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RESUMO

Introdugéo: No Brasil, a disseminagdo de um clone endémico de P. aeruginosa
produtor de SPM-1, uma metalo-B-lactamase (MBL) codificada por um
plasmideo, tem sido frequentemente reportada. Recentemente, uma alta
variedade gendmica foi observada entre os isolados de P. aeruginosa
produtores de SPM-1. Assim, os principais objetivos deste trabalho foram
realizar a implantagcdo da metodologia MLST para tipagem molecular destes
microrganismos em nosso laboratorio e dessa forma caracterizar a evolugéo
filogenética do clone de P. aeruginosa produtor da MBL SPM-1; comparar o
poder discriminatorio e a reprodutibilidade desta técnica com as técnicas de
PFGE e ribotipagem automatizada para tipagem molecular de P. aeruginosa e
avaliar a capacidade do MLST de discriminar amostras que foram classificadas
sob ribogrupos distintos, mas com padrées de PFGE idénticos. Métodos: Um
total de 50 amostras de P. aeruginosa produtoras de SPM-1 foram coletadas
de nove centros brasileiros. Trés amostras de P. aeruginosa produtoras de
IMP-1 e duas amostras de P. aeruginosa nao produtoras de MPBL foram
incluidas no estudo. A técnica de MLST foi padronizada conforme descrito por
Curran et al. As sequéncias obtidas foram comparadas com as existentes no
banco de dados mundial de MLST para P. aeruginosa
(www.pubmlst.org/paeruginosa) para que dessa forma fosse determinado o
perfil alélico e, subsequentemente, o tipo de sequéncia (ST). Para a analise
filogenética foi utilizado o método de Jukes-Cantor e Neighbor-Joining. Um total
de cinco STs foram identificadas entre as 55 amostras de P. aeruginosa
estudadas. Todos os isolados de P. aeruginosa produtores de SPM-1

apresentaram perfil alélico idéntico e, dessa forma, receberam a mesma ST

xviii



(ST277), com excessdo dse uma amostra proveniente de Belo Horizonte, a
qual recebeu a ST235. As trés amostras de P. aeruginosa produtoras de IMP-1
foram classificadas sob a mesma ST (ST593), enquanto que as amostras nao
produtoras de MBL apresentaram perfis alélico ainda ndo existentes no banco
de dados, e assim, duas novas STs foram criadas para estas amostras (ST594
e ST595). O clone endémico brasileiro de P. aeruginosa produtor de SPM-1
(ST277) mostrou perfil alélico idéntico ao de uma cepa isolada na Austria (ID
275), em setembro de 2006. Variaggo em um unico lécus da ST277 foi
encontrada em uma amostra proveniente da Austria (1D279), isolada em janeiro
2007. Similaridade entre cinco dos sete alelos foi encontrada entre as amostras
deste estudo pertencentes a ST277 e uma amostra isolada no Canada (ID
148), em 1990. Conclus&do: Nossos dados sugerem que as amostras de P.
aeruginosa produtoras de SPM-1 descendem de um ancestral comum e que
podem possuir relacdo ancestral com os isolados da Austria e mais

remotamente com a amostra do Canada.
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JUSTIFICATIVA

1 - JUSTIFICATIVA

Recentemente, uma nova MPBL adquirida, cujo gene codificador é
geralmente localizado em plasmideo, foi descrita no Brasil e denominada SPM-
1 (Toleman et al., 2002; Castanheira, 2005). P. aeruginosa produtoras de MBL
sao responsaveis por diversos surtos hospitalares relatados de diversas partes
do mundo. (Nordmann & Poirel, 2002), causando infec¢des graves como sepse
e pneumonia. Infecgbes causadas por amostras de P. aeruginosa produtoras
de MBL estdo associadas a maior taxa de mortalidade, principalmente, ligada
ao inicio da terapia empirica inadequada (Laupland et al., 2005; Marra et al.,
2006).

Isolados de P. aeruginosa produtoras de SPM-1 ndo foram previamente
descritas em outras regides geograficas do mundo. Um estudo prévio realizado
por Menezes e colaboradores em nosso laboratério mostrou a disseminacao
clonal deste patdogeno por todo o territdério brasileiro (Menezes, 2005). A
presenca deste clone endémico de P. aeruginosa produtor de SPM-1 em
hospitais com localizagao préxima poderia ser explicada pela transferéncia
inter-hospitalar de pacientes ou pelo compartilhamento do quadro funcional dos
profissionais da area da saude. Entretanto, isto ndo justificaria facilmente a
deteccao deste clone em hospitais que distam milhares de quildmetros entre si
no territorio brasileiro. A transferéncia inter-hospitalar de pacientes poderia
ainda constituir uma justificativa.

Técnicas de tipagem molecular sdo normalmente utilizadas para a
compreensao da dinamica da disseminagdo de microrganismos patogénicos. A
eletroforese em campo pulsatil (PFGE) é normalmente a técnica de escolha

dentre as ferramentas de tipagem, mas os resultados obtidos com esta técnica
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sao dificeis de serem comparados, ficando restritos ao laboratério, onde foram
realizados. Além disso, esta metodologia ndo é aplicada a estudos de longo
prazo. Uma nova ferramenta para tipagem molecular foi desenvolvida por
Maiden e colaboradores (1998), denominada tipagem por sequenciamento de
multiplos loci (MLST). Esta técnica possibilita a comparagéao dos resultados via
internet entre laboratérios e criagdo de um banco de dados mundial. Além
disso, esta técnica oferece a possibilidade de analisar a filogenia das amostras
testadas (Spratt, 1999).

Apesar da disponibilidade de diversas metodologias para tipagem
molecular de patdogenos nas instituigcdes, existe a necessidade cada vez maior
da comparacgao entre as informag¢des obtidas em laboratérios de varias partes
do mundo. Deste modo, a introducao da técnica de MLST para P. aeruginosa
nos laboratorios que realizam tipagem molecular € de grande utilidade

Embora o clone endémico de P. aeruginosa produtor de SPM-1 tenha
sido amplamente estudado utilizando as técnicas de tipagem molecular de
PFGE e ribotipagem automatizada, resultados discordantes entre estas
técnicas foram observadas. O presente estudo avaliou isolados de P.
aeruginosa produtores de SPM-1 por uma terceira técnica de tipagem, MLST,
como uma tentativa de resolver os resultados discordantes entre as técnicas de
PFGE e ribotipagem, e adicionalmente, realizar a comparagédo do MLST a
estas duas técnicas de tipagem molecular.

Além disso, o MLST fornece resultados que ajudam a determinar a
variabilidade genética entre isolados de P. aeruginosa produtores de SPM-1, e

delinear a disseminag&o do clone endémico deste microrganismo pelo territorio
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nacional, e somado a isso, auxiliar na compreensao da relacdo ancestral,

possibilitando a criagdo da arvore filogenética destes isolados.
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2 - REVISAO DA LITERATURA

2.1 — O microrganismo: Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa é um organismo metabolicamente versatil, capaz de crescer
em meios de cultura compostos simplesmente de sais minerais, glicose e agar.
S&o bacilos Gram-negativos, aerobios, ndo formadores de esporos, sem
curvatura ou ligeiramente curvados, que medem 0.5 a 0.8 ym por 1.5 a 3.0 ym.
Na coloracdo de Gram, apresentam-se como bacilos mais finos que as
enterobactérias (Blondel-Hill, Henry & Speert, 2007). P. aeruginosa produz no
minimo quatro pigmentos distintos: piocianina (azul), pioverdina (amarelo-
esverdiado), piorrubina (vermelho) e piomelanina (marrom para o preto) (Daly,
Boshard & Matsen, 1984). Além da produgédo de pigmentos, P. aeruginosa

produz um odor de frutas caracteristico (Gillardi, 1991).

2.1.1 - Fatores de Viruléncia

P. aeruginosa é considerada uma das espécie mais virulenta dentre os
bacilos Gram-negativos ndo fermentadores, como resultado da produgdo de
grande variedade de fatores de viruléncia celulares e extracelulares. Dentre os
fatores de viruléncia celulares se destacam: a) pilli, que s&do apéndices
superficiais que promovem aderéncia do microrganismo a receptores de
gangliosideo GM-1, presentes na superficie das células epiteliais do
hospedeiro; b) flagelos, que também participam da aderéncia da bactéria ao
hospedeiro e c) lipopolissacarideo da parede celular, LPS, que é uma

endotoxina responsavel por alguns dos sinais e sintomas da sepse, resultante
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da ativacao e liberagdo de mediadores de vasodilatagao (Bone, 1993; Pimenta,
Di Martino & Blight, 2006).

Dos fatores de viruléncia extracelulares de P. aeruginosa que se
destacam: a) producdo de alginato, que € um polissacarideo capsular que
permite a aderéncia as superficies epiteliais pulmonares, com a formacao de
grandes conglomerados bacterianos; b) producdo de enzimas como, por
exemplo, a elastase, que degrada as imunoglobulinas e os componentes do
sistema complemento e a exoenzima S, que possui fungcédo de adesina, além de
inibir a sintese protéica; c) leucocidina, substancia que inibe a funcdo de
neutrofilos e linfécitos; d) piocianina, que impede o crescimento de outras
bactérias e inibe a atividade ciliar da mucosa respiratoria e e) exotoxina A, que
promove destrui¢cao tecidual inibindo a sintese protéica (Pearson et al., 2000;
Sawa et al,, 1998). Além disso, este microrganismo possui a capacidade de
formar biofilme, que protege a bactéria da agdo dos antimicrobianos e do
sistema imunolégico do hospedeiro. Esta caracteristica € mais frequentemente
observada em cepas de P. aeruginosa isoladas de pacientes com fibrose

cistica (FC) (Head & Yu, 2004).

2.1.2 - Mecanismos de Resisténcia

A resisténcia antimicrobiana, além de constituir um desafio clinico, é
atualmente considerada um grande problema de saude publica. As bactérias
Gram-negativas, entre as quais se inclui a P. aeruginosa, dispdem de um
arsenal de mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos utilizados na pratica
clinica. P. aeruginosa apresenta baixa sensibilidade a uma variedade de

agentes antimicrobianos, como a maioria dos B-lactamicos, as tetraciclinas, ao
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cloranfenicol e grande parte das fluoroquinolonas e aminoglicosideos, como
resultado de mecanismos de resisténcia natural e adquirido (Livermore &
Woodford, 2006).

Dentre os principais mecanismos de resisténcia as drogas observados em
P. aeruginosa estao: diminuicdo da permeabilidade de membrana externa as
drogas; sistemas de efluxo ativo; mecanismos enzimaticos de resisténcia,
como por exemplo, produgédo de enzimas inativadoras de aminoglicosideos e a
producao de B-lactamases cromossomais e adquiridas; e modificagdes do sitio
de acdo dos antimicrobianos, como alteragdes nas PBPs resultando na
diminuicdo da sensibilidade aos B-lactdmicos e modificagdes nas
topoisomerases observadas em cepas resisténcia as fluoquinolonas (Li et al.,

1994; Li, Nikaido & Poole, 1995).

2.1.2.1 - Resisténcia Intrinseca

P. aeruginosa apresenta dois principais mecanismos de resisténcia
intrinseca: a) produgao de B-lactamase cromossomal induzivel do tipo AmpC,
(Livermore & Woodford, 2006); e b) sistemas de efluxo ativo de drogas
(Livermore, 2002).

A B-lactamase cromossomal AmpC desempenha um importante papel
na resisténcia antimicrobiana em isolados clinicos de P. aeruginosa uma vez
que sua expressao pode ser induzida na presencga de alguns antimicrobianos
B-lactdmicos diminuindo sua sensibilidade aos mesmos (Livermore &
Woodford, 2006).

A ejecao ativa de compostos toxicos por sistemas de efluxo é parte de

um mecanismo complexo desenvolvido pela prépria bactéria para se proteger




REVISAO DA LITERATURA

contra produtos adversos do ambiente em que vivem, aos quais incluem os
antimicrobianos. A exclusdo destes compostos consequentemente,
compromete o tratamento das infeccbes causadas por P. aeruginosa

(Lomovskaya & Bostian, 2006).

2.1.2.2 - Resisténcia Adquirida

21.2.21 - Diminuicdo de Permeabilidade da Membrana e

Sistema de Efluxo

A membrana externa de bactérias Gram-negativas € formada por uma
bicamada lipidica que apresenta baixa permeabilidade a solutos hidrofilicos,
como diversos nutrientes e a alguns antimicrobianos. Tanto a entrada como a
ejecao destes solutos ocorre através das porinas, que sao canais protéticos de
difusdo inespecificos presentes em todas as espécies de bactérias Gram-
negativas (Chuanchuenm, Narasaki & Schweizer, 2002; Nikaido, 2003).

A principal porina expressa por P. aeruginosa € a OprF, que é uma
porina inespecifica, utilizada por varios tipos de substratos; além da porina
OprD, utilizada pelo imipenem para atravessar a membrana externa e acessar
seu sitio de agao (Trias & Nikaido, 1990). Alteragdes nos genes que codificam
essas porinas e/ou diminuicdo na sua expressao levam a reducdo da
permeabilidade da membrana externa as drogas, resultando na redugdo do
transporte de antimicrobianos para o interior da célula, acarretando na
diminuicdo de sensibilidade as drogas como os aminoglicosideos, além de
alguns B-lactamicos, aos carbapenémicos, a colistina e as quinolonas (Aires et

al., 1999; MacLeod et al., 2000).




REVISAO DA LITERATURA

Além das porinas, a hiperexpressdo de sistemas de efluxo, exercem
importante papel para a diminuicdo da concentragdo de antimicrobianos no
interior da célula bacteriana, principalmente aqueles pertencentes a familia
RND de sistemas de efluxo, de ampla especificidade de substratos e que sao
codificados por genes cromossomais localizados em operons, cuja expressao €
regulada pelo produto da codificagdo de genes reguladores. Eventuais
mutagcdes nos genes que regulam a expressao desses sistemas de efluxo
levam a hiperexpressdao desses sistemas acarretando na diminuigcdo da
sensibilidade aos antimicrobianos (Nikaido, 1996; Poole et al., 1996; Livermore,
2001).

O primeiro sistema de efluxo do tipo RND caracterizado nesse
microrganismo foi o MexAB-OprM. Dos sistemas RND de efluxo caracterizados
em P. aeruginosa, somente MexAB-OprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN e
MexXY-OprM tém sido relacionados, até o momento, a resisténcia intrinseca e
adquirida a uma ampla variedade de drogas antimicrobianas de importancia

clinica. (Poole, 2001).

2.1.2.2.2 - Produgao de Enzimas

A maioria das amostras de P. aeruginosa produz uma B-lactamase
chamada de AmpC que é cromossomica e induzivel (Livermore, 1991). Uma
mutagcdo no lécus AmpD, provocada espontaneamente ou pelo uso de
antimicrobianos pode resultar em total ou parcial desrrepressdo da enzima
AmpC, o que corresponde a aproximadamente 30% da resisténcia por [-
lactamases nestes microrganismos (Bratu et al., 2007; Livermore, 1987; Moya

et al., 2008).
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Dentre os mecanismos de resisténcia aos p-lactamicos em P.
aeruginosa, a producdo de [B-lactamases é o mecanismo mais frequente e
importante, mas, alteragbes nas proteinas ligadoras de penicilinas (PBPs)
também sao descritas (Mesaros et al, 2007; Giske et al., 2008). As -
lactamases mais comuns em P. aeruginosa sdo denominadas PSE-l e PSE-4
(Livermore, 1997; Livermore, 2002). Algumas p-lactamases de espectro
ampliado (ESBLs) como a enzimas OXA também s&o frequentemente
encontradas (Poirel et al., 2001; Weldhagen, Poirel & Nordmann, 2003; Jacoby
& Munoz-Price, 2005). Com a excegédo da ESBL GES-1 e das suas variantes
com atividade anti-carbapenens, todas as carbapenemases produzidas por P.
aeruginosa pertencem a Classe B de Ambler e sdo comumente denominadas
de metalo-enzimas (Ambler, 1980).

As metalo-B-lactamases (MBLs) sdo enzimas zinco dependente,
sensiveis a agentes quelantes de ions divalentes, como o EDTA, e n&o inibidas
por acido clavulanico, sulbactam e tazobactam (Haruta et al., 2000). As MBLs
apresentam substratos preferenciais diversos, incluindo cefalosporinas de
amplo espectro e os carbapenémicos. Aztreonam € estavel a hidrolise. Estas
enzimas estdo associadas a altos niveis de resisténcia aos carbapenémicos
(Watanabe et al., 1991; Osano et al., 1994; Ito et al., 1995; Arakawa et al.,
1995).

A primeira MBL, reportada, em 1991, foi da familia IMP-1, cuja produgao
€ geralmente mediada por um gene situado em um integron que encontra-se,
por sua vez, inserido um plasmideo (Osano et al., 1994; Nordmann & Poirel,

2002; Poirel, Pitout & Nordmann, 2007) e a segunda da familia VIM (Nordmann
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& Poirel, 2002; Poirel, Pitout & Nordmann, 2007; Corvec et al., 2008; Gupta,
2008).

Em 2002, uma nova enzima nao pertencente as familias IMP e VIM foi
descrita por Toleman e colaboradores (2002). Foi denominada SPM-1, S&o
Paulo metalo-B-lactamase, identificada em uma cepa de P. aeruginosa isolada
primeiramente na urina e depois na hemocultura de uma crianga de quatro
anos de idade, internada no Instituto de Oncologia Pediatrica (IOP) da
Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP). O gene blaspm-1 foi localizado
em um plasmidio. A enzima SPM-1 apresenta homologia de 35,5% com a

enzima IMP-1 (Figura 1)

IMP-9
IMP-5
IMP-2
IMP-1
—— IMP-4
SPM-1
CerA
S — = VIM-1
r CphA

- I L Imis
S T | |

256.2 — T T T
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Substituicdo de nucleotideos (x100)

Figura 1 - Arvore filogenética mostrando os grupamentos formados e a relagao
da SPM-1 com as outras MBLs. A SPM-1 aparece mais proxima ao

agrupamento formado pelas IMPs (Toleman et al., 2002).

A rapida identificagdo de amostras de P. aeruginosa produtoras de MBL
€ importante no sentido de contengdo da disseminacdo de tais genes de
resisténcia para outros microrganismos e consequentemente, impedir o

surgimento e a propagacgao de patdogenos multirresistentes (Walsh et al., 2005;

10
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Sacha et al., 2008). A presenca de isolados capazes de hidrolisar carbapenens
e outros [B-lactdmicos podera restringir o numero de opgdes terapéuticas
disponiveis para tratamento de infecgdes causadas por bactérias produtoras de

MpBLs (walsh et al., 2008).

2.1.2.2.3 - Resisténcia Conferida por Mutagoes

Mutacdes localizadas nas topoisomerases |l (subunidades gyrA e gyrB)
e topoisomerases IV (subunidades parC e parE) conferem resisténcia a
quinolonas em P. aeruginosa, onde a selecdo de mutantes ocorre apos
exposicao a esta classe. Evidéncias sugerem que a levofloxacina tenha maior

potencial para induzir mutagdes que a ciprofloxacina (Gilbert et al., 2001).

2.1.3 - Resisténcia a Multiplas Drogas

Isolados de P. aeruginosa resistentes aos antimicrobianos, incluindo
resisténcia a multiplas drogas (trés ou mais classes de antimicrobianos) estao
amplamente disseminados por todo o mundo e este fendbmeno tende a crescer
(Sekiguchi et al., 2007; Irfan et al., 2008, Szabé et al., 2008).

