobacter cloacae em 1990. SME-1 foi

identificada de uma Serratia marcescens obtida em Londres em 1982, antes de



qualquer carbapenémico estar disponivel no mercado. IMI-1 foi identificada
num E.cloacae proveniente da California em 1984. KPC-1 foi identificada num
isolado de Klebsiella pneumoniae dos Estado Unidos resistente a
carabapenémicos, cefalosporinas de espectro extendido e aztreonam. GES-2,
que deriva de uma mutagao pontual da enzima GES-1, foi identificada num
isolado de P. aeruginosa proveniente da Africa do Sul. Sua atividade contra
carbapenémicos € cerca de 1000 vezes inferior a das enzimas SME-1 e NMC-
A (NORDMANN 2002).

IMP-1 foi a primeira carbapenemase da classe B de Ambler
identificada como determinante de resisténcia a carbapenémicos num isolado
de S. marcescens no Japdo em 1991 (SENDA 1996). Como a maioria das
metalocarbapenemases, IMP-1 apresenta um amplo perfil de substratos,
incluindo cefalosporinas de espectro estendido (cefotaxime, ceftazidime,
cefepime) e carbapenémicos (imipenem e meropenem), sendo que somente os
monobactamicos (aztreonam) ndo sofrem hidrélise (NORDMANN 2002). Essa
MBL é uma enzima binuclear dependente de zinco cuja atividade € suscetivel
a EDTA, porém nao € inibida por acido clavulanico, tazobactam e sulbactam. A
analise do gene blayp.1 revelou caracteristicas tipicas de um gene inserido
num integron, que € um elemento capaz de agrupar genes responsaveis por
resisténcia a antibiéticos na forma de cassetes génicos. Os cassetes génicos
sdo definidos como um gene de resisténcia precedido por um sitio de ligagéo
ribossomal , um sitio de recombinagdo , conhecido como elemento de 59-
bases (59-be), localizado downstream do gene integrado (NORDMANN 2002).
A segunda MBL da classe B de Ambler (VIM-1) foi identificada a partir de um
isolado de P. aeruginosa proveniente de Verona, Italia (LAURETTI 1999).
Outras MBL derivadas de IMP-1 e VIM-1 foram descritas em diversas regioes
do mundo (NORDMANN 2002). Em 2003, no Brasil, foi descrita uma nova MBL
denominada de SPM-1 que foi identificada num isolado de P. aeruginosa
apresentando 35,5% de homologia com a sequéncia de aminoacidos da
enzima IMP-1 (TOLEMAN 2002, GALES 2003). Um quarta familia de MBL foi
descrita por Castanheira e colaboradores (2004) em &5 isolados de
Pseudomonas aeruginosa provenientes de diferentes pacientes internados na
mesma unidade de um hospital em Dusseldorf, Alemanha. Essa nova MBL foi

denominada GIM-1. A caracterizagdao bioquimica dessa enzima demonstrou



que ela tem similaridade com a familia IMP de , aproximadamente, 40%,
(Figura 2). Diferentemente de outras p-lactamases da classe B que apresentam
maior atividade contra o imipenem do que contra o meropenem, GIM-1
apresenta perfil cinético semelhante contra ambos carbapenémicos
(CASTANHEIRA 2004).

Na classe D de Ambler, cinco oxacilinases que conferem
resisténcia a carbapenémicos foram identificadas. Essas enzimas foram
isoladas a partir de isolados de Acinetobacter baumannii de diferentes partes
do mundo (NORDMANN 2002). OXA-23, identificada na Escdcia, e OXA-27,
identificada em Singapura, apresentam 99% de homologia na sequéncia de
aminoacidos, porém possuem apenas 60% de homologia com um segundo
grupo de oxacilinases, que sdo OXA-24 e OXA-25, isoladas na Espanha, e
OXA-26 isolada na Bélgica (NORDMANN 2002). Os seus perfis de hidrélise
sdo muito similares, degradando imipenem e meropenem fracamente, e nao
hidrolizando cefalosporinas de espectro extendido e aztreonam (NORDMANN
2002).

3.4.2 Metalo-beta-lactamases — importancia

Embora existam 3 classes de carbapenemases, as MBL se incluem
apenas na classe B de Ambler. Estas metaloenzimas aparentam ter maior
importancia que as outras carbapenemases visto que elas estdo aumentando
sua prevaléncia e que amostras de P. aeruginosa produtoras de MBL
normalmente estdo envolvidas em infecgbes de risco a vida como pneumonias
e septicemia. Como as MBL normalmente tem maior atividade contra os
carbapenémicos do que as outras carbapenemases, o0 tratamento das
infecgcbes por P. aeruginosa produtora de MBL com carbapenémicos é ineficaz.
Além disso, devido ao fato que a deteccdo de MBL pode ndo ser feita de
maneira clara no laboratorio de rotina, e que os genes destas enzimas podem
se localizar em elementos genéticos moveis (plasmidios e transposons), a
disseminagdo deste mecanismo de resisténcia (inclusive para outros

microrganismos) tende a aumentar.
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Figura 2: Similaridade molecular entre as familias de MBL