Em 2003, o programa MYSTIC relatou importantes variagdes nas taxas de
resisténcia a multiplas drogas em isolados de P. aeruginosa de diversos locais
da Europa. Tais taxas variaram de menos de 3% a 50% (Goossens, 2003). O
Programa de Vigilancia de Resisténcia Antimicrobiana SENTRY também
mostrou que as taxas de resisténcia variam de acordo com a regido geografica
da América Latina. O rapido aumento de cepas resistentes a multiplas drogas,
com taxas de aproximadamente 35%, também foi notado por este programa

nesta regido (Sader et al.,, 2005). Nos Estados Unidos, de 1993 a 2002, as
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taxas de resisténcia a multiplas drogas aumentaram de 4% para 14%; os
antimicrobianos que apresentaram as maiores taxas foram: ciprofloxacina,
imipenem, tobramicina e aztreonam. Mundialmente, a resisténcia multipla foi
detectada em 10% de todas as cepas de P. aeruginosa analisadas (Gales et
al., 2001; Obritsch et al., 2004).

A freqUente aquisigado de resisténcia a antimicrobianos em P. aeruginosa
limita a utilizagcdo dos perfis de sensibilidade aos antimicrobianos como
ferramenta em tipagem epidemioldgica (Gupta, 2008; Nicasio, Kuti & Nicolau,

2008).

2.2. - Epidemiologia e Importancia Clinica das infecgodes

causadas por P. aeruginosa

As infegbes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS) sdo uma
importante causa de morbidade e mortalidade em hospitais, atingindo 2
milhdes de pacientes por ano nos Estados Unidos. Este numero representa 5%
dos pacientes hospitalizados e resulta, em aproximadamente, 88 mil mortes e
4.5 bilhdes de ddlares em cuidados meédicos extras (Bou et al., 2008; Mach et
al., 2007; Pirson et al., 2008). Embora os virus, fungos e protozoarios possam
ser agentes etiolégicos das IRAS, os agentes bacterianos permanecem como a
causa mais frequente deste tipo de infecgdo (Chant et al., 2008; Tsan et al.,
2008).

Varios fatores de risco para aquisicdo de infec¢gdes causadas por
patogenos multirresistentes s&o frequentemente reportados, como a doenga de
base, periodos prolongados de hospitalizagdo, procedimentos cirurgicos,

terapia antimicrobiana prévia e presenca de catéter urinario. Os principais
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problemas de resisténcia aos antimicrobianos sao normalmente associados a
patogenos nosocomiais (Carmeli et al., 1999). Dentre os bacilos Gram-
negativos os de maior importancia sdo E. coli e K. pneumoniae produtoras de
ESBLs, P. aeruginosa produtora de MBL e P. aeruginosa e E. coli resistentes
as fluoroquinolonas (Agrawal et al., 2008; Ding et al., 2008; Jonsdottir &
Kristinsson, 2008; Kiratisin et al., 2008).

P. aeruginosa é um microrganismo hidrofilico e pode ser facilmente
recuperado de ambientes umidos, como ralos de pia, agua de rio, legumes, e
até mesmo solugcbes anti-sépticas, porém, nenhum destes reservatérios
ambientais apresenta um grande risco a maioria dos individuos sadios
(Remington & Schimpff, 1981). P. aeruginosa raramente causam infecgdes em
humanos saudaveis (Speert et al., 1993).

Entretanto, esta espécie bacteriana assume importante papel como
patdogeno oportunista na etiologia de infecgbes relacionadas a assisténcia a
saude (IRAS), acometendo frequentemente pacientes gravemente enfermos
(Speert et al., 1993). Na maioria dos casos, 0 processo infeccioso tem inicio
com algum procedimento invasivo, como por exemplo, a utilizacdo de catéter
urinario e ou sonda orotraqueal (Lee et al., 1999; Pollack, 2000; Ronald, 2002).
Além destes, outros fatores de risco para a aquisicdo de infecgbes causadas
por P. aeruginosa foram identificados e desses podemos citar: idade, diabetes
mellitus, hospitalizagdo prolongada e terapia antimicrobiana prévia (Barth &
Pitt, 1998; Pollack, 2000).

Pacientes neutropénicos com céancer, pacientes com queimaduras,
pacientes com fibrose cistica e os internados em unidades de neurocirurgia e

de terapia intensiva apresentam maior risco de colonizagcdo, e,
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consequentemente, infecgdo por P. aeruginosa (Tancréde & Andremont, 1985;
Koh, Priebe & Pier, 2005, Pruitt et al, 1998, Hancock et al., 1983;
Mahenthiralingam, Campbell & Speert, 1994; Burke et al., 1991; Trick et al,,
2000; Douglas et al., 2001; Torre, Sferratore & Crispino, 2004; Aumeran et al.,
2007; Eckmanns et al., 2008; Johansen et al., 2008). Pacientes que recebem
ventilacdo mecanica apresentam alto risco para desenvolver pneumonia
associada a isso ou outras pneumonias causadas por P. aeruginosa,
particularmente depois ou durante o tratamento com agentes antimicrobianos
de amplo-espectro (Chastre & Fagon, 2002; Garau & Gomez, 2003; Rossolini &
Mantengoli, 2005).

Em um estudo conduzido por Gaynes & Edwards (2005) em parceria
com o National Nosocomial Infection Surveillance System (NNIS) do Centers
for Disease Control and Prevention (CDC) foram analisados mais de 410 mil
isolados bacterianos associados as infec¢gdes adquiridas em unidades de
terapia intensiva (UTI), no periodo de 1986 a 2003, nos Estados Unidos. P.
aeruginosa foi o segundo patégeno mais frequentemente isolado de
pneumonias hospitalares. Ainda segundo esses dados, P. aeruginosa foi a
terceira causa mais comum de infecgdes urinarias, o quarto patégeno mais
comuns em infecgcbes de sitio cirurgico e o sexto patdégeno mais
frequentemente isolado em corrente sanguinea (Gaynes & Edwards, 2005).

Dados coletados pelo programa SENTRY na América Latina, no periodo
entre 2001 e 2006, mostram que P. aeruginosa aparece como a principal causa
de pneumonia em pacientes hospitalizados, a terceira maior causa de
infecgbes de pele e partes moles, e o quinto patégeno mais frequentemente

isolado de infecgdes de corrente sanguinea e trato urinario na América Latina.
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Além disso, aparece como o segundo principal isolado de UTIl e o quarto
patogeno mais importante em infecgbes pediatricas (dados do Programa
Sentry, ndo publicados).

No Brasil, P. aeruginosa foi também a causa mais frequente de
pneumonias em pacientes hospitalizados, representava o segundo patéogeno
mais frequente em infecgdes de pele e partes moles, o terceiro patbgeno mais
frequentemente isolado de infecgbes urinarias e o quinto mais comum em
infecgbes da corrente sanguinea. Além disso, foi o segundo isolado mais
frequente em UTI no periodo de 2001 a 2006, de acordo com dados do
programa SENTRY (dados do Programa Sentry, ndo publicados).

Dados do Programa de Vigilancia Global fornecidos pela Comiss&o de
Epidemiologia Hospitalar do Hospital Sdo Paulo (HSP), mostram que no
Hospital Sdo Paulo, no periodo de fevereiro de 2006 a abril de 2007, P.
aeruginosa foi o microrganismo mais isolado em IRAS, representando 20,3%
de todos os isolados bacterianos clinicos. Este patdgeno foi sequido em ordem
de frequéncia por: A. baumannii e K. pneumoniae (14,9%), Staphylococcus
coagulase negativo (10,2%), S. aureus (9,2%) e Enterococcus spp (8,4%). No
periodo de junho de 2007 a dezembro de 2008, P. aeruginosa foi responsavel
por 10,0% das infecgbes de corrente sanguinea, 28,3% das pneumonias e
34,0% das infecgdes de trato urinario notificadas pela Comissdo de
Epidemiologia Hospitalar do HSP (dados da Comiss&do de Epidemiologia
Hospitalar do Hospital Sdo Paulo, ndo publicados).

No Brasil, P. aeruginosa apresenta taxas de resisténcia aos

carbapenens bastante elevadas, cerca de 26% e 31% das amostras de P.
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aeruginosa sao resistentes a imipenem e meropenem, respectivamente (Silva
et al., 2007).

Em alguns hospitais brasileiros, cerca de 15 a 35% das amostras s&o
resistentes a praticamente todos os antimicrobianos disponiveis
comercialmente no Brasil (Sader et al., 1999; Gales et al., 2000). Assim, para o
tratamento destas infec¢des voltou a ser utilizada a polimixina B. Trata-se de
um agente antimicrobiano catidnico, téxico e que foi utilizado até meados dos
anos 80 para o tratamento de infecgdes causadas por bacilos Gram-negativos.
A recuperacao de cepas de P. aeruginosa resistentes as polimixina ainda é
rara em nosso meio (Zavascki et al., 2007; Michalopoulos & Falagas, 2008)

A dificuldade no controle das IRAS e o aparecimento de microrganismo
multirresistentes acarretam em maior custo, onerando ainda mais o tratamento
dessas enfermidades e a internagcao hospitalar de pacientes acometidos por
estas infecgdes. Um estudo caso-controle realizado por Martins (2002) em
pacientes hospitalizados em unidade de terapia intensiva no Hospital Sao
Paulo, demonstrou que o custo médio total por paciente com infecgao por P.
aeruginosa ou A. baumannii multirresistentes é estimado em US$ 20.795,18
enquanto que o custo médio total por pacientes do grupo controle é de US$

2.774,46 (p < 0.001) (Martins, 2002).

2.3 - Tipagem Molecular

2.3.1 - Aplicagao

A compreensdo da distribuicdo e da relagdo entre os patdégenos é
essencial para determinar a epidemiologia das IRAS e auxiliar na introducéo de

medidas de barreira e prevencédo de patdégenos (Patel & Graham, 2007). A
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funcdo da tipagem de patégenos é determinar se isolados
epidemiologicamente relacionados apresentam também relacdo genética.
Historicamente, a tipagem de patdgenos nosocomiais foi baseada em
comparagdes de métodos fenotipicos, como biotipagem, sorotipagem, tipagem
de bacteridfagos ou bacteriocinas e perfis de sensibilidade aos antimicrobianos.
A utilizagdo destas técnicas diminuiu consideravelmente, nas ultimas duas
décadas, devido ao desenvolvimento e implementagdo de novas tecnologias
baseado na analise do DNA (Sader, Hollis & Pfaller, 1995; Hollis et al., 1999).

Estas metodologias moleculares incluem eletroforese em campo elétrico
pulsatil (PFGE) e outros métodos de restricdo do DNA, analise de plasmideos e
métodos de tipagem baseados em amplificagdo por PCR. A introducéo de
métodos moleculares para a tipagem de microrganismos nosocomiais tem
auxiliado de maneira importante a determinacdo da inter-relacdo entre cepas
bacterianas. O estabelecimento da relagdo clonal entre patégenos pode: a)
ajudar na identificagdo da fonte de microrganismos ou de contaminagéo
(ambiental ou pessoal); b) distinguir entre cepas infecciosas, nao infecciosas e
colonizantes e c) diferenciar entre falha terapéutica e re-infeccdo (Aber &
Mackel, 1981; Emori & Gaynes, 1993; Goering, 1993; Jarvis, 1994; Arbeit,
1995; Arbeit, 1999; Cockerill & Smith, 2004).

Muitas espécies que sdo causas principais de IRAS também sao
organismos comensais comuns ou ambientais. Assim sendo, é importante
determinar se o isolado recuperado do paciente é a cepa patogénica que esta
possivelmente causando a infecgcdo, ou é um contaminante comensal ou
ambiental que, provavelmente, ndo € a cepa causadora da infecgao (Jarvis,

1996; Goering, 2000).
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Também é importante que seja determinado se uma segunda infecgéo
em um paciente é causada por uma cepa diferente da causadora da infeccéo
inicial, ou se a infeccdo é uma recaida da infecgéo original. Se a infecgéo for
devida a uma recaida, pode-se sugerir que o regime de tratamento inicial n&o
foi efetivo na erradicagdo do patégeno e terapias alternativas devem ser
aplicadas (Versalovic & Lupski, 2002).

Estudos comprovaram que a inclusdo de métodos de tipagem molecular
associados a vigilancia epidemiolégica hospitalar convencional tem provado ser
custo-efetivo, pois leva a redugao posterior dos casos de IRAS (Haley et al.,
1987; Peterson et al., 1993; Hacek et al., 1999; Dieckeman et al., 2004). Esta
custo-efetividade é maximizada pela colaboragdo entre o laboratério de
microbiologia, o laboratorio de tipagem epidemioldgica e pelo servico de
controle de infecgao hospitalar durante as investigagdes de surtos (Scheckler et
al., 1998; Peterson & Brossette, 2002; Versalovic & Lupski, 2002; Soll, Lockhart
& Pujol, 2003).

Técnicas moleculares podem ser muito eficientes para tragar a
disseminagdo de microrganismos em infec¢gdes nosocomiais causadas por
patdgenos geneticamente relacionados, permitindo assim a identificagdo de
potenciais fontes de contaminacdo e consequentemente o controle rapido e
efetivo da disseminagéo. Além disso, pode ajudar no direcionamento do regime
de tratamento dos pacientes infectados com microrganismos relacionados
geneticamente. Estas sdo algumas das muitas circunstancias que servem para
justificar o quéo essencial € o uso de técnicas moleculares, demonstrando que
estes métodos s&do importantes para estabelecer a epidemiologia das doengas,

favorecendo a saude dos pacientes e ocasionando beneficios econdmicos para
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o hospital, pela redugdo do numero de IRAS (Peterson et al., 1993; Scheckler
et al., 1998).

Do mesmo modo, a determinagdo de isolados ndo relacionados
provenientes de infecgdes esporadicas, evita a realizacdo de investigagdes
epidémicas desnecessarias. Também contribuiu para a redugcao de custos, por
meio da reavaliacdo da politica de uso de antimicrobianos. Portanto, a
implantagdo de métodos moleculares para a genotipagem de bactérias esta
entre as diretrizes indicadas para o controle de IRAS (Hacek et al., 1999;

Mackie, 2004; Gornick, 2005).

2.3.2 - Caracteristicas

Alguns atributos sdo importantes para os métodos de tipagem, como a
metodologia unificada, a aplicabilidade, a objetividade e a analise critica. Todos
os meéetodos de tipagem podem ser qualificados em termos de tipabilidade,
reprodutibilidade, poder discriminatério, facilidade de realizacao e interpretacao
e custo (Olive & Bean, 1999).

Tipabilidade refere-se a habilidade da técnica de fornecer um resultado
(padrdo molecular/tipo) para cada isolado. Isolados n&o-tipaveis sdo mais
comuns por meéetodos fenotipicos, mas também podem ser encontrados nos
métodos genotipicos (Sader, Hollis & Pfaller, 1995).

A reprodutibilidade de um método refere-se a habilidade de fornecer o
mesmo resultado quando o mesmo isolado é testado diversas vezes sob as
mesmas condi¢cdes. Baixa reprodutibilidade pode ser resultado de variacdes
técnicas na metodologia ou variagao biolégica que pode ocorrer in vivo ou in

vitro dos microrganismos analisados (Aber & Mackel, 1981).
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O poder discriminatério de uma técnica condiz com a habilidade de
diferenciar cepas epidemiologicamente nao relacionadas, fornecendo um
padrao distinto para cada amostra testada. Em geral, métodos fenotipicos
apresentam poder discriminatério menor que os métodos genotipicos.
(Tarasevich, Shaginyan & Mediannikov, 2003).

A maioria dos métodos moleculares requer equipamentos e materiais
que apresentam alto custo, porém, sdo de facil execu¢do e manuseio e
aplicaveis a um grande numero de espécies. Métodos fenotipicos envolvem
materiais com menores custos, mas podem ser laboriosos, além de terem
aplicacao restrita a algumas espécies (Andrei & Zervos, 2006; van Belkum,
2003).

Nos ultimos anos, técnicas moleculares ou de genotipagem receberam
especial atencdo como ferramentas para analise de inter-relagdes
epidemiologicas. Métodos genotipicos aplicados ao estudo e controle de IRAS
devem, preferencialmente, permitir que isolados epidemiologicamente
relacionados coletados durante um episédio de surto possam ser
correlacionados geneticamente entre si (Lipuma, 1998).

Em tipagem molecular o termo isolado clinico refere-se a qualquer
microrganismo em questdo, o termo cepa é utilizado quando o microrganismo
ja foi caracterizado por métodos de tipagem e o termo clone denota cepas de
uma mesma espécie que apresentam as mesmas caracteristicas genéticas
(Sader et al., 1995; Olive & Bean, 1999; Pfaller et al., 2001; Pfaller, 2001).

Os métodos genotipicos de tipagem molecular podem ser divididos em

duas grandes categorias: a) métodos comparativos e b) métodos para criagéo
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de um banco de dados. Ambas as categorias podem ser utilizadas em estudos
de vigilancia epidemioldgica.

Os métodos comparativos sao mais comumente utilizados na
investigacdo de um surto e possuem a finalidade de detectar a disseminagéo
de um determinado clone em um ambiente especifico. Nesta situacido, o
método de tipagem molecular é utilizado para comparar um numero limitado de
microrganismos, num periodo de tempo relativamente curto (dias ou semanas)
e tem como finalidade identificar se ha ou ndo uma relagdo clonal entre os
isolados clinicos testados. Para um bom desempenho e para obtencdo de
resultados fidedignos, € essencial que estas técnicas tenham uma boa
reprodutibilidade, um alto poder discriminatério (> 0,95) e habilidade para tipar
cada organismo testado (tipabilidade) (Hollis et al., 1999; Pfaller et al., 2001).

Varios métodos preenchem estes critérios, mas, no entanto, o método
que vem sendo utilizado com maior frequéncia universalmente tem sido a
macrorestricao (clivagem com endonucleases de agéo rara) de DNA seguida
da eletroforese em campo pulsatil. O PFGE é um método de tipagem molecular
comparativo, que apresenta excelente poder discriminatorio e possui uma
ampla aplicabilidade para a maioria das bactérias Gram-negativas e Gram-
positivas (Tenover et al., 1995; Grundmann et al., 1995; Pfaller et al., 1996;
Hollis et al., 1999; Swaminathan et al., 2001).

Os métodos de tipagem para a criagdo de um banco de dados sao mais
utilizados em programas de vigilancia epidemiologica. Nestes casos é feita a
coleta e caracterizagdo de um grande numero de microrganismos por um longo
periodo de tempo (meses a anos) e todos estes microrganismos séo tipados

dentro de um mesmo sistema (composto por um ou mais aparelhos)
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padronizado, utilizando-se cepas conhecidas como referéncia. Além de
oferecerem uma nomenclatura comum e alta reprodutibilidade, os resultados
obtidos sédo transferidos para um computador, que analisa e compara o perfil
de similaridade entre os microrganismos, anteriormente armazenados,
determinando o perfil molecular de cada isolado, além de acrescentar os
resultados obtidos no banco de dados do sistema. Deve-se considerar a
estabilidade evolucionaria dos microrganismos de interesse na determinagéo
do poder discriminatério destes meétodos para o reconhecimento da
disseminagao clonal apos periodos prolongados de tempo. Estes métodos para
criagdo de um banco de dados sao utilizados principalmente para monitorar a
disseminagado de clones endémicos e epidémicos de regides geograficas
diversas, assim como na avaliagdo de estratégias preventivas (Struelens et al.,
1998).

A crescente utilizagdo das técnicas de tipagem molecular nas ultimas
décadas levou ao aprimoramento desses métodos, minimizando os problemas
de tipabilidade, aumentando a reprodutibilidade e otimizando a analise dos
dados coletados e armazenados durante longo periodo de tempo. Varias
destas técnicas de tipagem molecular estdo se destacando como importantes
ferramentas para investigagdes epidemioldgicas. Entre elas, destacam-se:

PFGE, Ribotipagem Automatizada e MLST.

2.3.3 - Eletroforese em Campo Pulsatil - Pulsed Field Gel
Electroforesis - PFGE

PFGE é uma das técnicas de tipagem molecular mais conhecida e

utilizada, principalmente, pelo excelente poder discriminatério e pela
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aplicabilidade desta técnica a maioria das bactérias Gram-negativas e Gram-
positivas (Sader et al., 1993; Grundmann et al., 1995; Romling & Tummler,
2000).

Nesta técnica, € empregado o uso de enzimas de restrigdo que
reconhecem sitios infrequentes no cromossoma bacteriano, gerando um menor
numero de fragmentos, que facilita a interpretacdo dos resultados. Os
fragmentos de DNA resultantes sdo de alto peso molecular e, portanto, para
separagcdo destes fragmentos emprega-se a eletroforese em campos
alternados (Carle, Frank & Olson, 1986; Ausubel et al., 1994; Chang & Chui,
1998; Roberts et al.,1998).

Este método foi desenvolvido por Schwartz & Cantor (1984) e consiste
em uma alteragao periddica de diregdo do campo elétrico aplicado ao gel, onde
€ possivel separar moléculas de DNA de mais de 1.000 kb.

Existem algumas variagdes na metodologia de PFGE e estas diferem
apenas no modo como o campo elétrico pulsatil € aplicado ao gel. As variagdes
mais frequentemente utilizadas sdao o campo elétrico aplicado
homogeneamente ao gel — “contour-clamped homogenous electric field” -
CHEF - e o campo elétrico invertido aplicado ao gel — “field inversion gel
electrophoresis” - FIGE (Carle, Frank & Olson, 1986; Finney, 1993). Na
variagdo FIGE o campo elétrico é invertido periodicamente a um angulo de
180°. Para a variante CHEF é necessaria uma cuba de eletroforese equipada
com multiplos elétrodos que alternam a dire¢gdo do campo elétrico a um angulo
de 120°, reorientando as moléculas de DNA, resultando num perfil migratorio

em linha reta (Chu et al., 1986).
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Muitas vantagens s&o atribuidas tornando a metodologia PFGE uma
técnica de referéncia para tipagem molecular, sendo utilizada com sucesso em
estudos epidemiologicos e para tragar surtos hospitalares (Sader et al., 1993;
Livesley et al., 1998; D'Agata et al., 2001). Porém, algumas limitagées foram
detectadas nessa técnica, entre elas: o longo periodo para obtengdo dos
resultados, sendo necessario até seis dias para realizacdo da téncica pelo
protocolo convencional (Matushek et al, 1996; Gauton, 1997), menor
tipabilidade quando comparada as outras técnicas de tipagem molecular
conhecidas (Silbert et al., 2004) e a falta de armazenamento dos resultados

obtidos em um banco de dados para futuras pesquisas e comparacdes.

2.3.4 - Ribotipagem Automatizada

A técnica de ribotipagem foi descrita por Grimont & Grimont (1986) e tem
como principio avaliar o polimorfismo do DNA bacteriano na regido onde
localiza-se o operon rrn, composto pelos genes 16S e 23S, que codificam o
RNA ribossomal (rRNA) bacteriano. Estes genes sdo altamente conservados
nas espécies bacterianas e assim, permitem que esta técnica seja aplicada
com sucesso para diferenciar cepas bacterianas. Inicialmente, a ribotipagem foi
desenvolvida para fins taxondmicos. Estudos posteriores (Stull et al., 1988;
Ribeiro et al.,, 2006) demonstraram a utilidade desta técnica para fins
epidemiologicos e desde entdo, a ribotipagem se tornou uma das ferramentas
mais conhecidas nos estudos de epidemiologia molecular.

O procedimento da técnica ribotipagem envolve a extragéo e digestao do
DNA com enzimas de restri¢ao, eletroforese, transferéncia do DNA para uma

membrana de “nylon” ou nitrocelulose (“Southern blotting”) e hibridizagdo com
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um sonda que contém a sequéncia complementar 16S + 23S do rRNA de uma
cepa de E. coli (sonda universal). A variedade de fragmentos e padrdes
moleculares gerados por este processo se da pelo fato desta sequéncia (16S +
23S) ser altamente conservada nas espécies bacterianas, por estes genes
aparecerem em diversas copias no DNA cromossomal e pelos intervalos entre
as copias dos operons serem heterogéneos, diferindo de operon para operon
numa mesma espécie e em diferentes espécies bacterianas (Bingen et al.,
1994).

A técnica de ribotipagem apresenta grandes vantagens quando
comparada a outros métodos que utilizam sondas genéticas. S&o elas: a) todas
as bactérias possuem o operon rrn e dessa forma codificam o rRNA, que é
altamente conservado entre as espécies, permitindo assim que uma unica
sonda genética seja utilizada para todas espécies bacterianas e b) pelo fato da
maioria das espécies bacterianas possuirem multiplos operons rrn, um niumero
razoavel de bandas é obtido com a hibridizagao (Bingen et al., 1994; Struelens
et al., 1998)

Os padrbes de RFLP gerados pela ribotipagem revelam dois niveis de
diversidade genética. Algumas das bandas geradas e observadas n&o variam e
sdo especificas para cada espécie, enquanto que outras sdo bem variaveis
dentro de uma mesma espécie bacteriana. Estes niveis de diversidade
genética permitem que a ribotipagem seja utilizada como ferramenta para
estudos taxonémicos e epidemioldgicos (Bingen et al., 1994; Struelens et al.,
1998).

A ribotipagem vem sendo utilizada para um grande numero de espécies

bacterianas. No entanto, os perfis moleculares obtidos por esta técnica
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(ribotipos ou ribogrupos) podem apresentar caracteristicas relativamente
estaveis dentro de uma mesma espécie e com isto, bactérias nao relacionadas
epidemiologicamente podem demonstrar padrées moleculares iguais ou
semelhantes (Pfaller et al., 1996; Hollis et al., 1999). Além disso, a ribotipagem
apresenta outras desvantagens, como: a) a técnica é laboriosa e demorada; b)
a ribotipagem nao pode ser utilizada para algumas bactérias, que possuem
apenas um ou dois operons rrn, como por exemplo os géneros Mycobacterium
e Mycoplasma e c) bandas com sinais fracos de hibridizagdo podem dificultar a
interpretagcéo dos resultados.

Aproveitando as vantagens e tentando resolver as desvantagens da técnica de
ribotipagem, uma empresa americana (Qualicon, Wilmington, DE, EUA)
desenvolveu um sistema de ribotipagem automatizada, denominado
RiboPrinter® Microbial Characterization System. Este sistema foi desenvolvido
inicialmente para atender as necessidades da industria alimenticia; porém, nos
ultimos anos, vem sendo utilizado com éxito na identificacdo e caracterizacao
de bactérias relacionadas as doengas humanas (Bruce, 1996; Pfaller et al.,

2001) (Figura 2).

L

Figura 2 - Sistema de caracterizagdo microbiana RiboPrinter®.

26




REVISAO DA LITERATURA

Neste sistema um computador acoplado ao RiboPrinter® capta a
imagem do gel com uma camara fotografica e analisa os perfis moleculares
automaticamente. Os perfis moleculares obtidos sdo comparados com todos
aqueles previamente testados no sistema e os coeficientes de similaridade séo
calculados, baseando-se na posi¢ao e na intensidade das bandas. Coeficiente
de similaridade = 0,90 entre dois perfis moleculares indica que os
microrganismos pertencem ao mesmo clone e sao agrupados sob um mesmo
ribogrupo. Quando o coeficiente de similaridade for < 0,90, indica cepas
diferentes e um novo ribogrupo € criado para a amostra em questao (Bruce,

1996) (Figura 3 e 4)

Comparagéo
com todos os
ribogrupos do
banco de dados

Ribogrupo

novo

Jsim

Incluida em ribogrupo
ja existente

Figura 3 - Fluxograma ilustrando como o RiboPrinter® caracteriza em ribogrupo

0 padréo gerado.

27




REVISAO DA LITERATURA

Comparagéo
com todos os
padrbes da
biblioteca
DuPont

Jsm

Identificada como
Padrao DuPont ID
DUP3005

y

Identificacdo
reportada:
E. coli

Amostra
nao
identificada

Figura 4 - Fluxograma mostrando como o RiboPrinter® identifica em género e

espécie de acordo com o padrao gerado pela amostra bacteriana testada.

A alta tipabilidade, alto poder discriminatério, a rapidez do processo (32
amostras em 11 horas), a automagao, a facilidade na interpretacdo dos
resultados e a possivel padronizagao inter- e intra-laboratorial dos resultados

de tipagem molecular fazem deste sistema uma ferramenta util em estudos
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epidemiologicos de longa duragado (Struelens et al., 1998; Hollis et al., 1999;
Pfaller et al., 2001).

2.3.5 - Tipagem por sequenciamento de Multiplos Loci -

Multilocus Sequence Typing - MLST

Recentes avangos na epidemiologia molecular estdo associados as
analises baseadas nos resultados do sequenciamento dos nucleotideos. A
rapida expansao do numero de genomas bacterianos sequenciados publicados
tem levado ao desenvolvimento de uma variedade de técnicas de tipagem
molecular focadas na analise de um unico locus ou de multiplos loci
cromossomais. Técnicas de tipagem epidemiologicas baseadas em
sequenciamento sio atrativas, pois proporcionam resultados reproduziveis e
comparaveis, pois, sao obtidos com a padronizagdo da metodologia, a
uniformidade de interpretacdo e o armazenamento dos dados em um banco de
dados mundial de sequéncias (Kemp et al., 2005).

O sequenciamento de um /ocus especifico, como um gene de viruléncia,
de patogenicidade ou de resisténcia aos antimicrobianos, revela a variabilidade
especifica no gene, como um polimorfismo de um unico nucleotideo, ou revela
areas com sequéncias repetitivas, o que demonstra uma potencial aplicagcédo
epidemiologica. Atualmente a tipagem por sequenciamento de unico lécus
(“Single-locus Sequence Typing” - SLST) € muito utilizada na analise de uma
regido em particular, como o gene para a proteina A estafilococica. Mas esta
metodologia ainda apresenta baixo discriminatorio e necessita protocolos
padronizados (Zanelli et al., 2004).

Derivado inicialmente da eletroforese de enzimas de multiplos loci

(“multilocus enzyme electrophoresis” - MLEE), o MLST utiliza uma porcao
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maior que € mais representativa do genoma que o SLST. O MLST compara
uma sequéncia de 400 a 500 pb de nucleotideos da regido interna de uma
série de genes, cujos produtos exercem fungdes metabdlicas essenciais,
conhecidos como “housekeeping genes” . Para cada fragmento de gene, os
polimorfismos genéticos das sequéncias internas sao considerados alelos
distintos. Cada isolado € definido pelos alelos identificados em cada um dos
genes sequenciados, formando o perfil alélico da amostra, constituido por sete
numeros, cada um representando um gene. No final cada perfil alélico é
nomeado por um tipo de sequéncia (ST) que pode ser usada para descrever a
cepa e produzir uma nomenclatura de agrupamentos clonais. Porém,
diferentemente do MLEE os perfis alélicos obtidos com o MLST sao precisos,
nao apresentam ambiguidade e podem ser comparaveis e trocados entre
laboratérios (Maiden et al., 1998; Enright & Spratt, 1999; Spratt, 1999; Spratt,
Feil & Smith, 2001).

Como existem distintas sequéncias de alelos diferentes para cada gene,
€ improvavel que um perfil alélico idéntico ocorra por casualidade. Assim,
isolados com o0 mesmo perfil alélico sdo apontados como representantes de um
mesmo clone. O MLST foi inicialmente desenvolvido para identificar cepas
hipervirulentas de Neisseria meningitides (Maiden et al., 1998), entretanto, esta
técnica tem sido aplicada a uma grande variedade de patdégenos, incluindo
cepas multirresistentes a antimicrobianos (Enright & Spratt, 1998; Deurenberg
et al., 2007; Hamal, 2007; Woodford, 2008; Singh & Mohapatra, 2008).

O meétodo MLST, como o MLEE, foi originalmente desenvolvido para
apontar inter-relagbes genéticas em populagdes bacterianas, comparando a

diversidade dos genes estudados e realizando estudos evolucionarios. Porém,
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o periodo analisado em investigagdes epidemioldgicas de surtos hospitalares,
geralmente, representa um curto espago de tempo. Deste modo, enquanto o
MLST é excelente para estudar a inter-relacdo de uma grande populagdo em
longos periodos, em um cenario hospitalar esta técnica se mostra menos
discriminatéria que outros métodos de tipagem, que destacam alteragdes
recentes do DNA bacteriano (Spratt, Hanage & Feil, 2001).

O MLST apresenta o potencial de uma técnica baseada em
sequenciamento, que inclui perfis reprodutiveis, resultados intercambiaveis,
alta padronizacado e formacao de banco de dados. Mas, por ser uma técnica
que utiliza sequenciamento, a aplicagdo do MLST em cenarios hospitalares
pode ser prejudicada em investigagcdes de surtos, onde resultados rapidos séo
necessarios, pois o sequenciamento dos sete e em alguns casos oito genes,
geram aproximadamente 3.500 a 4.000 pb a serem analisados para cada
isolado estudado e com isto, o resultado pode ser demorado (Maiden et al.,
1998; Spratt, 1999). Por outro lado, este fato tem sido resolvido com a
bioinformatica, que dispbée de programas que realizam o alinhamento das
sequéncias de nucleotideos obtidas. Estes programas baseiam-se na analise
do alinhamento de nucleotideos para realizar um agrupamento (clusters).

No MLST os alelos sdo considerados distintos se apresentarem
diferenga em um unico nucleotideo ou em varios nucleotideos. Nenhuma
medida € utilizada para analisar os numeros de nucleotideos diferentes entre
os alelos no MLST, pois ndo é possivel distinguir se diferengas na sequéncia
de nucleotideos sdo devidas a multiplas mutagdes ou a um unico evento de
recombinacgdo, que introduziu multiplas alteragbes (Maiden ef al., 1998; Enright

& Spratt, 1999; Spratt, 1999).
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Os fragmentos de 450 a 500 pb usados no MLST s&o pequenos o
bastante para serem sequenciados com precisao, utilizando um unico par de
primers. Além do que, possuem o tamanho suficiente para apresentarem
variagdes satisfatérias, para determinar multiplos alelos diferentes (sequéncias
diferentes) para cada locus. Assim, com somente sete genes é possivel obter
uma grande variedade de perfis alélicos. A probabilidade de dois isolados sem
relagéo epidemiolégica apresentarem o mesmo perfil alélico, por casualidade, é
extremamente baixa e pode ser calculada a partir do produto das frequéncias
dos alelos individuais (Feil et al., 2004; Hanage et al., 2005).

O MLST apresenta alto poder discriminatorio e a caracteristica dos
genes estruturais de acumular lentamente as variagdes, torna-o uma
ferramenta ideal para estudos de epidemiologia global (Enright & Spratt, 1999;
Maiden et al., 1998; Spratt, 1999). Pelo fato de ser uma técnica baseada em
dados provenientes de sequenciamentos, € possivel fazer uso da Internet para
comparar resultados entre laboratorios (Enright & Spratt, 1998; Spratt, 1999).
Pesquisadores em diversos locais do mundo podem sequenciar os fragmentos
dos sete genes de uma amostra de interesse e acessar o website
(http://www.mlst.net ou http://pubmist.org/) para determinar o numero do alelo
de cada locus e determinar o seu ST, além de poder comparar o perfil alélico
obtido com os outros perfis alélicos dos isolados ja existentes no banco de
dados central. Dessa forma, foi superada uma das principais dificuldades do

MLEE, que era a comparagao dos dados intra-laboratorialmente.
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2.4 - Dendrogramas

Um modo de analisar os resultados obtidos com técnicas de tipagem
molecular é efetuar a analise de agrupamentos hierarquicos que interligam as
amostras por associagdes; produzindo assim um dendrograma, onde as
amostras semelhantes, segundo as variaveis escolhidas, sdo agrupadas entre
Si.

A suposicao basica de sua interpretacdo € que quanto menor a distancia
entre os pontos, maior a semelhanga entre as amostras. Os dendrogramas s&o
especialmente uteis na visualizagdo de semelhangas entre amostras ou objetos
representados por pontos em espaco com dimensao maior do que trés, onde a
representacao de graficos convencionais n&o é possivel (Neto & Moita, 1998).

Existem muitas maneiras de procurar agrupamentos no espago n-
dimensional. O método matematico mais simples consiste em agrupar os pares
de pontos que estdo mais préximos, usando a distancia euclidiana e substitui-
los por um novo ponto localizado na metade da distancia entre eles. Este
procedimento, quando repetido até que todos os pontos sejam agrupados em
um soO ponto, leva a construgdo do dendrograma, onde no eixo horizontal s&o
colocadas as amostras e, no eixo vertical o indice de similaridade entre os

pontos i e j, calculado segundo a seguinte expressao:

Onde:
sij = indice de similaridade entre quaisquer dois pontos

i e j = dois pontos quaisquer que estado sendo analisados
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dij = distancia entre os pontosi e j

dmax = distdncia maxima entre qualquer par de pontos.

Os dendrogramas, portanto, consistem em diagramas que representam
a similaridade entre pares de amostras (ou grupos de amostras, ou pontos
analisados) numa escala que vai de um (idénticas) a zero (nenhuma
similaridade) (Brooks & Wiley, 1985) e s&o construidos por programas
estatisticos que fazem classificacdo dos dados através de agrupamento
hierarquico (“Hierarchical Analysis ou Cluster Analysis”) (Setubal & Meidanis
1997).

Os dendrogramas sao construidos diretamente por todos os programas
estatisticos que fazem classificacdo dos dados através de agrupamento
hierarquico. Devido as facilidades computacionais para obtencdo de
dendrogramas, é importante se atentar para alguns pontos: a) a identificacéo
do grupamento pode ser realizada por diversos algoritmos, que podem gerar
resultados conflitantes entre si e b) as variaveis escolhidas para a identificagéo
dos grupamentos tem grande relevancia na interpretagdo do resultado final

(Neto & Moita, 1998).

2.5 - Métodos de Reconstrugao Filogenética

A metodologia filogenética consiste basicamente na separacdo de
organismos em grupos que compartilham propriedades especificas. A
classificagcado assim obtida pode ser representada em uma estrutura de arvore

conhecida como arvore filogenética ou filogenia (Avise, 1989).
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Uma filogenia sempre representa uma hipotese de relagdes entre
grupos, inferida com base nos dados estudados, que podem ser caracteres
morfologicos moleculares. Essa hipotese esta sujeita a confirmagao ou refutada
no futuro, isso dependera das analises realizadas, como também, da escolha
dos métodos utilizados para a analise. O termo unidade taxonbmica
operacional (“Operational Taxonomic Unit” - UTO) é utilizado para denominar
as unidades objeto da analise (Sneath & Sokal, 1962).

Quando se discute a relagao de parentesco entre espécies ou amostras
dentro de uma mesma espécie, o conceito mais basico em termos de evolugao
€ que, para quaisquer duas espécies ou duas amostras de uma mesma
especie, € necessario formular uma hipotese de que existiu ao menos um
ancestral comum a ambos. Ja no caso de trés elementos, a hipotese feita é
que ha um ancestral comum a dois deles que ndao é comum ao terceiro
(Setubal & Meidanis, 1997).

Ampliando esse pensamento de forma a abranger todas as espécies ou
um grande grupo de amostras de uma mesma espécie, é possivel obter uma
espécie ancestral a todos, que sofreu divisdes subseqlentes até as espécies
atuais, o que se costuma chamar de arvore filogenética (Amorim, 1997).