3.4.3 Métodos de Deteccgao

A rapida identificacdo de isolados produtores de MBL ¢é
fundamental para que sejam adotadas medidas visando a impedir a
disseminacdo desses isolados Dessa forma, o desenvolvimento de uma
metodologia simples e barata para triagem dos isolados resistentes torna-se
necessaria (ARAKAWA 2000). Partindo do principio de que as metalo-3-
lactamases s&o inibidas por quelantes de ions, por exemplo EDTA e Acido 2-
Mercaptopropibnico (2-MPA), o método de aproximacgao de discos proposto por
Arakawa e colaboradores (2000) consiste em verificar a ag&o inibidora de
agente quelante (acido 2-mercaptopropidnico) sobre a enzima, permitindo agéo
do substrato (ceftazidime ou imipenem), sobre a bactéria. O aparecimento de
regido de inibicdo entre o disco de ceftazidime e o disco de 2-MPA é
considerado indicativo de produgdo de MBL (ARAKAWA 2000).
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Embora o teste fenotipico de triagem para MBL seja relativamente
pratico, ele ndo permite definir especificamente qual a MBL envolvida no
processo de resisténcia. O desenvolvimento de uma técnica molecular para a
deteccdo de genes responsaveis pela producdo de MBL utilizando a Reacéo
em Cadeia da Polimerase (PCR) tem tomado destaque em diversas
publicagdes (SENDA 1996; JONES 1997; GIBB 2002; GALES 2003; SADER
2005 a ; SADER 2005 b). Essa metodologia consiste no desenho de iniciadores
(primers) que sao sequéncias de oligonucleotideos que hibridizam em regides
especificas do DNA molde as quais sdao amplificadas pela  enzima Taq
polimerase gerando um produto (amplicon) que é visualizado em gel de
agarose que sofreu eletroforese. A técnica de PCR permite a detecgdo de
genes especificos (blayp.1, blaymz € blaspm.1) responsaveis pela produgdo das
MBL.

3.4.4 Epidemiologia das metalo-B-lactamases

A primeira descri¢do de MBL ocorreu no Japdo em 1991 sendo que
a presenga de gene blayp em integron bacteriano e o intensivo uso de
carbapenémicos aparentemente contribuiram para a disseminacdo desse
elemento de resisténcia naquele pais (NORDMANN 2002). Senda e
colaboradores (1996) utilizaram a reacdo de PCR para a detecgdo do gene de
metalo-B-lactamase, blajyp, em 54 amostras de bactérias Gram-negativas com
altissima resisténcia a ceftazidime (CIM> 128ug/mL) isoladas no Japao.
Dessas, 22 amostras tiveram resultado positivo sendo que os microorganismos
portadores do gene blayype eram P. aeruginosa, S. marcesens, A. xylosoxidans,
P. putida e K. pneumoniae. Jones e colaboradores (1997) procuraram detectar
através da reacdo de PCR a presenca de gene blayp em 28 isolados de P.
aeruginosa provenientes de hemoculturas de 50 centros médicos dos EUA,
.mas todas as amostras tiveram resultado negativo. Novas MBL foram sendo
descobertas: IMP-2 foi detectada num isolado de A. baumannii isolado na ltalia
em 1997 (NORDMANN 2002). IMP-3 foi identificada num isolado de Shigella
flexneri oriundo do Jap&do em 1998 (NORDMANN 2002). Entre os anos 2000 e

2001, diferentes MBL pertencentes a familia IMP foram identificados em
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isolados clinicos de aerébios Gram-negativos em diferentes regides do mundo
(NORDMANN 2002).

A primeira descricdo de uma MBL diferente da familia IMP ocorreu
em 1999 com um isolado de P. aeruginosa proveniente de Verona, Italia, que
produziu uma enzima denominada VIM-1 (LAURETTI 1999). Em 2000, foi
descrita a caracterizacdo de VIM-2 a partir de um isolado de P. aeruginosa
originario de Marselha, Franga (POIREL 2000). Recentemente, VIM-3 foi
identificada num isolado de P. aeruginosa proveniente de Taiwan
(NORDMANN 2002). A identificacdo de enzimas da familia VIM fora de paises
Europeus intensificou a idéia de uma disseminagao global de carbapenemases
das familias IMP e VIM (NORDMANN 2002)

Uma terceira familia de MBL foi descrita no Brasil por Gales e
colaboradores (2003) analisando 43 isolados de Pseudomonas aeruginosa
resistentes a imipenem provenientes de cinco estados brasileiros. Em 15
isolados identificados como produtores de MBL pelo teste de aproximacao de
disco foi identificado o gene blaspm.1 da mesma forma que se caracterizou um
surto clonal por estes isolados clinicos.

Finalmente, uma quarta familia de MBL foi descrita muito
recentemente por Castanheira e colaboradores (2004). Em 5 isolados de
Pseudomonas aeruginosa provenientes de diferentes pacientes internados na
mesma unidade de um hospital em Dusseldorf, Alemanha, o gene blagyw-1 foi
identificado. A analise de macrorrestricdo do DNA com enzima Spe | seguida
por eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE) demonstrou serem os
isolados clones. (CASTANHEIRA 2004).