Arvores filogenéticas representam as relacdes de ancestralidade comum
entre taxons (elementos) ou grupos. A construgdo de arvores filogenéticas
auxilia a biologia a explicar os possiveis relacionamentos entre as espécies
atuais e a deduzir suas historias evolutivas. Tais arvores possuem ramos que
representam as espécies e nés que correspondem a seus ancestrais (Brooks &

Wiley, 1985).
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A construgcdo de uma arvore filogenética baseada em caracteristicas de

determinados elementos, tem como entrada uma matriz de caracteristicas. A

Figura 5 mostra como dados dispostos em uma matriz sado transpostos em uma

arvore filogenética perfeita.

zene 1

genel

gene 3

ZEne 6

(=1

amaostra 1

(=1

(=1

(=1

amastra 2 1

(=1

amaostra 3

(=1

(=1

amostra 4 1

amaostra § 0

Figura 5 - Matriz de entrada de dados e respectiva arvore filogenética.

As arvores filogenéticas contém informagdes uteis na investigagao

cientifica em uma grande variedade de questdes biologicas, como na

biogeografia, zoologia, microbiologia e botéanica, pois, a fungdo da metodologia

filogenética nestes campos € a de ordenar o conhecimento sobre a diversidade

biologica das espécies (Amorim, 1997).

Para combinar as diferentes caracteristicas de cada amostra e

reconstruir as arvores filogenéticas sao utilizados varios métodos. Estes

métodos podem ser divididos em trés formas: a) métodos cladisticos, baseados

em meéetodos de parcimbnia; b)

métodos probabilisticos, baseados em

verossimilidade, e c) métodos fenéticos, que sado baseados em distancia.
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2.5.1 - Métodos Cladisticos

2.5.1.1 - Método de Maxima Parciménia

O meétodo mais utilizado se baseia no principio da maxima parciménia
que consiste na teoria de que a melhor hipétese para explicar um processo é
aquela que requer o menor numero de passos. Para a analise filogenética, isso
significa minimizar o numero de mudangas evolutivas que devem ser
assumidas em relagédo a todos os caractéres, em todos os grupos da arvore
(Pinteiro & Viana, 2005; Yang, 1996).

O método de maxima parcimdnia analisa todas as possiveis disposi¢coes
de uma arvore 6tima (que seja mais proxima do minimo numero de passos). A
analise se baseia em substituicdes de aminoacidos presentes no DNA ou perda
e ganho de sitios de restricdo. Este método, quando aplicado a dados de
sequenciamentos, pode considerar cada aminoacido como um ponto a ser
analisado (Eck & Dayhoff, 1966), ou pode considerar o cddigo genético como

um todo e analisar apenas as mutagdes ou substituicdes observadas.

2.5.2 - Métodos Probabilisticos

2.5.2.1 - Método de Maxima Verossimilhanga

Para a reconstrugcdo de filogenias baseadas em dados moleculares
também ¢é utilizado o método da maxima verossimilhanga. Este método
desenvolvido por Felsenstein (1981) é baseado na reconstrucéo filogenética
através da busca por uma arvore que maximize a probabilidade dos dados
observados (Sankararaman et al., 2008).

Assim, este método procura pela arvore com maior probabilidade ou

maior verossimilhanca. Os algoritmos computacionais empregados nesses
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métodos sao desenvolvidos para lidar com o fato de que mutagdes que
resultam na substituicio de nucleotideos sdo comuns, mas que suas
frequéncias podem ser estimadas independentemente por meio de outras
informagdes genéticas (Purves et al., 2002; Pinteiro & Viana, 2005).

O método de verossimilhanca avalia a probabilidade de que um modelo
evolucionario escolhido tenha gerado as sequéncias observadas. A filogenia é
deduzida ao se encontrar a arvore com maior verossimilhanga, sob a hipétese
de que cada sitio do DNA evolui independentemente. Conforme o modelo de
evolugdo de Markovian, descrito pelo matematico russo Andrey Andreyevich
Markov, por volta de 1900, € possivel calcular a verossimilhanca para cada
local separadamente e combinar as verossimilhangas num valor total. Para
calcular a verossimilhanga para um sitio n devem ser consideradas todas as
possibilidades (todos os cenarios possiveis) pelos quais os nucleotideos
presentes nas pontas da arvore possam ter evoluido. Entdo, a verossimilhanca
para um local particular € a soma das probabilidades de todas as
reconstrugdes possiveis de estados ancestrais (Hasegawa, Kishino & Saitou,

1991; Kolaczkowski & Thornto, 2004).

2.5.3 - Métodos Fenéticos

2531 - UPGMA - Método de Grupamento de Pares Nao
Ponderados Baseados na Média Aritmética (“Unweighted Pair
Group Method with Arithmetic Mean” - UPGMA).

Desenvolvido por Sneath & Sokal (1973), o UPGMA é o método mais
simples de construgédo de arvores filogenéticas a partir de dados de distancia.

Este método foi desenvolvido originalmente para construgdo de fenogramas
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taxondémicos, ou seja, arvores que refletem as similaridades fenotipicas entre
as unidades taxonomicas operacionais - UTOs (Sokal & Sneath, 1963) ou
também denominados taxons, mas que pode também ser usado para construir
arvores filogenéticas, se as taxas de evolugdo forem aproximadamente
constantes entre as diferentes cepas estudadas. O UPGMA emprega um
algoritmo sequencial de agrupamento, no qual as relagdes sao identificadas em
ordem de similaridade e a arvore é construida passo a passo.

A metodologia é realizada da seguinte forma: primeiro s&o identificados
entre todas as UTOs estudadas as duas mais similares e que a partir disso
serdo tratadas como uma unica unidade taxondémica ou UTO composta.
Subsequentemente € identificada outra UTO no grupo estudado, que tenha
maior similaridade com esta unidade taxonémica formada (UTO composta), e

assim por diante, até serem analisadas todas as UTOs do grupo estudado.

2.5.3.2 - Método de Ligacao Vizinha (Neighbor-Joining Method

- NJ)

Este método foi desenvolvido por Saitou & Nei (1987), e se baseia no
principio de evolugdo minima descrita por Cavalli-Sforza & Edwards (1967),
porém apresenta maior rapidez que seu precursor. O principio deste método &
aproximar um par de UTOs que estdo proximas uma da outra, mas, distantes
das restantes. Assim, identifica os vizinhos mais proximos e consequentemente
o tamanho total da arvore € minimizado.

O método se inicia com uma arvore em forma de estrela, onde baseado
nos valores de uma matriz de distancia, as duas UTOs mais semelhantes séo

ligadas entre si e separadas das demais. Consecutivamente, novamente a
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partir da matriz de distancia, as UTOs que apresentarem as sequéncias mais
préximas sdo ligadas e apartadas das demais. Esta matriz de disténcia é
calculada para cada par de UTOs e este procedimento é repetido até que
restem apenas dois nds. Para confirmar a veracidade de arvores criadas por
métodos que utilizam matrizes de distancia, € realizada uma analise estatistica
denominada “bootstrap”, que se baseia no rearranjo aleatdrio do conjunto de
dados para criar novas replicas, indicando os ramos que estdo melhor

apoiados pelos dados (Davison & Hinkley, 1997)

2.5.3.3 - Modelo de Jukes-Cantor

A realizacdo de analises utilizando sequéncias atuais, ndo fornece a
possibilidade de determinar todas as substituicbes que realmente ocorreram
durante a evolugdo das sequéncias. Isso se deve pelo fato de que em uma
unica posicao pode ter ocorrido mais de um evento, e dessa forma, mudancgas
adicionais sdo mascaradas por ocorrerem em sitios que ja foram mutados
anteriormente (Jukes & Cantor, 1969).

Para evitar este problema, diversas técnicas de compensacgao foram
desenvolvidas; tratam-se de modelos de evolugdo que buscam corrigir as
diferengas observadas através de processos que estimam o total de mudanca
evolutiva real que pode ter acontecido para gerar aquele padrao de divergéncia
genética O mais simples desses modelos é o Jukes-Cantor, que estabelece
possibilidades iguais para de substituicdo de bases (Jukes & Cantor, 1969). Um
outro modelo, denominado Kimura 2-parametros, que considera que transi¢des
sdo mais comuns que transversdes, atribuindo “pesos” diferentes para a

ocorréncia dos dois tipos de mutac&o (Kimura, 1983).

40




OBJETIVOS

3 - OBJETIVOS

1.

Implantar a técnica MLST para tipagem molecular de P. aeruginosa de
acordo com a técnica descrita por Curran e colaboradores (2004), no setor
de tipagem molecular do Laboratério Especial de Microbiologia Clinica da

Universidade Federal de Sao Paulo;

Simplificar o protocolo de MLST para P. aeruginosa descrito por Curran e

colaboradores (2004) e padroniza-lo em nosso laboratoério;

Avaliar comparativamente o poder discriminatorio e a reprodutibilidade da
técnica MLST aquelas das técnicas de PFGE e ribotipagem automatizada
para tipagem molecular de P. aeruginosa, além de avaliar a capacidade do
MLST de discriminar amostras que sao classificadas sob ribogrupos

distintos, mas com padrbes de PFGE idénticos;

Caracterizar a evolugao filogenética do clone de P. aeruginosa produtor da

metalo-B-lactamase SPM-1.
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4 - MATERIAL E METODOS

4.1 - Amostras Estudadas

A Tabela 1 mostra a relacdo das 55 amostras selecionadas para o estudo.
Onde além das 50 amostras de P. aeruginosa produtoras de SPM-1, foram
incluidas para comparacao trés amostras de P. aeruginosa produtoras de IMP-1
(P2607, P3486 e P3489) e duas amostras de P. aeruginosa ndo produtoras de
MpBLs (P2669 E P3135) com a finalidade de demonstrar a capacidade das
técnicas de discriminarem amostras n&o relacionadas ao clone de P. aeruginosa

produtor de SPM-1.

Tabela 1 - Relagdo das amostras de P. aeruginosa selecionadas para o estudo.

N° Amostra  Local do Isolamento Isglaat r?lgr?to Sitio de Isolamento Caracteristica da Amostra
P 2669 Belo Horizonte / MG 18.06.2002 Urina Amostra ndo produtora de ML
P 3135 Sao Luis / MA 06.11.2002 cvC Amostra ndo produtora de ML
P 2607 Fortaleza / CE 04.06.2002 TGl Produtora de IMP-1
P 3486 Jodo Pessoa / PB 13.03.03 S. traqueal Produtora de IMP-1
P 3489 Joao Pessoa / PB 13.03.2003 S. de pele Produtora de IMP-1
P 1088 Sao Paulo/ SP 25.02.2001 Sangue Produtora de SPM-1
P 700 Sao Paulo/ SP 2000 Sangue Produtora de SPM-1
P 867 Sao Paulo/ SP 2000 Sangue Produtora de SPM-1
P 1104 Sao Paulo/ SP 21.02.2001 Sangue Produtora de SPM-1
P 1621 Sao Paulo/ SP 08.09.2001 Sangue Produtora de SPM-1
P 1971 Sao Paulo/ SP 2001 Sangue Produtora de SPM-1
P 1280 Sao Paulo/ SP 01.05.2001 Sangue Produtora de SPM-1
P 2839 Sao Paulo/ SP 29.08.2002 Sangue Produtora de SPM-1
P 2951 Sao Paulo/ SP 26.09.2002 S. de pele Produtora de SPM-1
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N° Amostra  Local do Isolamento Isglaat r?lgr?to Sitio de Isolamento Caracteristica da Amostra
P 3747 Sao Paulo/ SP 15.06.2003  Outras secrecdes Produtora de SPM-1
P 3748 Sao Paulo/ SP 15.06.2003  Outras secrecdes Produtora de SPM-1
P 2536 Santo André / SP 18.03.2002 TGl Produtora de SPM-1
P 2430 Santo André / SP 30.03.2002 S. de pele Produtora de SPM-1
P 2533 Santo André / SP 22.04.2002 TGl Produtora de SPM-1
P 2535 Santo André / SP 22.04.2002 TGl Produtora de SPM-1
P 2606 Santo André / SP 04.06.2002 Urina Produtora de SPM-1
P 4620 Rio de Janeiro/RJ  10.03.2004 N.E. Produtora de SPM-1
P 3962 Belo Horizonte / MG 31.07.2002 CvC Produtora de SPM-1
P 3964 Belo Horizonte / MG 31.07.2003 Urina Produtora de SPM-1
P 3299 Belo Horizonte / MG~ 13.12.2002 S. de pele Produtora de SPM-1
P 3300 Belo Horizonte / MG 13.12.2002 TRI Produtora de SPM-1
P 3301 Belo Horizonte / MG 13.12.2002 S. de pele Produtora de SPM-1
P 3302 Belo Horizonte / MG 13.12.2002 CvC Produtora de SPM-1
P 3303 Belo Horizonte / MG 13.12.2002 CvC Produtora de SPM-1
P 3304 Belo Horizonte / MG 13.12.2002 S. traqueal Produtora de SPM-1
P 3305 Belo Horizonte / MG~ 13.12.2002 S. de pele Produtora de SPM-1
P 3306 Belo Horizonte / MG 13.12.2002 S. traqueal Produtora de SPM-1
P 3307 Belo Horizonte / MG~ 13.12.2002 CvC Produtora de SPM-1
P 3310 Belo Horizonte / MG 13.12.2002 S. traqueal Produtora de SPM-1
P 3311 Belo Horizonte / MG 13.12.2002 CvC Produtora de SPM-1
P 2525 Londrina/ PR 15.04.2002  Outras secrecdes Produtora de SPM-1
P 2526 Londrina / PR 16.04.2002 CvC Produtora de SPM-1
P 2527 Londrina / PR 15.04.2002 Urina Produtora de SPM-1
P 2528 Londrina / PR 15.04.2002 Urina Produtora de SPM-1
P 2674 Londrina/ PR 18.06.2002 S. de pele Produtora de SPM-1
P 2746 Londrina / PR 24.07.2002 CVvC Produtora de SPM-1
P 2818 Curitiba / PR 21.08.2002 TRI Produtora de SPM-1
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N° Amostra  Local do Isolamento Isglaat :lgr?to Sitio de Isolamento Caracteristica da Amostra
P 2819 Curitiba / PR 21.08.2002 Urina Produtora de SPM-1
P 2477 Salvador / BA 02.04.2002 S. traqueal Produtora de SPM-1
P 2478 Salvador / BA 04.2002 S. de pele Produtora de SPM-1
P 2479 Salvador / BA 14.04.2002 Urina Produtora de SPM-1
P 2640 Salvador / BA 07.06.2002 CvC Produtora de SPM-1
P 3141 S&o Luis/ MA 06.11.2002 CvC Produtora de SPM-1
P 3142 Sé&o Luis / MA 06.11.2002 Urina Produtora de SPM-1
P 2608 Fortaleza / CE 04.06.2002 Urina Produtora de SPM-1
P 2610 Fortaleza / CE 04.06.2002 CvC Produtora de SPM-1
P 2613 Fortaleza / CE 04.06.2002 CvC Produtora de SPM-1
P 3488 Jodo Pessoa / PB 13.03.2003  S. ferida cirdrgica Produtora de SPM-1
P 3490 Jodo Pessoa / PB 13.03.2003 S. de pele Produtora de SPM-1
P 2807 Brasilia / DF 16.08.2002 S. traqueal Produtora de SPM-1

CVC: Cateter venoso central; TRI: Trato respiratério inferior; TGl: Trato gastro intestinal; NE: nao
especificado;

Todas as amostras de P. aeruginosa utilizadas neste estudo estavam
armazenadas no Banco de Microrganismos do Laboratério Especial de
Microbiologia Clinica (LEMC), da Disciplina de Infectologia, do Departamento
de Medicina, da Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP), onde foi
realizado o estudo. As amostras bacterianas permaneceram estocadas em
solugao glicerol estéril (Caldo Triptona Soja e glicerina bi-destilada 15%) e em
agua destilada autoclavada armazenadas em freezer -20°C, e também e em
temperatura ambiente, respectivamente. Para realizar a reativagdo destes
microrganismos, as amostras foram semeadas em agar sangue e agar
nutriente e cultivados em estufa bacteriolégica a 37°C por um periodo de 16 a

18 horas.
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4.2 - Tipagem por Sequénciamento de Miuiltiplos loci - MLST

A técnica de MLST desenvolvida por Curran e colaboradores (2004)
para tipagem molecular de P. aeruginosa consiste na amplificacdo e
sequenciamento de sete genes estruturais previamente caracterizados (Tabela
2). Para a tipagem de amostras de P. aeruginosa, um par de iniciadores é
utilizado para a amplificagdo de cada um dos genes estruturais e outro par é
utilizado para cada uma das reagdes de sequenciamento (Curran et al., 2004).
Portanto, o protocolo para a tipagem de P. aeruginosa pela técnica de MLST
diferencia-se dos demais, onde 0 mesmo par de iniciadores utilizados na

amplificagdo dos genes € utilizado para o sequenciamento dos mesmos

Tabela 2 - Descrigdo dos genes selecionados para tipagem de amostras de P.

aeruginosa pela técnica MLST (Curran et al., 2004).

Gene Proteina codificada Funcao
acsA Coenzima acetil-A sintetase Metabolismo central intermediario
aroE Siquimato desidrogenase Biossintese e metabolismo de aminoacidos

Biossintese e metabolismo de aminoacidos e

guaA GMP sintetase ootidoos
mutL Proteina de reparo de erros Replicacdo, recombinacdo, modificacéo e
no DNA reparo do DNA

Cadeia C,D de NADH

nuoD desidrogenase Metabolismo energético
SA Fosfoenolpiruvato sintetase Catabolismo do Carbono, metabolismo central
PP P intermediario, metabolismo energético
troE Componente | de Biossintese e metabolismo de aminoacidos,
P antranilato sintetase metabolismo energético
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O DNA alvo utilizado para PCR foi preparado a partir do crescimento
bacteriano obtido do subcultivo em agar sangue (Columbia Blood Agar, Oxoid,
Basingstoke, Hampshire, England) enriquecido com 5% de sangue de carneiro
desfibrinado. As colbénias foram transferidas da placa com o auxilio de uma alga
calibrada descartavel de 1 pL para um microtubo de 1,5 mL que continha 100
ML de agua destilada estéril. Esta suspenséo foi submetida a fervura por 5
minutos e posterior centrifugagdo por 1 min a 16.128 g. Apos a fervura, a
solugao foi centrifugada e o sobrenadante foi aspirado e transferido para um
novo microtubo estéril que continha 300 pL de agua MilliQ estéril.

Para amplificagdo dos sete genes foram utilizados os iniciadores
especificos listados na Tabela 3. Para cada reacao foi utilizado 0,5 yL de cada
um dos iniciadoras a uma concentracdo de 10 pmol, 12,5 yL de Go Tag®
Green Master Mix 2X (Tampao de reagdo pH 8,5, 400 uM dATP, 400 uM
dGTP, 400 uM dCTP, 400 uM dTTP, 3 mM MgCl, e Taq DNA Polymerase), 0,5
ML do DNA alvo, e agua MilliQ estéril para um volume final de 25 pL.

Para as reagbes de amplificagao foram utilizadas as seguintes condigbes

de ciclagem:

- Lise celular a 95° por 10 minutos,

- Desnaturagao a 95°C por 1 minuto,

- Anelamento dos iniciadores a 55°C por 1 minuto,
- Extensao a 72°C por 1 minuto,

- Numero de ciclos: 34 ciclos,

- Extensao final a 72°C por 10 minutos.
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O periodo de ciclagem total foi de aproximadamente 2 horas e 20

minutos. Os tubos foram mantidos a 4°C até serem retirados do aparelho. Apos

a amplificagdo no termociclador (Eppendorf Mastercycler, Eppendorf AG,

Hamburg, Germany), 2 pyL dos produtos obtidos foram analisados através da

eletroforese em gel de agarose a 0,8 %.

Tabela 3 - Iniciadores utilizados para a amplificacdo dos genes alvos.