3.5 Reacao em Cadeia da Polimerase

A aplicagdo de métodos de amplificagdo dos acidos nucléicos
permite a geracdo de milhdes de cdpias de uma sequéncia de interesse de
DNA ou RNA. A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é um método
enzimatico para amplificacdo exponencial de um fragmento especifico de DNA.
A amplificacdo é realizada com uma DNA polimerase termoestavel, dois
oligonucleotideos sintéticos denominados iniciadores (primers) e quatro
desoxirribonucleotideos trifosfato que sao incorporados no DNA gerado. Cada

amplificacdo de DNA ¢ subdividida dentro de trés passos que sao repetidos em

12



ciclos: o aquecimento, para separacao da fita dupla de DNA molde; o
anelamento (hibridizagdo) dos dois primers as sequéncias correspondentes no
DNA molde; a extens&o dos primers pela polimerase adicionando nucleotideos
para produgdo de copia da fita de DNA molde. Os primers sé&o
oligonucleotideos sintéticos compostos por 20-30 nucleotideos sendo
desenhados a partir da sequéncia de DNA molde contida em bancos de dados.
Cada par de primers deve ser especifico para sua sequéncia de ligagdo, uma
vez que se um ou ambos os primers falharem ao hibridizar, ndo ocorrera
amplificagdo especifica dos produtos. O aprimoramento dos reativos (Taq
polimerase, primers) e equipamentos (termocicladores) envolvidos na técnica
de PCR colaboraram para tornar comum o uso dessa técnica para detectar
genes de resisténcia em microorganismos. Seu uso na detec¢gdo dos genes
vanA, vanB e vanC em Enterococcus sp. resistente a vancomicina (ERV) bem
como do gene mec em isolados de Staphylococcus aureus resistentes a
meticilina (MARSA) s&o exemplos classicos dos primeiros determinantes de
resisténcia que foram pesquisados através da técnica de PCR. Em se tratando
de resisténcia a carbapenémicos, diferentes trabalhos descrevem a deteccao
dos genes envolvidos (blayp-1, blayiw-2 € blaspu.1) através da técnica de PCR
(SENDA 1996; JONES 1997; GALES 2003; SADER 2005 a ; SADER 2005 b).
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4- Materiais e Métodos

4.1 Materiais e Equipamentos
4.1.1 Materiais

e |niciadores blajp-1, blayim-2 € blaspm-1 ( Invitrogen®, Sao Paulo, Brasil )

e Didesoxinucleotideos (Amersham Biosciences®, Buckinghamshire,
Reino Unido)

e Marcador de Peso Molecular 100bp DNA Ladder (Invitrogen®, EUA)

e Enzima Taq Dna Polimerase (Invitrogen®, Sao Paulo, Brasil)

e Placas Agar Mconkey (Oxoid®, Brasil)

e Pipeta Transferpette® (Brand®, Wertheim, Alemanha)

e Agarose em po (Sigma®, St. Louis, USA)

e Ponteiras Axygen (USA)

e Microtubo para PCR 0,2mL (Labcon®, San Rafael, USA)

e Brometo de Etidio 10mg/mL (Sigma®, USA)

e Acido 2-mercaptopropidnico em pé (Sigma Chemical Co., USA).

e Discos de Ceftazidima (Oxoid®)

e Discos de papel filtro (Laborclin, Brasil)

4.1.2 Aparelhos e Equipamentos

e Termociclador Mini Cycler (MJ Research®, EUA)

e Cuba eletroforese EC 320 Mini Cell (Thermo EC®, Suécia)
e Microcentrifuga ( Eppendorf®,EUA)

e Maquina fotografica Polaroid (Kodak®, Reino Unido)

e Transluminador UV (Vilber Lourmat ®, Franga)

e Fonte eletroforese Modelo 250 (Gibco BRL ®, USA)

e Capela de fluxo laminar (Labconco®, Kansas City, USA)
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e Voértex (Biomatic, Porto Alegre, Brasil)

4.1.3 Cepas Bacterianas

e P. aeruginosa ATCC 27853 (controle negativo para MBL)

e P. aeruginosa 48 (controle positivo para SPM-1 e negativo para as

demais MBL);
e P. aeruginosa 81 (controle positivo para VIM-2 e negativo para as
demais MBL);
e P. aeruginosa 319 (controle positivo para IMP-1 e negativo para as
demais MBL).
4.2 Métodos

4.2.1 Extracao do DNA bacteriano

A partir de uma cultura pura semeada em placa de agar Mconkey, 3
a 5 colbnias foram raspadas com alga microbiologica descartavel. Esse inéculo
foi suspenso em um microtubo com 300uL de agua destilada estéril, agitado
num vértex e aquecido a 65°C por 30 minutos. Apds, o material foi centrifugado
a 10000 rpm por 10 minutos e o sobrenadante foi aspirado e armazenado em

temperatura de 4°C.

4.2.2 Detecgao fenotipica das metalo-B-lactamases:

A deteccdo fenotipica dos isolados produtores de MBL entre
amostras clinicas de P. aeruginosa resistentes a imipenem foi realizada através
da técnica de aproximacado do disco conforme preconizado por Arakawa e
colaboradores (2000). Partindo-se de uma solugcdo estoque de acido 2-
mercaptopropiénico (2-MPA) uma aliquota de 3uL era aplicada num disco de
papel inerte, que estava a uma distancia de 4 centimetros de um disco
contendo ceftazidima. O aparecimento ou aumento de area de inibicdo entre o
disco de ceftazidima e o disco com 2-MPA foi considerado indicativo de

producédo de MBL.

15



4.2.3 Detecgao do gene blaspm-1:

A detecgdo do gene blagpy.1 foi feita com o primer IMP-1 5'-
CCTACAATCTAACGGCGACC-3’ (direto) e 0 primer 5-
TCGCCGTGTCCAGGTATAAC-3’ (reverso) e os reativos para a técnica de

PCR foram preparados conforme abaixo:

Reagente Concentragéo Estoque | Concentracao Final Volume (uL)

H20 - - 13,25
Tamp&o 10x 2,5
dNTP 10mM 0,2mM 0,5
MgCI2 15mM 1,5mM 0,75
Primer direto 100pmol/uL 50pmol/uL 2,5
Primer reverso 100pmol/uL 50pmol/uL 2,5
Taq Polimerase 5U/uL 2,5U 0,5
Amostra - - 2,5
Volume total - - 25

O produto da reagao de PCR foi submetido a eletroforese em gel
de agarose a 2% o qual foi corado com brometo de etidio a 1% e o gel foi
fotografado sob luz ultravioleta. Foi utilizado como controle positivo P.
aeruginosa 48 portadora do respectivo gene e como controle negativo todos os
demais isolados de P. aeruginosa descritos em 4.1.3. Os isolados de P.
aeruginosa utilizados como controles positivo e negativos foram provenientes
do Laboratério Especial de Microbiologia Clinica, LEMC, da Universidade

Federal de Sdo Paulo.
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4.2.4 Detecgao do gene blaymz:

A deteccdo do gene blayw, foi feita com o primer VIM-2 5'-
ATGTTCAAACTTTTGAGTAGTAAG-3*  (direto) e o  primer 5’-
CTACTCAACGACTGAGCG-3’ (reverso) e os reativos para a técnica de PCR

foram preparados conforme abaixo:

Reagente Concentracdo Estoque | Concentracdo Final Volume (uL)

H20 - - 13,25
Tamp&o 10x 2,5
dNTP 10mM 0,2mM 0,5

MgClI2 15mM 1,5mM 0,75
Primer direto 100pmol/pL 50pmol/uL 2,5
Primer reverso 100pmol/uL 50pmol/uL 2,5
Taq Polimerase 5U/uL 2,5U 0,5
Amostra - - 2,5
Volume total - - 25

O produto da reacdo de PCR foi submetido a eletroforese em gel
de agarose a 2% o qual foi corado com brometo de etidio a 1% e gel foi
fotografado sob luz ultravioleta. Foi utilizado como controle positivo P.
aeruginosa 81 portadora do respectivo gene e como controle negativo todos os
demais isolados de P. aeruginosa descritos em 4.1.3. Os isolados de P.
aeruginosa utilizados sado provenientes do Laboratério Especial de

Microbiologia Clinica, LEMC, da Universidade Federal de Sao Paulo .
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4.2.5 Detecgao do gene blaup-1:

A detecgdo do gene blayp-s foi feita com o primer IMP-1 5-
CTACCGCAGCAGAGTCTTTGC-3’ (direto) e o} primer 5-
GAACAACCAGTTTTGCCTTACC-3’ (reverso) e os reativos para a técnica de

PCR foram preparados conforme abaixo:

Reagente Concentragéo Estoque | Concentragao Final Volume (uL)

H20 - - 13,25
Tampao 10x 2,5
dNTP 10mM 0,2mM 0,5

MgCI2 15mM 1,5mM 0,75
Primer direto 100pmol/uL 50pmol/uL 2,5
Primer reverso 100pmol/uL 50pmol/uL 2,5
Taq Polimerase 5U/uL 2,5U 0,5
Amostra - - 2,5
Volume total - - 25

O produto da reacdao de PCR foi submetido a eletroforese em gel
de agarose a 2% o qual foi corado com brometo de etidio a 1% e gel foi
fotografado sob luz ultravioleta. Foi utilizado como controle positivo P.
aeruginosa 319 portadora do respectivo gene e como controle negativo todos
os demais isolados de P. aeruginosa descritos em 4.1.3. Os isolados de P.
aeruginosa utilizados sao provenientes do Laboratério Especial de

Microbiologia Clinica, LEMC, da Universidade Federal de Sao Paulo .
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5 - Resultados e Discussao