Gene

acsA

aroE

guaA

mutL

nuoD

ppsA

trpE

Sequéncia de nucleotideos dos iniciadores

ACCTGGTGTACGCCTCGCTGAC 3’ (adiante)
GACATAGATGCCCTGCCCCTTGAT 3 (contrario)
TGGGGCTATGACTGGAAACC 3’ (adiante)
TAACCCGGTTTTGTGATTCCTACA 3’ (contrario)
CGGCCTCGACGTGTGGATGA 3’ (adiante)
GAACGCCTGGCTGGTCTTGTGGTA 3’ (contrario)
CCAGATCGCCGCCGGTGAGGTG 3’ (adiante)
CAGGGTGCCATAGAGGAAGTC 3’ (contrario)
ACCGCCACCCGTACTG 3’ (adiante)
TCTCGCCCATCTTGACCA 3’ (contrario)
GGTCGCTCGGTCAAGGTAGTGG 3’ (adiante)
GGGTTCTCTTCTTCCGGCTCGTAG 3’ (contrario)
GCGGCCCAGGGTCGTGAG 3’ (adiante)
CCCGGCGCTTGTTGATGGTT 3’ (contrario)

Tamanho dos
Amplicons

(pb)

842

825

940

940

1.042

989

811

O gel foi preparado por aquecimento e a agarose foi diluida em tamp&o

TBE 10X (Tris 0,089 M; acido borico 0,089 M; EDTA, 0,002 M) e agua destilada

estéril, a uma concentragao final de 0,8%. Para cada 50 mL desta solucéo foi

adicionado 2 yL de brometo de Etideo, antes da distribuicdo da agarose no

molde de acrilico. Os fragmentos de DNA resultantes das reagbes de
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amplificagdo foram aplicados nas canaletas do gel. Como marcador de peso
molecular foi utilizado Ready-loadTM 100 pb DNA Ladder (Invitrogen
Corporation, Carlsbad, California, USA) 0,1 pg/uL. Apos a corrida eletroforética
realizada por 30 minutos sob corrente de 100 V em cubas para eletroforese
horizontal (Bio-Rad, USA) e com tampao TBE 0,5X, os géis foram observados
no transiluminador de luz ultravioleta e fotografados. O produto da reagao foi
armazenado a 4°C para posterior quantificacdo e purificagdo do DNA.

Para a purificagcdo dos produtos amplificados foi utilizado o kit QIAquick
PCR Purification de acordo com as instrugbes do fabricante (Qiagen Inc.,
Valencia, CA, USA). Este procedimento foi realizado com os 23 L restantes de
material amplificado presente no tubo de PCR, pois somente 2 pL foi utilizado
na eletroforese. Esta etapa consistiu na adicdo de tampao PBI (cloreto de
guanidinium 25-50%, isopropanol 25-50% fornecido pelo fabricante) em 5
vezes 0 volume da amostra amplificada presente no tubo (23 uL), seguida pela
homogeneizagao delicada e transferéncia para a coluna de purificagdo. Foi
realizada centrifugagao dos tubos por 1 min a 20°C a 1.008 g. O sobrenadante
foi descartado e adicionado 750 pyL de tamp&o de lavagem PE com etanol (10
mM TrisHCI pH 8.3, 50 mM KCI, 1.5 mM MgCl,;) também fornecido pelo
fabricante, seguido de uma nova etapa de centrifugagdo por 1 min a 20°C a
1.008 g. Apo6s a centrifugagdo, a solugao foi desprezada, a coluna na qual o
DNA estava impregnado foi centrifugada novamente por 1 min a 20°C a 1.008
g para eliminagdo do etanol residual.

A coluna foi transferida para um microtubo limpo e adicionado 50 pL de
tampéo de eluigdo EB (10 mM TrisHCI, pH 8.5), seguida de uma nova etapa de

centrifugagéo por 1 min a 20°C a 1.008 g. Apds a centrifugacado, a coluna foi
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desprezada e o DNA eluido no tampao EB foi congelado até o momento da
quantificacéo.

A quantificacdo do DNA gendmico amplificado foi determinada por
densidade 6ptica em espectrofotdmetro (NanoDrop® ND-1000 UV-Vis, verséo
3.2.1; Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE, USA). Um volume de 2 pL do
DNA total purificado foi submetido ao aparelho NanoDrop que fez a leitura da
absorbancia e forneceu a concentragdo do DNA em ng/mL.

Para a reacdo do sequenciamento foi utilizada a quantidade de 70 ng/mL
de DNA de cada amostra.

Os produtos amplificados de cada um dos sete genes foram submetidos
a reacao preparatéria para o sequénciamento com o kit DYEnamic ET
Terminator Cycle Sequencing de acordo com as instrugdes do fabricante
(Amersham Pharmacia Biotech, Buckinghamshire, UK). Para cada amostra,
duas reacdes foram preparadas, uma para o iniciador adiante e outra para o
iniciador contrario, cada uma contendo 4 uL de tampao de reacgao, 3,2 pmol do
iniciador, a quantidade necessaria de DNA e agua MilliQ estéril para um
volume final de 20 pL. Apds o término da reacao de PCR preparatoria com os
iniciadores mostrados na Tabela 4 para a reagdao de sequenciamento, o
produto foi novamente purificado, por preciptacdo para a eliminacdo dos d-
dNTPs marcados nao incorporados a reacao. A precipitagao foi realizada com
isopropanol em microtubos.

Apos a desnaturacdo das amostras a 95°C por 3 min, foram realizadas
as etapas de precipitagdo e lavagem. A seguir, o produto foi ressuspenso em
polimero TSR e colocado no aparelho ABI PRISM 3100, Genetic Analyzer

(Applied Biosystems, Perkin Elmer, CA, USA). As sequéncias de DNA obtidas
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foram analisadas com a utilizagdo do programa Lasergene Software Package
(DNASTAR, Madison, WI, USA) e BioEdit (lIbis Biosciences, Carlsbad, CA,
USA) e, entdo, submetidas a comparagdo com as bases de dados genéticos
disponiveis na internet, nos sites do MLST (http://pubmlst.org/paeruginosa) e

do Blast (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/blast/).

Tabela 4 - Descrigdo dos iniciadores utilizados para a reagdo de
sequenciamento (Curran et al., 2004).

Tamanho dos

Nome do
G Sequéncia de nucleotideos dos primers Amplicons
ene
(pb)
5 GCCACACCTACATCGTCTAT 3’ (adiante)
acsA 390
5 AGGTTGCCGAGGTTGTCCAC 3’ (contrario)
5 ATGTCACCGTGCCGTTCAAG 3’ (adiante)
aroE 495
5 TGAAGGCAGTCGGTTCCTTG 3’ (contrario)
5 AGGTCGGTTCCTCCAAGGTC 3’ (adiante)
guaA , 372
5 GACGTTGTGGTGCGACTTGA 3’ (contrario)
5 AGAAGACCGAGTTCGACCAT 3’ (adiante)
mutL 441
5 GGTGCCATAGAGGAAGTCAT 3’ (contrario)
5 ACGGCGAGAACGAGGACTAC 3’ (adiante)
nuoD 366
5 TGGCGGTCGGTGAAGGTGAA 3’ (contrario)
5 GGTGACGACGGCAAGCTGTA 3’ (adiante)
PPSA . 369
5 GTATCGCCTTCGGCACAGGA 3’ (contrario)
- 5 TTCAACTTCGGCGACTTCCA 3’ (adiante) o
I/
P 5 GGTGTCCATGTTGCCGTTCC 3’ (contrario)
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4.3 - Simplificagao do protocolo de MLST descrito por Curran

e colaboradores (2004)

Para simplificacdo do protocolo foi realizada a amplificagdo dos sete
genes estruturais com o0s mesmos iniciadores utilizados para o
sequenciamento, que estao descritos na Tabela 4. A utilizacdo de iniciadores
iguais para a amplificacdo e para o sequenciamento na técnica MLST é
aplicada a muitos outros microrganismos, como Streptococcus pneumoniae e
S. aureus (Enright & Spratt, 1998; Enright et al., 2000).

A técnica modificada foi realizada para dez amostras (P1088, P2607,
P2669, P3135, P3306, P3486, P3489, P2535, P2478 E P700), em duas
ocasides diferentes.

Para calcular a reprodutibilidade da metodologia de MLST modificada
em comparagao com a metodologia convencional, foi estabelecido que duas
amostras seriam repetidas em triplicata. Assim, os isolados de P. aeruginosa
(isolado 1 e 2) foram avaliados seis vezes em duas ocasides distintas para as

duas metodologias.

4.4 - Eletroforese em Campo Elétrico Pulsado (PFGE)

Todas as 55 amostras selecionadas para o estudo foram submetidas a
tipagem molecular pela técnica PFGE. Algumas amostras ja haviam sido
caracterizadas por esta técnica no estudo de Menezes (2005), mas com o
intuito de avaliar os resultados discrepantes entre as técnicas de ribotipagem
automatizada e PFGE, todas as amostras foram novamente submetidas a

tipagem molecular por PFGE neste estudo.
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As amostras de P. aeruginosa foram subcultivadas em agar sangue para
a obtencao de colbnias puras e isoladas. Foram transferidas aproximadamente
quatro colénias de cada amostra para um tubo contendo 4 mL de caldo triptico
de soja (TSB - Oxoid, Inglaterra), e incubadas por um periodo de 18 a 24
horas. Apds a incubacido os tubos contendo as amostras bacterianas foram
centrifugados a 1.512 g por 15 minutos. Em seguida, as células precipitadas
foram diluidas em 1 mL de solugdo salina e transferidas para um tubo de
microcentrifuga previamente pesado. Os tubos foram centrifugados novamente
a 25.200 g por aproximadamente 30 segundos e o sobrenadante foi
cuidadosamente aspirado e desprezado.

Com a finalidade de se determinar o peso do centrifugado (células), os
tubos foram novamente pesados. O centrifugado foi diluido em salina na
proporgao de 1:1, isto é, o volume da salina em uL foi equivalente ao peso do
centrifugado em pg. Um volume de 5 yL dessa solugéo foi transferida para
outro tubo, onde foi adicionado 300 L da solugdo tamp&o TEM (Tris 100 mM;
pH 7,5; EDTA 100 mM; NaCl 150 mM; agua destilada). Essa nova solugao foi
homogeneizada e misturada a 340 yL de agarose de baixo ponto de fusdo (low
melting point - FMC, Rockland, USA) para a formac&o de pequenos blocos de
geéis contendo o DNA cromossémico. Os blocos foram incubados por um
periodo minimo de cinco horas em solugéo EC (Tris 6 mM, pH 7,5; NaCl 1 M;
EDTA 0,01 M; Brij 58 0,5%; Sarcosil 0,5%; Deoxicolato 0,2% e agua destilada)
a 37°C e a seguir incubados a 50°C, em 2 mL de solugédo ES (EDTA 0,4 M, pH
9,3; Sarcosil 1,0%) contendo proteinase K (20 mg/mL, Sigma - P4914) na
seguiinte propor¢ao: 2 mg de proteinase K para 2 mL de ES, por um periodo de

12 horas. Apds este periodo de incubacao, os blocos foram lavados por quatro
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vezes com solugdo CHEF-TE (Tris 0,1 M, pH 7.,5; EDTA 0,1 M) e armazenados
nessa solugdo até serem submetidos a digestdo enzimatica e, posterior,
eletroforese.

O DNA bacteriano das amostras de P. aeruginosa estudadas foram
digeridos com a enzima de restrigdo Spel (New England Biolab, Inc., Beverly,
Mass, USA - 10U por amostra), por 12 a 18 horas a uma temperatura de 37°C,
A eletroforese foi realizada em gel de agarose a 1% no sistema CHEF-DR |lI
(Bio-Rad, Richmond, CA, EUA) e os padrdes de variagdo da corrente elétrica
(switch time) foram 5 segundos (inicial) e final de 90 segundos (final). A
eletroforese foi realizada por um periodo de 24 horas, em solucéo 0,5x TBE
(Tris 0,089 M; acido borico 0,089 M; EDTA, 0,002 M) a temperatura de 13°C e
utilizando uma corrente elétrica de 200 volts (6 V/cm). Os géis foram corados
com brometo de etidio (0,08 pL/mL) por uma hora, descorados em agua
destilada por mais uma hora e fotografados sob luz ultravioleta.

Os perfis migratérios obtidos apos a fotografia do gel foram analisados
visualmente seguindo os critérios de Tenover e colaboradores (1995). Este
critério determina que amostras s&o consideradas idénticas (derivadas de uma
mesma cepa ou pertencentes a um mesmo clone), quando apresentam todas
as bandas iguais; amostras que apresentam um ou dois eventos genéticos
diferentes, representados por diferencas em até seis bandas, sdo consideradas
semelhantes e pertencentes a um mesmo clone; e amostras que apresentam
sete ou mais bandas discordantes, representando trés ou mais eventos
genéticos diferentes, sdo consideradas amostras n&o relacionadas
epidemiologicamente. Para efeito de representagdo, séo utilizados letras e

numeros, onde uma letra maiuscula € usada para representar um clone; e para
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cada perfil relacionado a este clone, ou seja, um subtipo, € utilizada a mesma
letra maiuscula seguida de um numero arabico.

Além da analise visual, os perfis de PFGE das amostras foram
submetidos ao programa de analise de géis BioNumerics (Applied Maths,

Austin, USA).

4.5 - Ribotipagem Automatizada

Neste estudo ndo foi necessario realizar a técnica de ribotipagem
automatizada, pois as amostras estudadas ja haviam sido ribotipadas e os
perfis genéticos estavam armazenados no banco de dados presente no
equipamento Riboprinter® (Dupont, Qualicon, DE, USA).

Entretanto, novas pesquisas e comparagdes utilizando modulos de
comparagao por similaridade, presente no programa do banco de dados do
aparelho foram realizadas novamente. Todas as amostras de interesse foram
localizadas e seus dados como perfil migratério, ribogrupos, coeficiente de
identificagdo e similaridade com ribogrupos ja existentes foram acessados e

analisados.

4.6 - Criacao de Dendrogramas

Os perfis de bandas obtidos com as técnicas PFGE e Ribotipagem
Automatizada foram analisadas utilizando o programa BioNumerics (lbis
Biosciences, Carlsbad, CA). Em todas as imagens, a definicdo de bandas foi
realizada automaticamente pelo programa e depois conferida individualmente,
por comparacao visual. O coeficiente de similaridade utilizado foi o coeficiente

de Dice (Dice, 1945). O dendograma foi construido utilizando o algoritimo de
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analise filogenética UPGMA (Sneath & Sokal, 1973). No programa
BioNumerics, € necessario que todas as bandas sejam marcadas e 0s pesos
moleculares sejam definidos. Para a realizacdo do dendrograma, € necessario
escolher o tipo de analise, o coeficiente de otimizagédo do gel que sera aplicado
e um percentual de tolerancia para a comparagao das posi¢cdes das bandas.
Os valores de otimizagdo e tolerancia utilizados para o conjunto de isolados
foram de 1,0 e 2,0%, respectivamente. Um coeficiente de similaridade acima de
80% foi selecionado para definir cada cluster de isolados.

Os dendogramas serdo apresentados logo apds os respectivos

resultados obtidos com as trés técnicas avaliadas.

4.7 - Calculo do Poder Discriminatério e Reprodutibilidade

O poder discriminatorio (D) de uma técnica € uma estimativa da
habilidade desta técnica de distinguir duas cepas n&o relacionadas. Hunter
(1990) descreveu uma formula que tem sido utilizada para o calculo do poder
discriminatério das técnicas de tipagem bacteriana. Esta formula foi utilizada
neste estudo na avaliagdo das técnicas de PFGE, ribotipagem automatizada e
MLST.

Foérmula de Hunter:

Onde:

N = numero total de isolados testados,
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j =um isolado em questao

aj = numero de isolados dentro do total que foram identicos ao “j’

Quando o resultado do teste for D=1, significa que a técnica foi capaz de
distinguir todas as cepas. Se o resultado do teste for D=0, significa que todos

os isolados clinicos foram iguais. Para que uma técnica de tipagem seja

utilizada com confianga, um resultado D = 0,90 é desejavel (Hunter, 1990).

4.8 - Criagao de Arvores Filogenéticas

As sequéncias de nucleotideos obtidas com os perfis alélicos foram
alinhadas no programa BioEdit (Ibis Biosciences, Carlsbad, CA), e um arquivo
de alinhamento foi gerado. Este arquivo contendo o alinhamento de todas as
sequéncias foi importado para o programa PAUP - Phylogenetic Analysis Using
Parsimony (Sinauer Associates, Sunderland, MA, USA) que cria arvores de
inferéncia elevolucionaria ou arvores filogenéticas a partir da analise do
alinhamento obtido.

Para a criagdo de arvores, o programa PAUP realiza a construgao de
uma matriz de similaridade, que contém apenas numeros e que para serem
visualisados em formato de cladogramas ou arvores precisam ser traduzidos
por um outro programa denominado TreeView (Roderick D.M. Page, University

of Glasgow, Glasgow, UK).
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5 - RESULTADOS

5.1 - MLST

5.1.1 - Padronizagao da Metodologia Convencional

A Figura 6 ilustra a reagao de amplificacdo dos genes acsA, aroE, guaA,
mutL, nuoD, ppsA e trpE de acordo com o protocolo desenvolvido por Curran e
colaboradores (2004). Nesta Figura podemos observar que os respectivos
amplicons gerados pela PCR para os sete genes, possuem o peso molecular
esperado. Assim a padronizagao do protocolo convencional da técnica MLST

em nosso laboratoério foi realizada com sucesso.

600pb

Figura 6 - Amplificagdo dos sete genes utilizados na técnica MLST. PM:
padrao de peso molecular 100 pb. Linha 1, gene acsA; linha 2, gene aroE; linha
3, gene guaA; linha 4, gene mutL; linha 5, gene nuoD; linha 6, gene ppsA e

linha 7, gene trpE.
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5.1.2 - Padronizagao da Metodologia Modificada de MLST

A alteragdo no protocolo foi realizada visando a diminui¢do no tempo
para a realizacdo da técnica e nos custos com os iniciadores utilizados nesta
metodologia. Na Figura 7, podemos verificar que os fragmentos obtidos com as
reacoes de PCR, realizadas com os iniciadores propostos para a reagao de
sequenciamento, possuem o tamanho esperado e que ndo apresentam
produtos inespecificos. Este fato demostra que os iniciadores descritos para a
reacao de sequenciamento funcionam perfeitamente quando utilizados para a

reagao inicial de amplificagao.

600 pb

Figura 7 - Amplificacdo dos sete genes utilizados na técnica MLST realizada
utilizando os iniciadores descritos para o sequenciamento. PM: padrao de peso
molecular 100pb. Linha 1, gene acsA; linha 2, gene aroE; linha 3, gene guaA;

linha 4, gene mutL; linha 5, gene nuoD; linha 6, gene ppsA e linha 7, gene trpE.

A técnica modificada foi realizada para dez amostras (P1088, P2607,

P2669, P3135, P3306, P3486, P3489, P2535, P2478 E P700), em duas
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ocasides diferentes, onde os perfis obtidos foram 100% idénticos aos obtidos
com a metodologia descrita por Curran e colaboradores (2004).

Para calcular a reprodutibilidade da metodologia de MLST convencional
e da metodologia modificada, duas amostras foram testadas em triplicata em
todos os dois métodos. Assim sendo, os isolados de P. aeruginosa (isolado 1 e
2) foram avaliados seis vezes em duas ocasides distintas, por cada técnica

avaliada, e apresentaram resultadaos 100% concordantes.