5.1 Padronizagao da técnica de PCR para detec¢ao do gene blasgpy.1:
Inicialmente, utilizou-se a solucdo-mée descrita no item 4.2.4 com o
seguinte programa no termociclador: desnaturacéo inicial por 5 minutos a 95°C
seguida por 30 ciclos de 1 minuto a 94°C (desnaturac&o), 1 minuto a 40°C
(anelamento), 1 minuto a 68°C (extensdo) complementados por uma extenséo
final de 68°C por 5 minutos, conforme Gales e colaboradores (2003). Nas
condic¢des citadas, houve a presenca da banda esperada de 650pb no controle
positivo de SPM-1 (P. aeruginosa 48), mas também nos controles negativos (P.
aeruginosa ATCC 27853, 319 e 81). Visando aumentar a especificidade da
reacdo a temperatura de anelamento foi elevada para 45°C. Nessa condigao,
persistiu a banda de 650pb no controle positivo de SPM-1 bem como nos
controles negativos. A temperatura de anelamento, entdo, foi elevada para
50°C tendo como resultado final a ocorréncia da banda esperada de 650pb no
controle positivo sem que houvesse qualquer banda nos demais controles
negativos. Dessa forma, a reacao foi considerada padronizada tendo como
programa de uso no termociclador para detecgdo do gene  blagpy-1
desnaturacgao inicial por 5 minutos a 95°C seguida por 30 ciclos de 1 minuto a
94°C (desnaturagao), 1 minuto a 50°C (anelamento), 1 minuto a 68°C

(extensado) complementados por uma extensao final de 68°C por 5 minutos.

5.2 Padronizagao da PCR para detecgao do gene blaym.2:

A partir do verificado em 5.1, houve aumento de 10°C na
temperatura de anelamento do programa inicial para a detec¢cdo do gene blayu-
2 . desnaturagéo inicial por 3 min a 94°C seguido por 35 ciclos de 1 min a 94°C
(desnaturacéo), 1 min a 60°C (anelamento) 2 min a 72°C (extensao)

complementados por uma extensao final de 7 min a 72°C. Com as condi¢oes
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de ciclagem citadas, foi observada a presenga da banda esperada de 800pb no
controle positivo VIM-2 (P. aeruginosa 81), porém bandas de 800pb também
foram visualizadas nos controles negativos (P. aeruginosa ATCC 27853, P.
aeruginosa 48 e P. aeruginosa 319). A temperatura de anelamento foi elevada
para 65°C e isso resultou em auséncia de banda tanto no controle positivo
quanto nos controles negativos. Portanto, foi necessaria uma reducdo na
temperatura de anelamento em escala inferior a 5°C. Com a temperatura de
anelamento a 63°C manteve-se a mesma situacao visualizada a 65°C. Assim,
nova reducao foi efetuada (novamente em 2°C — temperatura final de 61°C), e
houve a presenga da banda esperada no controle positivo VIM-2 de 800pb,
porém surgiram duas bandas inespecificas, uma de 500pb e outra de 1300pb.
Em nenhum dos outros controles negativos testados (P. aeruginosa ATCC
27853, P. aeruginosa 48 e P. aeruginosa 319) foi verificada a ocorréncia de
qualquer tipo de banda. Visando a eliminagdo das duas bandas inespecificas
citadas, foi realizada curva de Mg®* nas concentragdes de 1,0mM, 2,0mM,
2,5mM, 3,0mM, 3,5mM e 4,0mM. Nao ocorreu qualquer mudanca quanto a
ocorréncia de bandas inespecificas no controle positivo VIM-2 (P. aeruginosa
81). Entao, foi realizada uma alteragdo na concentracdo dos primers, sendo
usados na concentracdo de 10pmol e 25pmol. Da mesma maneira que a curva
de Mg”, nenhuma alteragcdo quanto a eliminagcdo das bandas inespecificas no
controle positivo VIM-2 foi visualizada. A reagao foi considerada padronizada,
mesmo com a presenca de duas bandas inespecificas, sendo o programa a ser
usado o seguinte: desnaturagao inicial por 3 min a 94°C seguido por 35 ciclos
de 1 min a 94°C (desnaturacdo), 1 min a 61°C (anelamento) 2 min a 72°C

(extensao) complementados por uma extensao final de 7 min a 72°C.

5.3 Padronizagao da PCR para detecgao do gene blap-1:

A partir do verificado em 5.1, foram utilizadas as seguintes
condigdes iniciais para a deteccdo do gene IMP-1: desnaturagao inicial por 2
min a 95°C seguido por mais uma desnaturacao inicial de 2 min a 94°C
seguidos por 33 ciclos de 1 min 94°C (desnaturacdo), 1 min a 65°C
(anelamento) e 4 min a 72°C (extensao). Foi visualizada apenas uma banda
no controle positivo IMP-1 (P. aeruginosa 319) na altura de 580pb,

correspondente ao esperado. Nao foram visualizadas bandas nos controles
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negativos (P. aeruginosa ATCC 27853, P. aeruginosa 48 e P. aeruginosa 81).
Assim a reacgao foi considerada padronizada com as referidas condigdes de

termociclagem.

5.4 Avaliacao dos resultados da técnica de PCR com amostras clinicas de
P. aeruginosa:

Foram analisadas um total de 48 amostras clinicas de P.
aeruginosa nao sensiveis ao imipenem (45 amostras) e/ou resistentes a
ceftazidima (3 amostras). Essas amostras foram mantidas a -80°C e obtidas
aleatoriamente de um banco de amostras durante os anos de 2003-2004 (2
amostras do HCPA, 10 amostras do HSL e 30 amostras da ISCMPA) e
durante os anos de 1998-1999 (3 amostras do HSL e 3 amostras da ISCMPA).
De uma forma geral, a maioria das amostras clinicas de P. aeruginosa
apresentou resultado ndo ambiguo na técnica de PCR para pesquisa do gene
blaspm-1, OU seja, os resultados positivos apresentaram apenas uma banda
estimada de 650pb e os negativos ndo apresentaram bandas nesta posigéo
(figura 3). Eventualmente, foram observadas bandas inespecificas em algumas
amostras de P. aeruginosa as quais nao prejudicaram a interpretacao dos
resultados (figuras 3, 4 e 5).

A pesquisa do gene blayp.1 por PCR em amostras clinicas de P.
aeruginosa também indicou resultados ndo ambiguos na grande maioria dos
casos, embora a grande maioria dos resultados desse gene tenha sido
negativa (figura 6). Cabe ressaltar que, eventualmente, algumas amostras
clinicas pesquisadas para o gene blayp.1 apresentaram bandas estimadas em
580pb, mas muito ténues. Com o intuito de confirmar ou descartar a presenca
visual dessas bandas, a técnica de PCR era repetida utilizando-se uma
temperatura de anelamento mais baixa (60°C). Assim, duas amostras
apresentaram uma banda estimada em 580pb com suficiente intensidade.
Como exemplo, indica-se a amostra 53 (coluna 8 da figura 6 e coluna 6 da
figura 7).

As condigbes da reagdo para pesquisa do gene blayu, foram
padronizadas, embora a presenga da banda esperada (800 pb) tenha sido,
sistematicamente, ténue no controle positivo (P. aeruginosa 81). Além disso,

diversas bandas inespecificas, tanto no controle positivo quanto nas amostras
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clinicas, foram visualizadas. Como nenhuma destas bandas tinha o tamanho
de 800 pb, ndo houve interferéncia na interpretagéo dos resultados (figura 8).
Assim, concluimos que em nenhuma amostra clinica de P.aeruginosa foi

detectado o gene blay.-2 .

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Figura 3: Eletroforese em gel de agarose do produto da PCR para pesquisa do
gene blaspu.1 amostras clinicas de P. aeruginosa. Coluna 1: marcador de peso
molecular de 100 pb; Coluna 2: controle negativo da reagao (reativos da
técnica de PCR sem amostra bacteriana); Coluna 3: controle negativo P.
aeruginosa ATCC 27853; Coluna 4: controle positivo P. aeruginosa 48;
Colunas 4-8 e 13: amostras consideradas positivas para a pesquisa do gene
blaspm-1. Colunas 9-12: amostras consideradas negativas para a pesquisa do
gene blaspy-1. Amostras das colunas 9,10 e 11 com bandas inespecificas. Seta

indica banda de 650pb referente ao gene blaspm-1.
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1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13

Figura 4: Eletroforese em gel de agarose do produto da PCR para pesquisa do
gene blaspy-1 em amostras clinicas de P. aeruginosa. Coluna 1: marcador de
peso molecular de 100 pb; Coluna 2: controle negativo da reacao (reativos da
técnica de PCR sem amostra bacteriana); Coluna 3: controle negativo P.
aeruginosa ATCC 27853; Coluna 4: controle positivo P. aeruginosa 48;
Colunas 6, 7 e 10-13: amostras consideradas positivas para a pesquisa do
gene blaspy.1. Colunas 5, 8 e 9: amostras consideradas negativas para a
pesquisa do gene blaspy-1 . Amostras nas colunas 5, 8 e 9 com bandas

inespecificas. Seta indica banda de 650pb referente ao gene blaspy.1.
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Figura 5: Eletroforese em gel de agarose do produto da PCR para pesquisa do
gene blaspu-1 amostras clinicas de P. aeruginosa. Coluna 1: marcador de peso
molecular de 100 pb; Coluna 2: controle negativo da reacédo (reativos da
técnica de PCR sem amostra bacteriana); Coluna 3: controle negativo P.
aeruginosa ATCC 27853; Coluna 4: controle positivo P. aeruginosa 48;
Colunas 5-9: amostras consideradas negativas para a pesquisa do gene blaspy.
1 1. Amostras nas colunas 8 e 9 com bandas inespecificas. Seta indica banda

de 650pb referente ao gene blaspp.-1.
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Figura 6: Eletroforese em gel de agarose do produto da PCR para pesquisa do
gene blajp.1 em amostras clinicas de P. aeruginosa. Coluna 1: marcador de
peso molecular de 100 pb; Coluna 2: controle negativo da reacéo (reativos da
técnica de PCR sem amostra bacteriana); Coluna 3: controle negativo P.
aeruginosa ATCC 27853; Coluna 4: controle positivo P. aeruginosa 319;
Colunas 5 a 13: amostras consideradas negativas para a pesquisa do gene

blajvp-1 1. Seta indica banda de 580pb referente ao gene blajup.1.
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Figura 7: Eletroforese em gel de agarose do produto da PCR para pesquisa do