5.1.3 - Perfis Alélicos e STs Obtidos com a Técnica MLST
Apds o sequenciamento de cada gene, as sequéncias obtidas foram
depositadas no site do MLST para P. aeruginosa

(http://pubmist.org/paeruginosa), onde receberam um numero para identificao

no banco de dados mundialmente utilizado, conforme demonstrado na Tabela

5.
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Entre as 50 amostras de P. aeruginosa produtoras de SPM-1 estudadas,
49 amostras (98%) foram classificadas como pertencentes a uma unica ST
(ST277). Uma unica amostra de P. aeruginosa produtora de SPM-1 nao foi
incluida nesta ST, recebendo a designagao ST235. Esta amostra foi obtida de
um paciente com infecgdo de corrente sanguinea hospitalizado em um centro
medico em Belo Horizonte, MG, em dezembro de 2002.

As trés amostras estudadas de P. aeruginosa produtoras de IMP-1
apresentaram perfis alélicos idénticos (38, 89, 3, 13, 1, 2 e 4) e que ainda n&o
haviam sido identificados no banco de dados do MLST. Para estas amostras foi
criada uma nova ST, descrita ST235.

As amostras ndo produtoras de metalo enzima incluidas neste estudo
(P2669 e P3135) apresentaram perfis alélicos distintos apenas por um unico
I6cus variante (single locus variante) e inexistente no banco de dados, desta
forma, duas novas STs foram criadas para estas amostras, ST594 e ST595,

respectivamente.

5.2 - Ribotipagem automatizada — Consulta ao banco de dados
do RiboPrinter®

Das 50 amostras de P. aeruginosa produtoras de SPM-1 analisadas, 29
(58%) apresentaram o ribogrupo 72-3 (Figura 8), que representa o clone

endémico de P. aeruginosa produtor de MBL SPM-1.
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RiboPrint® Pattern
Sample Dupont I RiboGroup o 5 18 _ a5
P1l028 Pseudomonzss seruginoss 222-T2-5-3 (B | ] |
PZelE Pseudomonss seruginoss ZZZ-T72-5-3 (| ¥
PZ2207 Pseudomonzs seruginosa 222-T2-5-3 [ | 1
P235]l Pseudomonss seruginosz 222-72-5-3 I | 1 ]
P314Z Dseudomonas zeruginosa 222-T72-5-3 | | I
P3l14]1 Pseudomonss seruginoss 2ZZZ-72-5-3 1 1 [}
P4£20 Pseudomonas seruginoss 222-72-5-3 PN L
P274¢ Pseudomonas seruginoss 222-72-5-3 B | mi
P3748 Pseudomonas seruginosa 222-72-5-3 - I
4 seudomonss seruginoss ZZZ-T2-5-3 i im
10 Dseudomonzs zeruginoss ZZZ-T72-5-3 Pl [ |
0 seudomonzs seruginoss 222-72-5-3 (I 1
seudomonzs seruginos: 222-72-5-3 I | i
seudomonas aeruginosa 222-72-3-3 (B |
seudomonas aeruginosas 222-72-5-3 | ]
seudomonzs seruginoss 222-72-5-2 i 0 I
seudomonss seruginoss ZZZ-T72-5-3 18 (B
seudomonas aeruginoss 22Z-TZ2-35-3 B ]
seudomonas aeruginoss 22Z-TZ2-35-3 1 8 1
seudomonss seruginoss ZZZ-TE2-5-3 P a |
seudomonzs seruginoss 222-72-5-2 I !
seudomonss seruginoss ZZZ-TE2-5-3 B | N
seudomonas aeruginosa 222-72-3-3 1 1 1 0B
0f Pseudomonss seruginosz Z22-T72-5-3 | 1
02 Pseudomon=s seruginosz Z22-T72-5-3 i1 B I
01 Pseudomonas aeruginosa 222-T2-5-3 1 B I 1
D700 Pseudomonss seruginosz 222-T72-5-3 in |
P1Z20 Pseudomonss seruginoss 222-TZ-5-3 mna
DPZ235% Pseudomonss seruginoss 2Z2EZ-T2Z-5-3 mna

Figura 8 - Relatorio do RiboPrinter® para amostras que apresentam ribogrupo

igual ao 72-3.
As demais 21 amostras (42%) de P. aeruginosa produtoras de MBL

SPM-1 analisadas nao foram agrupadas no ribogrupo 72-3, representante do

clone endémico, e foram distribuidas em 13 ribogrupos distintos. (Figura 9).
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RiboPrint® Pattern
Dupont ID RiboGroup S - i, |5

seudomonas aerugincsa
seudomonas asrugincsa
'seundomonas aerugincsa 222-71-5-5
'seudomonas asruginosa 222-72-5-1
seudomonas aeruginosa 222-72-5-1
seudomcnas aeruginosa 222-72-8-1
‘seudomeonas asrugincsa
seudomonas asrugincsa
‘seudomonas asrugincsa
'seudomonas asruginosa
eudomonas aeruginosa
eudomonas aerugincsa

ae

ae

‘seudomonas rugincsa
*geudomonasd rugincsa
eudomonas aeruginosa
seudomonas aerugincsa
seudomonas asrugincsa
seundomonas asruginoesa
‘seudomeonas asrugincsa
seudomeonas aerugincsa
‘seudomeonas aserugincsa
seudomonas aerugincsa
seudomonas aerugincsa
seudomeonas aerugincsa
seudomonas aerugincsa

LB B
o

3
3
3
3
3
3

-

L T L L L e Lo Lo v o o o Lo L L v v o v L L O I IO IO

seudomeonas aerugincsa

- -
- ..

Figura 9 - Relatorio do RiboPrinter® para os outros ribogrupos das amostras

estudadas.

Ao analisarmos os perfis obtidos com a ribotipagem automatizada,
podemos verificar que foram gerados padrdes bem distintos do padrdo do
clone endémico representado pelo ribogrupo 72-3. Os ribogrupos, os locais e

datas de isolamento estdo listados na Tabela 6.
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Tabela 6 - Relagdo de amostras e seus respectivos ribogrupos.

NO
Amostra

P 2669

P 3135

P 2607

P 3486

P 3489

P 1088

P 700

P 867

P 1104

P 1621

P 1971

P 1280

P 2839

P 2951

P 3747

P 3748

P 2536

P 2430

P 2533

P 2535

P 2606

P 4620

P 3962

P 3964

P 3299

P 3300

P 3301

Local do
Isolamento

Belo Horizonte / MG
Sé&o Luis / MA
Fortaleza / CE

Jodo Pessoa / PB
Jodo Pessoa / PB
Séo Paulo / SP
Séo Paulo / SP
Séo Paulo / SP
Séo Paulo / SP
Séo Paulo / SP
Séo Paulo / SP
Séo Paulo / SP
Séo Paulo / SP
Séo Paulo / SP
Séo Paulo / SP
Séo Paulo / SP
Santo André / SP
Santo André / SP
Santo André / SP
Santo André / SP
Santo André / SP
Rio de Janeiro / RJ

Belo Horizonte / MG

Belo Horizonte / MG

Belo Horizonte / MG

Belo Horizonte / MG

Belo Horizonte / MG

Data de
Isolamento

18.06.2002

06.11.2002

04.06.2002

13.03.2003

13.03.2003

25.02.2001

2000

2000

21.02.2001

08.09.2001

2001

01.05.2001

29.08.2002

26.09.2002

15.06.2003

15.06.2003

18.03.2002

30.03.2002

22.04.2002

22.04.2002

04.06.2002

10.03.2004

31.07.2002

31.07.2003

13.12.2002

13.12.2002

13.12.2002

Caracteristica da Amostra

Amostra ndo produtora de ML

Amostra ndo produtora de ML

Produtora de IMP-1
Produtora de IMP-1
Produtora de IMP-1
Produtora de SPM-1
Produtora de SPM-1
Produtora de SPM-1
Produtora de SPM-1
Produtora de SPM-1
Produtora de SPM-1
Produtora de SPM-1
Produtora de SPM-1
Produtora de SPM-1
Produtora de SPM-1
Produtora de SPM-1
Produtora de SPM-1
Produtora de SPM-1
Produtora de SPM-1
Produtora de SPM-1
Produtora de SPM-1
Produtora de SPM-1
Produtora de SPM-1
Produtora de SPM-1
Produtora de SPM-1
Produtora de SPM-1

Produtora de SPM-1

Ribogrupo

69-5
69-5
721
721
721
72-3
72-3
103-4
72-3
89-5
97-7
72-3
72-3
72-3
72-3
72-3
784
72-3
784
77-2
72-3
72-3
72-3
72-3
72-3
105-7

72-3
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NO
Amostra

P 3302

P 3303

P 3304

P 3305

P 3306

P 3307

P 3310

P 3311

P 2525

P 2526

P 2527

P 2528

P 2674

P 2746

P 2818

P 2819

P 2477

P 2478

P 2479

P 2640

P 3141

P 3142

P 2608

P 2610

P 2613

P 3488

P 3490

P 2807

Local do
Isolamento

Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Londrina / PR
Londrina / PR
Londrina / PR
Londrina / PR
Londrina / PR
Londrina / PR
Curitiba / PR
Curitiba / PR
Salvador / BA
Salvador / BA
Salvador / BA
Salvador / BA
S&o Luis/ MA
S&o Luis/ MA
Fortaleza / CE
Fortaleza / CE
Fortaleza / CE
Jodo Pessoa / PB
Jodo Pessoa / PB

Brasilia / DF

Data de
Isolamento

13.12.2002

13.12.2002

13.12.2002

13.12.2002

13.12.2002

13.12.2002

13.12.2002

13.12.2002

15.04.2002

16.04.2002

15.04.2002

15.04.2002

18.06.2002

24.07.2002

21.08.2002

21.08.2002

02.04.2002

04.2002

14.04.2002

07.06.2002

06.11.2002

06.11.2002

04.06.2002

04.06.2002

04.06.2002

13.03.2003

13.03.2003

16.08.2002

Caracteristica da Amostra

Produtora de SPM-1
Produtora de SPM-1
Produtora de SPM-1
Produtora de SPM-1
Produtora de SPM-1
Produtora de SPM-1
Produtora de SPM-1
Produtora de SPM-1
Produtora de SPM-1
Produtora de SPM-1
Produtora de SPM-1
Produtora de SPM-1
Produtora de SPM-1
Produtora de SPM-1
Produtora de SPM-1
Produtora de SPM-1
Produtora de SPM-1
Produtora de SPM-1
Produtora de SPM-1
Produtora de SPM-1
Produtora de SPM-1
Produtora de SPM-1
Produtora de SPM-1
Produtora de SPM-1
Produtora de SPM-1
Produtora de SPM-1
Produtora de SPM-1

Produtora de SPM-1

Ribogrupo

72-3
72-3
97-7
105-7
72-3
105-7
72-3
105-7
771
784
77-2
784
72-3
72-3
72-3
72-3
78-4
71-5
78-4
79-8
72-3
72-3
72-3
784
88-2
72-3
72-3

72-3
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As amostras de P. aeruginosa nao produtoras MBL, apesar de serem de
locais de isolamento distantes, uma do Centro-Oeste e outra do Nordeste,
apresentaram perfis de ribotipagem muito similares e foram agrupadas no
mesmo ribogrupo (69-5).

Das trés amostras P. aeruginosa produtoras de IMP-1, duas foram
isoladas em Jodo Pessoa, em 2003, e uma em Fortaleza em 2002, estas
amostras possuiram perfil de ribpotipagem idénticos, e foram incluidas no
ribogrupo 72-1.

Dentre as 21 amostras de P. aeruginosa produtoras SPM-1, as quais
nao foram incluidas no ribogrupo representante do clone endémico 72-3, sete
amostras (33,3%) apresentaram perfil de ribotipagem muito similares e foram
agrupadas sob o mesmo ribogrupo 78-4. Destas sete amostras, duas (P2536 e
P2533) foram isoladas em na cidade de Santo André/SP, outras duas amostras
(P2526 e P2527) foram isoladas em Londrina/PR, duas amostras foram
provenientes de Salvador/BA e uma amostra foi isolada em Fortaleza/CE,
todas no ano de 2002.

Outras quatro amostras (19%) apresentaram padrdes de ribotipagem
similares e foram agrupadas sob o mesmo ribogrupo 105-7. Estas quatro
amostras foram isoladas, em 2002, em Belo Horizonte/MG.

Duas amostras, uma de Santo André/SP e outra de Londrina/PR
apresentaram perfis de ribotipagem idénticos e foram agrupadas no ribogrupo
77-2.

Outras duas amostras, uma isolada em S&o Paulo/SP em 2001 e outra

isolada em Belo Horizonte/MG em 2002, tiveram perfis idénticos e por isso
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foram agrupadas sob o mesmo ribogrupo 97-7. As demais amostras (n=6) nao
apresentaram similaridade no perfil de ribotipagem, e assim, receberam
ribogrupos distintos.

ApoOs a obtencdo de todos os perfis de ribotipagem foi realizada a
analise de similaridade utilizando o programa BioNumerics® que forneceu o
dendograma a seguir (Figura 10). Neste dendrograma, no canto esquerdo
superior, ha uma escala que mostra o grau de similaridade; esta escala deve
sempre ser lida da esquerda, que representa o menor grau de similaridade,
para a direita, maior grau de similaridade. Analisando-se o dendrograma desta
forma, é possivel observar cinco clusters principais formados com os perfis de
ribotipagem das amostras estudadas.

Além disso, é possivel constatar a presenca de um cluster predominante
que apresentou similaridade > 94%, onde foram agrupadas todas as amostras
pertecentes ao clone endémico de P. aeruginosa produtor de SPM-1 72-3.
Outro cluster menor, representado pelo ribogrupo 78-4 apresentou similaridade
maior que 90% com o cluster do clone endémico 72-3. O ribogrupo 105-7 foi
agrupado com similaridade superior a 94%. Os demais ribogrupos foram

agrupados em diferentes clusters, os quais foram menos frequentes.
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P2608
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P2951
P3142
P3141
P2746
P3747
P3962
P3310
P2819
P2818
P3299
P1104
P3964
P700

P2606
P2430
P3490
P4620
P2674
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P3748
P3306
P3302
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" p2477
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P3304
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" p3489
" p2478

222-69-S-5
222-69-S-5
222-103-4
222-77-S-2
222-77-S-2
222-89-S-5
222-88-S-2
222-79-S-8
222-72-S-3
222-72-S-3
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222-72-S-3
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222-72-S-3
222-72-S-3
222-72-S-3
222-72-S-3
222-72-S-3
222-72-S-3
222-72-S-3
222-72-S-3
222-72-S-3
222-72-S-3
222-72-S-3
222-72-S-3
222-72-S-3
222-72-S-3
222-72-S-3
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} MBL neg.

Figura 10 - Dendrograma das amostras estudadas, analisando o perfil de

ribotipagem gerado por Pvull.
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5.3 - PFGE

Apenas 54 amostras foram submetidas a tipagem por PFGE, pois a
amostra P867 néao foi viavel para a realizagcao desta técnica. Apds as amostras
serem submetidas a tipagem molecular por PFGE, os perfis de restricdo
obtidos foram adicionados ao programa BioNumerics (Applied Maths NV, Sint-
Martens-Latem, Belgium) para a realizagao da analise comparativa.

Os respectivos perfis obtidos pela técnica de PFGE das amostras

tipadas estdo na descritos na Tabela 8 e ilustrados na Figura 11.

Tabela 7 - Relagdo de padrbes obtidos com a técnica PFGE das amostras de

P. aeruginosa estudadas.

P 2669 Belo Horizonte / MG 18.06.2002 MBL negativo A
P 3135 Sao Luis / MA 06.11.2002 MBL negativo B
P 2607 Fortaleza / CE 04.06.2002 IMP-1 E
P 3486 Jodo Pessoa / PB 13.03.03 IMP-1 F
P 3489 Jodo Pessoa / PB 13.03.2003 IMP-1 F1
P 1088 Séo Paulo / SP 25.02.2001 SPM-1 C
P 700 Séo Paulo / SP 2000 SPM-1 C
P 867 Séo Paulo / SP 2000 SPM-1 NV*
P 1104 Séo Paulo / SP 21.02.2001 SPM-1 C
P 1621 Séo Paulo / SP 08.09.2001 SPM-1 C
P 1971 Séo Paulo / SP 2001 SPM-1 C1
P 1280 Séo Paulo / SP 01.05.2001 SPM-1 C
P 2839 Séo Paulo / SP 29.08.2002 SPM-1 C
P 2951 Séo Paulo / SP 26.09.2002 SPM-1 C1
P 3747 Séo Paulo / SP 15.06.2003 SPM-1 C
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NO
Amostra

P 3748

P 2536

P 2430

P 2533

P 2535

P 2606

P 4620

P 3962

P 3964

P 3299

P 3300

P 3301

P 3302

P 3303

P 3304

P 3305

P 3306

P 3307

P 3310

P 3311

P 2525

P 2526

P 2527

P 2528

P 2674

P 2746

P 2818

P 2819

Local do Isolamento

Séo Paulo / SP
Santo André / SP
Santo André / SP
Santo André / SP
Santo André / SP
Santo André / SP

Rio de Janeiro / RJ
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Londrina / PR
Londrina / PR
Londrina / PR
Londrina / PR
Londrina / PR
Londrina / PR
Curitiba / PR

Curitiba / PR

Data de
Isolamento

15.06.2003

18.03.2002

30.03.2002

22.04.2002

22.04.2002

04.06.2002

10.03.2004

31.07.2002

31.07.2003

13.12.2002

13.12.2002

13.12.2002

13.12.2002

13.12.2002

13.12.2002

13.12.2002

13.12.2002

13.12.2002

13.12.2002

13.12.2002

15.04.2002

16.04.2002

15.04.2002

15.04.2002

18.06.2002

24.07.2002

21.08.2002

21.08.2002

Caracteristica da
amostra

SPM-1
SPM-1
SPM-1
SPM-1
SPM-1
SPM-1
SPM-1
SPM-1
SPM-1
SPM-1
SPM-1
SPM-1
SPM-1
SPM-1
SPM-1
SPM-1
SPM-1
SPM-1
SPM-1
SPM-1
SPM-1
SPM-1
SPM-1
SPM-1
SPM-1
SPM-1
SPM-1

SPM-1

Padrao de
PFGE

C1
C

C1

C1

C1

C1

C1
C1
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P 2477 Salvador / BA 02.04.2002 SPM-1 C
P 2478 Salvador / BA 04.2002 SPM-1 C
P 2479 Salvador / BA 14.04.2002 SPM-1 C
P 2640 Salvador / BA 07.06.2002 SPM-1 C
P 3141 Sao Luis / MA 06.11.2002 SPM-1 C4
P 3142 Sao Luis / MA 06.11.2002 SPM-1 C4
P 2608 Fortaleza / CE 04.06.2002 SPM-1 C
P 2610 Fortaleza / CE 04.06.2002 SPM-1 C
P 2613 Fortaleza / CE 04.06.2002 SPM-1 C
P 3488 Jodo Pessoa / PB 13.03.2003 SPM-1 C
P 3490 Jodo Pessoa / PB 13.03.2003 SPM-1 C
P 2807 Brasilia / DF 16.08.2002 SPM-1 C

*NV: amostra n&o viavel para a realizacado da técnica

As amostras nao produtoras de MBL (P2669 e P3135) receberam dois
perfis de PFGE distintos (“A” e “B” respectivamente), estes perfis foram
diferentes entre si e das demais amostras.

Das trés amostras produtoras de IMP-1, duas (P3486 e P3489), foram
isoladas na cidade de Jodo Pessoa e classificadas como pertencentes ao
mesmo padrao de PFGE. Estas amostras apresentaram padrao “F” e subtipo
‘F1” e, portanto, existéncia de similaridade genética e um provavel ancestral
comum préximo. A outra amostra produtora de IMP-1 (P2607) apresentou
padréo distinto de PFGE e recebeu padrao “E”.