gene blayp.1 em amostras clinicas de P. aeruginosa. Coluna 1: marcador de
peso molecular de 100 pb; Coluna 2: controle negativo da reagao (reativos da
técnica de PCR sem amostra bacteriana); Coluna 3: controle negativo P.
aeruginosa ATCC 27853; Coluna 4: controle positivo P. aeruginosa 319;
Colunas 5 e 7-9: amostras consideradas negativas para a pesquisa do gene
blajvp-1. Coluna 6: amostra considerada positiva para pesquisa do gene blajyp.1.
Amostra na coluna 7 com banda inespecifica. Seta indica banda de 580pb
referente ao gene blajyp.1.
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Figura 8: Eletroforese em gel de agarose do produto da PCR para pesquisa do
gene blayiv-2 em amostras clinicas de P. aeruginosa. Coluna 1: marcador de
peso molecular de 100 pb; Coluna 2: controle negativo da reacao (reativos da
técnica de PCR sem amostra bacteriana); Coluna 3: controle negativo P.
aeruginosa ATCC 27853; Coluna 4: controle positivo P. aeruginosa 81;
Colunas 5 a 13: amostras consideradas negativas para a pesquisa do gene
blayiv-2 . Amostras nas colunas 5 a 11 com bandas inespecificas. Seta indica

banda de 800pb referente ao gene blayu-2 .
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5.5 Comparacgao das técnicas fenotipicas com técnica molecular (PCR):

Os resultados da técnica de PCR para detecgédo dos genes de MBL
(blajvp-1, blayim2 € blaspm.1) foram comparados com os resultados da técnica
fenotipica para a mesma populagao de 48 amostras clinicas de P. aeruginosa).
No total, 11/48 amostras clinicas de P. aeruginosa resistentes a CFZ e/ou IMP
apresentaram resultado negativo no teste fenotipico sendo que nenhuma delas
apresentou-se positiva na técnica de PCR para detecgdo dos genes de MBL
(blajvp-1, blayiw-2 € blaspm-1). No entanto, em 8/37 amostras clinicas de P.
aeruginosa que apresentaram resultado positivo no teste fenotipico nao foi
detectado nenhum dos trés genes de MBL pesquisados por PCR (blajyp-1,
blayiv-2 € blaspm-1) (tabela 1). Assim, considerando-se o teste fenotipico como
padrao-ouro pode-se estabelecer que a pesquisa dos genes de MBL (blajp-1,
blayiv-2 € blaspm-1) por PCR apresentou 100% de especificidade e 78,40% de
sensibilidade (tabela 2). Isso indica que, provavelmente, entre as amostras
clinicas de P. aeruginosa em nosso meio, a resisténcia a imipenem e/ou
ceftazidima (a qual é inibida por agentes quelantes de metais = teste fenotipico
positivo) pode ser devida a outros genes de metalo-B-lactamases. Sader e
colaboradores (2005 b) relataram resultados semelhantes com dois isolados de
P. aeruginosa os quais eram produtores de metalo-B-lactamase pelo teste
fenotipico, mas né&o tiveram nenhum produto amplificado na reacdo de PCR
para os genes blayp.1, blayim.2 € blaspm.1. E importante destacar que tanto no
trabalho citado quanto no presente estudo foram utilizados primers com a
mesma sequéncia.

Talvez a reagdo de PCR com primers gerais para genes de
metalo-B-lactamase, que ndo sao especificos para um gene, mas para uma
familia de genes e/ou a realizacdo de Eletroforese de Focalizacdo Isoelétrica
(IFE), técnica que permite a separacdo de enzimas consistindo no
procedimento usual quando da caracterizacdo de novas metalo-B-lactamases

(TOLEMAN 2002), venham a identificar qual MBL esses isolados produzem
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Tabela 1: Resultados obtidos através das técnicas fenotipica e molecular em
amostras clinicas de P. aeruginosa