As 49 amostras de P. aeruginosa produtoras de SPM-1 submetidas a
técnica de PFGE apresentaram perfis de restricdo muito similares, onde 30
amostras apresentaram perfis considerados idénticos e foram classificadas

como perfil de PFGE “C” e desta forma, consideradas como pertencentes a um
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unico clone. As demais amostras produtoras de SPM-1 apresentaram padrbes
de PFGE muito similares ao perfil “C” e foram classificadas como pertencentes
a trés subtipos deste clone, onde o subtipo “C1” foi o mais frequente (15
amostras), seguido do subtipo “C4” encontrado em duas amostras e do subtipo
“C2” observado em apenas uma amostra.

Das amostras produtoras de SPM-1, apenas uma amostra (P4620)
apresentou perfil de PFGE diferente do perfil clonal dominante e recebeu um

padréao distinto denominado “D”.
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ApoOs a realizagdo da anadlise visual, os padrdes gerados pelo PFGE
foram submetidos a andlise utilizando-se o programa computacional
BioNumerics®. Foi realizada a andlise de grupamentos por matriz de
similaridade, com coeficiente de similaridade de Dice e tipo de dendrograma
UPGMA, como demonstrada na Figura 12.

As amostras ndo produtoras de MBL mostraram 75% de similaridade
entre elas. Entre as amostras produtoras de IMP-1, o perfil “F" e “F1”
apresentaram similaridade genética maior que 94% e entre estes e o perfil “E”
apenas 65% de semelhanga genética.

Todas as amostras que receberam padrao de PFGE denominado “C”
foram agrupadas em cluster principal, com similaridade superior a 95%. O
subtipo “C1” foi agrupado em outro grande cluster com similaridade de
aproximadamente 85% ao cluster formado pelo clone “C”. Os subtipos “C2”" e
“‘C4” apresentaram aproximadamente 84% de similaridade aos clusters
principais formados pelo clone “C” e pelo subtipo “C1”.

O padrao “D” apresentou aproximadamente 77% de similaridade ao

cluster principal “C” e, por isso, ndo pode ser incluido neste grupamento.
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Figura 12 — Dendrograma dos perfis obtidos das amostras de P. aeruginosa

avaliadas pela técnica PFGE.

77




RESULTADOS

5.4 - Analise Filogenética

Com os resultados obtidos com a metodologia MLST foi possivel inferir
filogenia. Para tanto, utilizamos as amostras pertencentes ao clone endémico
brasileiro de P. aeruginosa produtor de MBL SPM-1 agrupado sob a ST277 e
amostras com STs relacionadas a esta, que estavam depositadas no banco de
dados mundial de MLST. Assim foi possivel observar houve relagdo genética
entre as amostras brasileiras e amostras de dois diferentes paises: Canada
(isolado H6, ano de isolamento 1990) e Austria (amostras Hietzing-3 e Hietzing-
11, isoladas em 2006 e 2007, respectivamente).

Além disso, também foi incluido na analise o isolado P3303 (ST235),
unica amostra produtora de SPM-1 que n&o foi agrupada na ST277. Esta
mesma ST235 encontrada em nossa amostra de Belo Horizonte, ja foi descrita
em dez isolados provenientes de outros trés paises europeus, Hungria, Russia

e Sérvia. A similaridade entre elas pode ser vista na figura 13.
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Figura 13 - Relacgéo filogenética entre amostras deste estudo e amostras com
possivel relagdo genética pertencentes ao banco de dados do MLST. Arvore
cladistica realizada com o método de maxima parcimdnia e construida

utilizando o método UPGMA.

De acordo com a Figura 13 podemos observar que sao formados trés
principais grupamentos. O maior formado pelas amostras deste estudo
produtoras de SPM-1 e as amostras da Austria e do Canada relacionadas a
elas. Além disso, pode-se verificar a formagado de um cluster médio, formado
pelas amostras de P. aeruginosa produtoras de IMP-1 e as amostras que
apresentam relagdo genética de outras partes do mundo (Hungria, Russia e
Sérvia).

E por fim, &€ possivel constatar que existe um pequeno grupamento
formado pelas amostras nédo produtoras de MBL e mais trés amostras de outros
paises (Bélgica, Polonia e Reino Unido) que mostram perfis alélicos similares
em diferentes graus.

A Figura 14, a seguir, mostra uma arvore evolucionaria construida com
as STs encontradas nas amostras deste estudo (ST277, ST235, ST593, ST594
e ST595) além de ser composta por diversas STs de isolados de diferentes
partes do mundo, como Canada, Sérvia, Hungria, Russia, Reino Unido, Polénia
entre outros, com respectivas datas de isolamento entre 1990 a 2008. Para
aumentar a confiabilidade da arvore gerada, foi realizada a analise de bootstrap
com 1000 repeticdes, onde os valores gerados por essa analise encontram-se

entre parénteses nas jungdes dos ramos gerados.
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Figura 14 - Arvore evolucionaria construida com o modelo de Jukes-Cantor
(1969) e método de Neighbor-Joining (Saitou & Nei, 1987), com as STs

encontradas neste estudo marcadas com duplo circulo e com representantes
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de diversas partes do mundo. Os valores de bootstraping estdo entre
parénteses.

Ao compararmos a arvore cladistica mostrada na Figura 13 e a arvore
evolucionaria mostrada na Figura 14, podemos ver que a ST235 (amostra
P3303, de Belo Horizonte) na arvore cladistica aparece proxima as amostras
produtoras de IMP (ST593), o que ndo ocorre na arvore evolucionaria. Este fato
pode ser explicado, pois a arvore cladistica foi construida utilizando apenas
amostras pertencentes ao nosso estudo e amostras relacionadas a elas
presentes no banco de dados mundial do MLST. Ja a arvore evolucionaria foi
realizada utilizando representantes de diversas STs de diferentes partes do
mundo, tornando a comparagcdo muito mais ampla. Assim, na arvore
evolucionaria a ST235 aparece mais proxima as Sts que contém os perfis

alélicos mais similares a ela.

5.5 - Comparacgao dos resultados obtidos com as trés técnicas

de tipagem molecular utilizadas neste estudo

A Tabela 8 mostra uma compilagcdo dos resultados obtidos com as trés
técnicas utilizadas para estudar a relacdo genética das amostras de P.
aeruginosa produtoras de SPM-1. E possivel observar que para as amostras
nao produtoras de MBL as técnicas PFGE e MLST mostraram resultados
concordantes e foram mais discriminatérias que a ribotipagem automatizada.
As amostras produtoras de IMP-1 foram discriminadas apenas pela técnica
PFGE, enquanto que as metodologias ribotipagem automatizada e MLST

proveram resultados similares, classificando-as sob 0 mesmo padréo.
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Dentre as amostras produtoras de SPM-1, o mesmo ribogrupo 72-3 e
mesma ST277 foram observados em 28 amostras. Entre estas amostras, 14
foram agrupadas sob o perfil de PFGE “C”, dez amostras foram agrupadas no
subtipo de PFGE "C1”, uma amostra foi classificada como subtipo “C2” e duas
amostras receberam o subtipo “C4”. Apenas uma entre as 28 amostras
classificadas sob o ribogrupo 72-3 e ST277 foi classificada em um padrao de
PFGE distinto, padrao “D”. Estes resultados mostram que para estas amostras
o PFGE mostrou poder discriminatério maior que as técnicas de ribotipagem
automatizada e MLST.

Quinze amostras foram classificadas como pertencentes ao padrdo de
PFGE “C” e ST277, mas foram classificadas sob oito ribogrupos distintos.
Outras cinco amostras receberam subtipo de PFGE “C1” e ST277, mas foram
agrupadas em dois ribogrupos distintos (figura 15). Nesta figura podemos
observar que os padrbes de ribotipagem foram realmente distintos daqueles
observados para o clone endémico que também esta ilustrado nesta figura.
Para estas amostras podemos concluir que a Ribotipagem apresentou maior
poder discriminatério que a técnica de PFGE.

Apenas uma amostra produtora de SPM-1, que foi classificada como
pertencente ao clone predominante de ribotipagem e PFGE (72-3 e “C’,
respectivamente) recebeu a ST235, diferente da ST277 a qual é representante

do clone endémico de P. aeruginosa produtor de SPM-1.
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Tabela 8 - Relagcdo dos ribogrupos, perfis de PFGE e STs obtidos com as
amostras de P. aeruginosa analisadas neste estudo.

N° Amostra IS';‘I’:;‘]‘::;:O Caracteristica da Ribogrupo PFGE  MLST
P 2669 Belo Horizonte / MG MBL negativo 69-5 A 594
P 3135 S&o Luis/ MA MBL negativo 69-5 B 595
P 2607 Fortaleza / CE IMP-1 721 E 593
P 3486 Joédo Pessoa / PB IMP-1 72-1 F 593
P 3489 Jodo Pessoa / PB IMP-1 721 F1 593
P 1088 Séo Paulo / SP SPM-1 72-3 C 277
P 700 Séo Paulo / SP SPM-1 72-3 C 277
P 1104 Séo Paulo / SP SPM-1 72-3 C 277
P 1280 Séo Paulo / SP SPM-1 72-3 C 277
P 2839 Séo Paulo / SP SPM-1 72-3 C 277
P 2951 Séo Paulo / SP SPM-1 72-3 C1 277
P 3747 Séo Paulo / SP SPM-1 72-3 C 277
P 3748 Séo Paulo / SP SPM-1 72-3 C1 277
P 2430 Santo André / SP SPM-1 72-3 C 277
P 2606 Santo André / SP SPM-1 72-3 C1 277
P 4620 Rio de Janeiro / RJ SPM-1 72-3 D 277
P 3962 Belo Horizonte / MG SPM-1 72-3 C1 277
P 3964 Belo Horizonte / MG SPM-1 72-3 C 277
P 3299 Belo Horizonte / MG SPM-1 72-3 C1 277
P 3301 Belo Horizonte / MG SPM-1 72-3 C1 277
P 3302 Belo Horizonte / MG SPM-1 72-3 C1 277
P 3303 Belo Horizonte / MG SPM-1 72-3 C 235
P 3306 Belo Horizonte / MG SPM-1 72-3 C1 277
P 3310 Belo Horizonte / MG SPM-1 72-3 C1 277
P 2674 Londrina / PR SPM-1 72-3 C 277
P 2746 Londrina / PR SPM-1 72-3 c2 277
P 2818 Curitiba / PR SPM-1 72-3 C1 277
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N° Amostra

P 2819
P 3141
P 3142
P 2608
P 3488
P 3490
P 2807
P 2536
P 2533
P 2526
P 2528
P 2477
P 2610
P 2479
P 3300
P 3305
P 3307
P 3311
P 2535
P 2527
P 1971
P 3304
P 2478
P 2525
P 2640
P 2613
P 1621

P 867

Local do
Isolamento

Curitiba / PR
S&o Luis/ MA
S&o Luis/ MA
Fortaleza / CE

Jodo Pessoa / PB
Jodo Pessoa / PB
Brasilia / DF
Santo André / SP
Santo André / SP

Londrina / PR
Londrina / PR
Salvador / BA
Fortaleza / CE
Salvador / BA

Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Belo Horizonte / MG
Santo André / SP

Londrina / PR

Séo Paulo / SP
Belo Horizonte / MG

Salvador / BA
Londrina / PR
Salvador / BA
Fortaleza / CE
Séo Paulo / SP

Sao Paulo/ SP

Caracteristica da
Amostra

SPM-1
SPM-1
SPM-1
SPM-1
SPM-1
SPM-1
SPM-1
SPM-1
SPM-1
SPM-1
SPM-1
SPM-1
SPM-1
SPM-1
SPM-1
SPM-1
SPM-1
SPM-1
SPM-1
SPM-1
SPM-1
SPM-1
SPM-1
SPM-1
SPM-1
SPM-1
SPM-1

SPM-1

Ribogrupo

72-3
72-3
72-3
72-3
72-3
72-3
72-3
78-4
78-4
78-4
78-4
78-4
78-4
78-4
105-7
105-7
105-7
105-7
77-2
77-2

97-7

88-2
89-5

1034

PFGE

C
C4

Q o o o o o oo o o o o @

Q =

O O o o o

NV

MLST

277
277
277
277
277
277
277
277
277
277
277
277
277
277
277
277
277
277
277
277
277
277
277
277
277
277
277

277

85




RESULTADOS

RiboPrint® Pattern
ample Dupont ID RiboGroup i {7 i - SR
Pl Paeudcomonas aerugincsa  222-T72-5-1 N | |
Pz Pseudomonas aeruginosa L22-78-3-4 1
FZ Pseudomonas aeruginosa ££42-78-3-4 1 B
F2 Faeudomonas aseruginosa 222-73-5-4 ' | i
F2 Faeudomonas aeruginosa 222-73-5-4 ' | i
B2 Paeudcomonas aerugincsa 222-73-5-4 I B I
B2 Paeudcmonas aerugincsa  222-T73-5-4 I B
P252& Pseudcmonas aerugincsa  222-73-5-4 I B I
P3311 Pseudomconas aerugincsa  222-105-3- 1 B 1 | §
P25335 Pseudomonas aeruginosa 2224-T77-5-2 | ]
P2527 Paeudomonas aerugincsa  222-77-5-2 E
P2473 Paeudomonas aerugincsa  222-71-5-5 p |
PE2525 Paeudomonas aerugincaa  222-77-5-1 .
P2640 Pseudomonas aerugincsa  2£42-79-3-8 B
P26l3 Pseudomonas aerugincsa 242-83-3-2 I B I
P1§21 Pseudomeonas asruginosa 222-35-5-5 L |

Figura 15. Distintos perfis de ribotipagem automatizada das amostras que

apresentaram padréo de PFGE “C” e foram agrupadas sob a ST277.

5.6 - Calculo do poder discriminatério e reprodutibilidade
O caélculo do poder discriminatério foi realizado utilizando a formula de
Hunter para todas as amostras estudadas. Os resultados estdo listados na

Tabela 10. A reprodutibilidade das técnicas também foi determinada.

Tabela 9 — Poder discriminatério e reprodutibilidade das metodologias

testadas para tipagem molecular das amostras de P. aeruginosa.

Técnica Reprodutibilidade Poder Discriminatério
PFGE 100% 0,61
Ribotipagem 100% 0,65
MLST 100% 0,18
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6 - DISCUSSAO

Determinar um sistema eficiente de tipagem molecular é essencial para
médicos epidemiologistas instituirem medidas adequadas para o controle de
infecgbes hospitalares. Métodos de tipagem molecular tém sido utilizados
principalmente para elucidar duas questbes primordiais: (i) Isolados
recuperados em um determinado episodio sdo derivados de um mesmo clone
(cepas idénticas) ou distintas? e, (ii) Se cepas patogénicas isoladas de uma
determinada regido geografica estdo relacionadas a outras cepas isoladas em
diferentes partes do mundo. Estas duas perguntas sdo, geralmente, realizadas
em estudos de curta-duragédo ou epidemiologia local e, em estudos de longo-
prazo ou epidemiologia global, respectivamente (Maiden et al., 1998).

A necessidade de avaliar a relagdo genética entre isolados clinicos de
uma mesma especie é muito importante na investigagdo de surtos,
principalmente quando o surto se deve a um microrganismo resistente aos
antimicrobianos de importancia clinica. Desta maneira, a tipagem molecular
pode ajudar na elucidacdo da fonte de origem e na compreensdo da
disseminagao destes patogenos, fazendo com que medidas de prevencgao
possam ser estabelecidas e o surto seja contido.

Diversos novos métodos para tipagem molecular de microrganismos tém
sido desenvolvidos (Hrynkiewicz et al., 2008; Nowak-Zaleska et al., 2008;
Wang et al., 2008). Apesar disso, a PFGE ainda permanece como o padrao-
ouro na tipagem molecular para a maioria dos microrganismos, inclusive P.
aeruginosa. Recentemente, o desenvolvimento e o extenso uso de métodos de
tipagem molecular baseados na andlise de sequéncias genbmicas

possibilitaram uma melhor compreensao da historia evolutiva, da dindmica das

87




DISCUSSAO

populagdes, e dos padroes de disseminagdo dos microrganismos (Feil et al.,
2003; Miragaia et al., 2008).

Durante a histéria evolutiva, isolados dentro de uma mesma espécie
ganharam variedade genética de diversas formas, Por exemplo, por meio do
acumulo de mutagcbes simples, recombinacdes, aquisicbes ou delegdes
trazidas por elementos genéticos moveis, resposta as pressdes ambientais, o
que deu origem a uma extensa diversidade fenotipica e genotipica (Recchia &
Hall, 1997). Tais eventos variam de espécie para especie e os métodos de
tipagem precisam ser habeis para detectar tais variagées, e a0 mesmo tempo,
robustos o suficiente para ndo serem influenciados por estes eventos e
fornecerem resultados erréneos de falsa relagcao genética (Feil et al., 2003).

Em 2005, Menezes e colaboradores realizaram um projeto financiado
pela Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo (FAPESP),
onde participaram 25 centros médicos brasileiros, com 85 amostras coletadas
no periodo de janeiro de 2001 a mar¢co de 2004. Nesta ocasido as amostras
foram submetidas a testes de sensibilidade aos antimicrobianos, ao teste
fenotipico para producdo de enzima MBL, e a deteccdo molecular do gene de
resisténcia blaspm-1 € blawp.1. Estas cepas também foram caracterizadas
genotipicamente pelas técnicas de tipagem molecular, ribotipagem
automatizada e PFGE. Este estudo concluiu que havia um clone de P.
aeruginosa produtor de SPM-1 predominante, o qual se encontrava
disseminado em diversas regides geograficas brasileiras (Gales et al., 2003).
No entanto, dentre as amostras analisadas, havia 15 amostras que foram
agrupadas sob o mesmo perfil de PFGE, mas que apresentaram ribogrupos

diferentes. O contrario também ocorreu, onde amostras apresentando
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ribogrupos idénticos obtiveram perfis de PFGE diferentes, o que era esperado,
ja que a técnica de PFGE possui maior poder discriminatorio que a ribotipagem
automatizada (Silbert et al., 2004).

Como ja é conhecido, as técnicas de ribotipagem automatizada e PFGE
nao sao capazes de determinar se as amostras estudadas possuiam um
ancestral comum. Assim, para avaliar a relacdo ancestral do clone de P.
aeruginosa produtor de SPM-1 foi necessaria a utilizacdo de uma técnica que
se mostrasse capaz de inferir filogenia; desta maneira, a metodologia da MLST
foi selecionada. Esta técnica de tipagem molecular esta se tornando mais
popular pela facilidade de analise dos dados, comparacéo dos resultados inter-
e intra-laboratorial e, também, pela maior disponibilidade de termocicladores e
sequenciadores nos laboratérios de pesquisa e/ou rotina (Fakhr, Nolan &
Logue, 2005; Hallin et al., 2007; Kotetishvili et al., 2003; Noller et al., 2003;
Revazishvili et al., 2004). Para atingir este objetivo foi necessaria padronizagéo
da técnica de MLST em nosso laboratério.

Estudos que avaliem a técnica de MLST para a tipagem de amostras de
P. aeruginosa sdo escassos na literatura. Destes, o primeiro descreve o
desenvolvimento da metodologia MLST para tipagem de amostras de P.
aeruginosa (Curran et al., 2004). Outros dois estudos descreveram a utilizagéo
da MLST em estudos epidemioldgicos (Giske et al., 2006; Empel et al., 2007).
Recentemente, Johnson e colaboradores (2007) reportaram a comparagao da
técnica de MLST com a de PFGE para tipagem de amostras de P. aeruginosa.

No processo de implantacdo da metodologia de MLST em nosso
laboratério, foram realizadas algumas adaptagdes ao protocolo desenvolvido

por Curran e colaboradores (2004) tais como: (i) reducdo do volume final da
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reacdo de PCR de 50 pL para 25 pL; (ii) diluicdo dos iniciadores de uma
concentragédo de 20 pmol para 10 pmol e (iii) alteragcdo do volume de DNA alvo
de 10 ng para 0,5 ng. Com essas alteragdes foi possivel padronizar a
metodologia e ainda reduzir a quantidade de “master mix’ e iniciadores
utilizados. Dificuldades para a reproducado da técnica de MLST descrita por
Curran e colaboradores (2004) também foram demonstradas por Giske e
colaboradores (2006). Estes autores relataram ser necessaria a adicdo de
dimetil sulfoxido puro a uma concentracdo de 5 uL para 100 pL de “master
mix”, além da necessidade de aumentar a temperatura de anelamento de 55°C
para 58°C. Porém, estas alteracdes nao foram necessarias no nosso estudo.