Isolado Origem Perfil CFZ/IMP Teste fenotipico | Teste molecular
2 HCPA CFZ(R) /IMP(R) P SPM-1
4-E HCPA CFZ( R)IMP(R) P SPM-1
101 HSL CFZ(S ) /IMP(R) P negativo
106 HSL CFZ(S) /IMP (R) P negativo
636 HSL CFZ(R) /IMP( R) P SPM-1
1 HSL CFZ( R ) /IMP(R) N negativo
2 HSL CFZ( R) /IMP(R) P SPM-1
3 HSL CFZ(R) /IMP (R) P SPM-1
4 HSL CFZ(R) /IMP( R) N negativo
5 HSL CFZ(R) /IMP( R) P SPM-1
6 HSL CFZ(R) /IMP( R) P SPM-1
7 HSL CFZ(R) /IMP(R) P SPM-1
8 HSL CFZ(R) /IMP( R) P SPM-1
9 HSL CFZ(R) /IMP( R) P SPM-1
10 HSL CFZ(R) /IMP( R) P SPM-1
15 CHSC CFZ(S)/IMP( 1) P negativo
39 CHSC CFZ(R ) /IMP (R ) P SPM-1
37 CHSC CFZ(R) /IMP(R) P SPM-1
38 CHSC CFZ(R) /IMP(R) P SPM-1
39 CHSC CFZ(R) /IMP(R) P SPM-1
40 CHSC CFZ(R) /IMP(R) P SPM-1
42 CHSC CFZ(S) /IMP (R) N negativo
45 CHSC CFZ(R) /IMP(R) P IMP-1
50 CHSC CFZ(R) /IMP (R) N negativo
58 CHSC CFZ(R) /IMP (R) P negativo
60 CHSC CFZ(R) /IMP(R) P SPM-1
63 CHSC CFZ(R) /IMP(S) N negativo
46 CHSC CFZ(R) /IMP (R) P negativo
47 CHSC CFZ(R) /IMP(R) P SPM-1
51 CHSC CFZ(R) /IMP(R) P SPM-1
53 CHSC CFZ(R) [/ IMP(S) P IMP-1
54 CHSC CFZ(R ) /IMP(S) P negativo
76 CHSC CFZ(R) /IMP(R) P SPM-1
77 CHSC CFZ(R) /IMP(R) P SPM-1
83 CHSC CFZ(R) /IMP(R) P SPM-1
86 CHSC CFZ(R) /IMP(R) P SPM-1
71 CHSC CFZ(R) /IMP(R) P SPM-1
78 CHSC CFZ(R) /IMP(R) P SPM-1
82 CHSC CFZ(R) /IMP(R) P SPM-1
87 CHSC CFZ(R) /IMP(R) P SPM-1
56 CHSC CFZ(R) /IMP (R) P negativo
64 CHSC CFZ (1) /IMP (R) N negativo
65 CHSC CFZ(R )/IMP (R) N negativo
66 CHSC CFZ (R) /IMP (R) N negativo
68 CHSC CFZ(R) /IMP (R) N negativo
69 CHSC CFZ (R )/IMP (R) N negativo
70 CHSC CFZ(R) /IMP (R) N negativo
221 CHSC CFZ(R) /IMP (R) P negativo
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Tabela 2: Comparativo entre os resultados obtidos entre as técnicas fenotipicas
e molecular em amostras clinicas de P. aeruginosa

PCR
Positivo Negativo
Fenotipico Positivo 29 8
Negativo 0 11

5.6 Prevaléncia dos genes de MBL entre amostras clinicas de P.
aeruginosa resistentes aos carbapenémicos:

A prevaléncia de MBL determinada pela técnica fenotipica entre
amostras de P. aeruginosa resistentes ao imipenem foi de 77,08% (37/48
amostras). No entanto, considerando-se a pesquisa de genes de MBL (blajup-1,
blayiv-2 € blaspy-1) apenas 28 amostras foram positivas entre as 44 amostras
resistentes ao imipenem num percentual de 63,6% (tabela 1). Entre os trés
genes de MBL pesquisados, blaspm-1 foi 0 mais prevalente sendo encontrada
em 27/29 (93%) seguida por IMP-1 em 2/29 (7%) sendo que o gene blayu-2
nao foi detectado. No entanto, a prevaléncia do gene blaspy.1entre todas as
amostras de P. aeruginosa resistentes ao imipenem foi de 61,4% (27/44)
(tabela 1). No Brasil, o fato da existéncia de uma metalo-B-lactamase, SPM-1,
cuja disseminacdo clonal ja foi verificada (GALES 2003) é motivo de
preocupacao. No Rio Grande do Sul, especificamente Porto Alegre, nenhum
trabalho até o momento descreveu a presengca de genes de resisténcia a
carbapenémicos em P. aeruginosa. Os indices encontrados s&o preocupantes
em vista do que foi descrito por Sader e colaboradores (2005 a), que descreveu
21 isolados produtores de MBL com PCR positivo para o gene blaspum-1 nO
periodo de 2001-2003, sendo 19 isolados provenientes de Sao Paulo e 2
isolados originarios de Brasilia. Assim, a presengca de metalo-B-lactamases
num unico hospital (ISCMPA) indicou 16 isolados com o gene blaspm-1 (69,60%)
superior ao publicado por Sader e colaboradores (2005 b), que durante 2000-
2001 coletou 82 P. aeruginosa resistentes a imipenem no Hospital Sdo Paulo
da Escola Paulista de Medicina sendo apenas 36 (43,90%) definidas como

produtoras de MBL. Dessas, 20 amostras (55,60%) foram caracterizados por
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PCR como possuidores do gene blaspm-1 € trés (8,3%) apresentando o gene

blajvp-1.
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6 - Conclusoes

e Foi estabelecida a padronizacdo da Reacao em Cadeia da Polimerase para
deteccdo dos genes blaspm-1, blayiv-2 € blajvp-1, sendo que para os genes blajvp-
1, © blaspm-1 @ técnica apresentou resultados mais claros com relagdo a
presenca de bandas inespecificas enquanto que para a detecgdao do gene
blayiv-2 ndo foi possivel a obtencédo de resultados muito nitidos, considerando

também a ocorréncia de bandas inespecificas.

e Foi possivel comparar a técnica de PCR com a técnica fenotipica, sendo
que a metodologia molecular apresentou 100% de especificidade e 78,40% de

sensibilidade

e O gene de MBL mais prevalente foi blagpy-1 encontrado em 27/29 amostras
de P. aeruginosa resistentes ao imipenem. O gene blap.1 foi detectado em
apenas 2/29 amostras de P. aeruginosa resistentes ao imipenem. O gene
blayiv-2 néo foi detectado nas amostras de P.aeruginosa analisadas neste

estudo.
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