A técnica MLST é padronizada para a tipagem molecular de varias
espécies bacterianas (Enright & Spratt,1998; Enright et al., 2000; Homan et al.,
2002; Meats et al., 2003). E possivel verificar que para a tipagem da grande
maioria dos microrganismos pela técnica de MLST, os mesmos pares de
iniciadores utilizados na reacdo de amplificacdo, sdo também utilizados na
reacdo de sequenciamento. Baseada nesta observacdo, neste estudo foi
realizada a modificagdo da técnica de MLST descrita por Curran e
colaboradores (2004). Ela incluia além da menor concentracdo de iniciadores e
do volume final da técnica de PCR, a utilizacdo dos mesmos iniciadores nas
etapas de amplificacdo e sequenciamento dos sete genes estruturais de P.
aeruginosa selecionados para a técnica de MLST. A metodologia de MLST
modificada apresentou resultados idénticos aqueles da técnica convencional e
foram reprodutiveis. Além disto, houve uma reducéo dos custos com a compra
dos iniciadores em 50% e reducdo do tempo para o inicio da realizagdo da

técnica, ja que um numero menor de iniciadores necessitam ser diluidos e,
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posteriormente, validados. Desta maneira, a técnica modificada de MLST sera
introduzida na rotina do setor de tipagem molecular do Laboratorio Especial de
Microbiologia Clinica.

Ao realizar a analise dos perfis alélicos obtidos com o MLST das
amostras de P. aeruginosa produtoras de SPM-1, verificou-se a existéncia de
sequéncias alélicas idénticas (39-5-9-11-27-5-2), o que levou estas amostras a
receberem uma mesma ST (tipo de sequéncia) denominada ST277. Este fato é
interessante, pois apenas as amostras produtoras de SPM-1 foram agrupadas
na ST277. Das 50 amostras de P. aeruginosa produtoras de SPM-1, 19 e 21
amostras foram classificadas como distintas por técnicas que analisam perfis
de bandas, PFGE e a ribotipagem, respectivamente. No entanto, quando
analisados os housekeeping genes, que sao altamente conservados durante a
historia evolutiva, estes genes mostraram-se idénticos, corroborando para a
hipétese da existéncia da relacdo ancestral entre estas amostras de P.
aeruginosa. Tal fato sugere que as amostras produtoras de SPM-1 séo,
provavelmente, derivadas de um mesmo clone que sofreu variagdo genética
por meio do acumulo de mutagdes ao longo do tempo, e ndo da disseminagéo
de um plasmideo que continha o gene spm-1 para amostras de P. aeruginosa
que possuiam distintos conteudos genéticos.

Ao compararmos os resultados obtidos com a técnica de MLST com
aqueles de amostras depositadas no banco de dados de P. aeruginosa,
verificamos que a amostra denominada Hietzing-3, isolada em uma amostra de
escarro de um paciente em 2007, em Viena, na Austria, apresenta perfil alélico
idéntico ao do clone endémico de P. aeruginosa produtor de SPM-1 (ST277)

encontrado em nosso estudo. Este dado é interessante, pois sugere que este
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clone nao esta restrito ao territério brasileiro. Foi também observado que outra
amostra também proveniente de Viena, e isolada no mesmo ano e sitio
corpoéreo, denominada Hietzing-11 (ST364), apresentou apenas uma diferenca
no alelo nuoD (variante em um unico I6cus). Na amostra Hietzing-11, ocorreu
uma unica substituicdo do nucleotideo C-T na posicdo 186. Por este motivo,
esta amostra pode estar relacionada ancestralmente com a ST277.

A ST 277 também pode ser relacionada a ST206, exibida pela amostra
H6. A cepa H6 foi isolada em uma amostra de escarro de um paciente
canadense, em 1990. Entre a ST277 e a ST 206, ha diferenga em apenas dois
alelos (variante em dois locus), alelo guaA ( substituicbes de C-T, T-C, C-T e
G-A na posigao dos nucleotideos: 49, 198, 219, e 3545, respectivamente) e
alelo nuoD, onde houve a substituicdo G-A na posig¢ao 63.

Infelizmente, ndo temos informacdes suficientes que nos permitam
estabelecer se houve ou ha relacdo epidemioldgica das amostras vienenses
e/ou canadense com aquelas isoladas em territorio brasileiro. Além disto,
informagdes microbiolégicas, tais como, o perfil de sensibilidade e a
caracterizagdo dos genes de resisténcia, referentes a estas amostras s&o
também desconhecidas.

Baseado nos resultados de MLST foi possivel inferir flogenia e assim
desenvolver uma arvore evolucionaria. Para a analise da confiabilidade da
arvore, utiliza-se comumente o método denominado bootstrap (Davison &
Hinkley, 1997), onde uma analise matematica genérica é realizada para estimar
a variabilidade estatistica de um evento ocorrer quando o numero de amostras
avaliado é reduzido. Sucintamente, o método consiste em considerar o numero

maximo provavel de vezes de um evento ocorrer quando repetido 100 vezes ou
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1000 vezes, por exemplo. Quanto mais proximo o valor obtido for do numero
selecionado, maior € a probabilidade de o evento ter realmente ocorrido. Na
arvore gerada, verificamos que a ST277, na qual estéo incluidas as cepas do
clone endémico brasileiro produtor de SPM-1, e a cepa Hietzing-3, esta ligada
por um no interno com alto valor de bootstrap (987) a ST364 (Hietzing-11). Este
no interno possui ligagdo com a ST206 (cepa H6) também com alto valor de
bootstrap (947). De acordo com estes resultados, podemos considerar que a
cepa Hietzing-3 é idéntica ao clone endémico brasileiro, que o isolado Hietzing-
11 possui um ancestral comum mais recente e que a cepa H6 possui um
ancestral mais distante.

Ainda com relagcdo as amostras produtoras de SPM-1, observou-se a
existéncia de uma unica amostra (P3303) de Belo Horizonte que nao foi
classificada na ST do clone endémico, e que havia sido incluida no maior
grupamento clonal de PFGE (“C”) e de ribotipagem (72-3) neste estudo e no
estudo anterior realizado por Menezes (2004). Esta amostra foi classificada
como ST235 e ndo apresentou relacdo com o perfil clonal predominante. Ao
compararmos este resultado no banco de dados MLST, observou-se que
existem outras 11 amostras de P. aeruginosa entre o periodo de 2002 e 2005,
depositadas neste banco que foram agrupadas sob esta ST. As cepas que
apresentaram esta ST foram isoladas em paises da Europa, como, Russia,
Hungria e Sérvia.

Empel e colaboradores (2007) reportaram que trés isolados de P.
aeruginosa produtores de OXA-10 pertenciam a ST235. Estes isolados
apresentaram grande similaridade ao perfil de PFGE de amostras isoladas na

Turquia, em 1992, produtoras de PER-1, OXA-2, OXA-17 e OXA-74, sugerindo
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a possivel relagdo genética entre estas amostras (Danel et al., 1999; Danel et
al., 1995). Desta forma seria interessante, avaliar se a amostra de P.
aeruginosa P3303 possui outros mecanismos de resisténcia, tais como, a
producéo de ESBL, e se foi isolada de um paciente que possua alguma relagéo
epidemiologica com estas amostras isoladas na Turquia.

Em nosso trabalho estudamos um grande numero de amostras de P.
aeruginosa produtora de MBL SPM-1, representantes do clone endémico
circulante em diversas regides brasileiras (Pellegrino et al., 2002; Martins et al.,
2007). O mesmo formato de estudo foi utilizado por Giske e colaboradores
(2006), no qual representantes de clones circulantes de P. aeruginosa
produtores de MBL VIM-1, originarios de diversos paises europeus, foram
estudados utilizando diversas metodologias, incluindo PFGE e MLST. A partir
dos resultados, estes autores conseguiram estabelecer a relagdo entre cepas
de P. aeruginosa produtoras de VIM-1 circulantes no norte e no oeste europeu
e, propuseram correlaciona-las a um clone ancestral comum proveniente de
paises do Mediterrdneo. Entretanto, a analise também mostrou que havia
clones independentes em regides com baixa prevaléncia de VIM-1, que estes
provavelmente possuiam um ancestral distinto do mediterranico.

Em nosso estudo, as trés amostras produtoras de MBL IMP-1,
demonstraram perfis alélicos idénticos e ndo existentes previamente no banco
de dados mundial de MLST. Para estas amostras foi criada uma nova ST
denominada 593. As amostras produtoras de IMP-1 foram isoladas de capitais
nordestinas brasileiras, Jodo Pessoa e Fortaleza, que sao relativamente
préximas, e foram agrupadas sob o mesmo ribogrupo (72-1). Porém, foram

classificadas em dois padrées de PFGE distintos (“F” e “E”). As amostras
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isoladas em Joao Pessoa possuiam subtipos semelhantes de PFGE, “F” e “F1”.
Portanto, nossos resultados sugerem que as amostras pertencentes a ST 593
podem possuir um ancestral comum que esteja circulando e sofrendo variagéo
genética localmente.

A Unica diferenca entre a ST593 e a ST235, isolada em Belo Horizonte
de uma amostra produtora de SPM-1, é a alteragcéo alélica do gene aroE 11
para o alelo 89. Esta diferenca € decorrente da alteragcdo de 11 nucleotideos. A
ST593 esta relacionada a outras 12 amostras classificadas sob a ST235. Estas
amostras foram isoladas na Russia, na Hungria e na Sérvia. A ST593 também
esta relacionada a ST622 observada em uma amostra, recentemente, isolada
na Alemanha. Atualmente acredita-se que a disseminacao clonal de isolados
produtores de ESBLs ou MBLs esteja contribuindo para a disseminagéo global
destes genes (Bennett, 2008; Libisch et al., 2008).

As amostras que foram utilizadas como controles negativos em nosso
estudo apresentaram perfis alélicos distintos entre elas e inexistentes no banco
de dados mundial. Portanto, duas novas STs, ST594 e ST595, foram descritas
para agrupar as amostras P2669 e P3135, respectivamente, demostrando que
estas amostras possuiam ancestrais ndo relacionados. Porém, estas amostras
foram agrupadas sob o mesmo ribogrupo (69-5), mas apresentaram perfis de
PFGE distintos (“A” e “B”). Este € um exemplo que ilustra o menor poder
discriminatério da ribotipagem em relagéoas técnicas de PFGE e MLST.

Ao analisarmos os resultados obtidos com as trés técnicas, verificamos
que amostras pertencentes ao clone endémico de PFGE, perfil “C” (30
amostras) e seus subtipos, C1 (15 amostras), C2 (1 amostra) apresentavam

nove ribogrupos distintos pela ribotipagem. Na analise realizada por Menezes
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em 2004, estas mesmas amostras foram relacionadas a 19 diferentes
ribogrupos. Dado que o banco de dados do RiboPrinter® é dinamico, ou seja,
gquando o banco de dados é atualizado com a inser¢cao de novos perfis pode
ocorrer um rearranjo dos ribogrupos, e ao realizarmos uma nova analise
podera haver mudancga nos ribogrupos. Neste estudo, observamos que houve
uma diminuicdo na diversidade de ribogrupos entre as amostras de P.
aeruginosa produtoras de SPM-1. Este fenbmeno € comumente observado
visto que, as relagdes estatisticas de cada amostra podem mudar toda vez que
novas amostras com diferentes niveis de similaridade s&o adicionadas ao
banco de dados do RiboPrinter®. Com relacdo ao subtipo de PFGE “C1”, a
mesma diminuigdo no numero de ribogrupos foi observada, passando de oito
ribogrupos observados por Menezes (2004) para apenas trés ribogrupos. O
perfil de PFGE “C2”, observado em apenas uma amostra, ndo sofreu alteracao.
Ja o perfil de PFGE “C4”, anteriormente incluido em dois ribogrupos distintos,
na nova analise foi incluido no mesmo ribogrupo do clone endémico, 72-3.

Em nosso estudo verificou-se que o PFGE apresentou poder
discriminatério maior que o da MLST (0,61 contra 0,18, respectivamente);
porém, ligeiramente menor que a ribotipagem (0.65). O baixo poder
discriminatério gerado pela analise realizada em nosso estudo pode ser
explicado devido a utilizagdo de cepas endémicas para a realizagdo do calculo.
Foi possivel verificar com os resultados obtidos que a técnica de ribotipagem
automatizada apresentou poder discriminatorio discretamente maior que a
técnica PFGE. Entretanto, esta diferenga ndo foi estatisticamente significante

(o= 0.813).
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Entretanto, a MLST apresenta a vantagem de fornecer informagdes
sobre a relagdo ancestral com outros isolados. Dentre as 55 amostras de P.
aeruginosa estudadas, 45 foram enquadradas pelo método de PFGE em um
mesmo perfil clonal com trés subtipos (“C”, “C1”, “C2” e “C4”). A ribotipagem
agrupou estas 45 amostras em dez ribogrupos e o MLST mostrou mesmo perfil
alélico (ST277) para todas elas, exceto para a amostra P3303 (ST235).

Estes resultados sugerem que o PFGE € mais aplicavel a estudos locais,
de surtos e/ou de curto-prazo e a MLST para determinar relagbes genéticas
ancestrais e relacionar a estabilidade clonal entre isolados, sendo mais
aplicavel para estudos de longo prazo. O maior poder discriminatério do PFGE
pode ser explicado pelo fato desta técnica ser habil para detectar as alteragbes
no ‘“relégio molecular”, que sdao genes que acumulam mutagbes ocorridas
durante a evolugao e estao dispostos ao longo do cromossomo, visto que esta
técnica analisa o tamanho e a quantidade de fragmentos gerados pela restricao
do DNA cromossomal (Zuckerkandl & Pauling, 1962). Tais fragmentos podem
possuir insergdes, dele¢gdes ou mutagdes que ndo estdo localizadas nos sitios
especificos de restricdo e que, portanto ndo sdo identificados. Ja a MLST
determina as raras variagdes genéticas que ocorrem dentro dos genes
estruturais altamente conservados ao longo da evolugdo (Kotetishvili et al.,
2003). Além disso, a MLST apresenta alta reprodutibilidade entre laboratorios,
indicando que os resultados obtidos com esta técnica sao mais faceis de serem
transferidos e comparados, que os resultados obtidos por PFGE.

Johnson e colaboradores (2007), em um estudo semelhante ao nosso,
compararam as técnicas de PFGE e MLST para P. aeruginosa usando 90

isolados. Ao avaliar os resultados, utilizando analise por valor Simpson’s D,
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determinaram que o PFGE obteve maior poder discriminatério que a MLST
(valor D= 0.999 e 0.975, respectivamente). Entretanto, estudos para outros
microrganismos (Vibrio cholerae e Escherichia coli) mostram que a MLST
apresentou poder discriminatorio maior que o PFGE (Kotetishvili et al., 2003;
Nemoy et. al., 2005).

A inexisténcia de publicagdes cientificas utilizando a técnica de MLST
para a tipagem molecular de P. aeruginosa no Brasil e na América Latina torna
este trabalho inovador em nosso meio, e permitira a realizacdo de estudos
futuros que, por exemplo, avaliem o comportamento futuro do clone endémico
brasileiro de P. aeruginosa produtor de SPM-1. Além disso, este trabalho é
pioneiro na insercdo de dados de amostras brasileiras no banco de dados de

MLST para tipagenm de amostras brasileiras de P. aeruginosa.
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7 - CONCLUSOES

1. A metodologia MLST para P. aeruginosa, conforme descrita por Curran
et al. (2004) bem como a técnica de MLST modificada foram

padronizadas;

2. Das 50 amostras de P. aeruginosa produtoras de SPM-1 avaliadas neste
estudo, 49 (98%) foram agrupadas sob a ST277, sugerindo que a sua

origem pode ser relacionada a um ancestral comum;

3. Foi verificado que o PFGE e a ribotipagem automatizada apresentaram
poder discriminatorio semelhantes, e que a técnica MLST apresentou
poder discriminatério menor que estas técnicas. Todas as trés técnicas
estudadas, além da metodologia modificada, apresentaram 100% de

reprodutibilidade.

4. Nossos resultados sugerem que a variagdo genética encontrada entre
as cepas produtoras de SPM-1 pode ser decorrente da variagao
genética do proprio clone ao longo do tempo, mas n&o da aquisi¢ao do
plasmideo que carrega o gene spm-1 por P. aeruginosa com diferentes

contextos genéticos.

5. As amostras de P. aeruginosa produtoras de IMP-1, incluidas neste

estudo como controles, também originaram-se de um ancestral comum.
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9.1 Sequéncias das STs encontradas neste estudo.
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anopstra BH ... ..
P
MBL Neg .. G............
MBL Neg .. G..... .. ...
460 470 480 490 500

R R R ] RN R Rl Rl s Rl

cl one SPM CCCGGGECCGEEEECEETGAA GATCCGCCT CGGTCGC
anostra BH ... ..
P
MBL Neg . Co.o
MBL nNeg Co.oo

510 520 530 540 550

AU PR PR DR BN BT B DR D B
clone SPM  CTGOGOGGOGACAACACCGACGGOGCGGECT TGCT GOGGGA

anmpstra BH ...
LR
MBL neg ... .. C..C..
MBL neg ... .. C..C..
560 570 580 590 600
R I [P I [P I [P T I |
cl one SPM CGCCGEEGT CGAGCT GCGCGGECAAGCGEGT TCTCCTGCT
anpstra BH ...
VP
MBL N
MBL N
610 620 630 640 650
R I [P I I I I I I
clone SPM  GCGGT GCTCGAACCCT TCCT CGGCGA
anpstra BH . ...
LM P
MBL neg ... .. T
MBL neg  ........... .. T
660 670 680 690 700
RER BRI R IUUEH Rl R RN RN REEns MR
clone SPM  GAGITGCTGATCGCCAACCGCACGGCGCGGAA GGATCT
anostra BH ...
LM P
MBL Neg C.......
MBL Neg C.......
710 720 730 740 750
S R KRR BRI GRS RURICH Il R CIch SRR
clone SPM  GCGGITCGCCGATCTCGGCGCGGT GCGCGGECT GCGGT TTCGCCGA
anostra BH ... ..
LV P
MBL neg ..., Co.o A
MBL neg  .......... .. Coo A
760 770 780 790 800
v e ]
cl one SPM GGGCCTTTCGACCT CGGCACCTCGGCCAGTCTT
anostra BH ... .. e
L P
MBL neg ... ... A
MBL neg ... ... A
810 820 830 840 850
SREI BRI R R R REE] R R REEEs R
cl one SPM GCCGCCGCTGECGCAGAGCGT GATCGAGCCCGGECCGTACCGTCTG
anostra BH ... ..
L P
MBL NeQ
MBL N
860 870 880 890 900

R R O R T e T e e e
clone SPM  CTACGACATGATGTATGCCAAGGAA CCGCCTTCACTGCTCGGCCTC
anostra BH ...

LR
MBL neg ... T
MBL neg ... . T
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cl one SPM
anmostra BH
I MP

MBL neg
MBL neg

cl one SPM
anostra BH
I MP

MBL neg
MBL neg

cl one SPM
anpstra BH
I MP

MBL neg
MBL neg

cl one SPM
anostra BH
I MP

MBL neg
MBL neg

cl one SPM
anostra BH
I MP

MBL neg
MBL neg

cl one SPM
anpstra BH
I MP

MBL neg
MBL neg

cl one SPM
anostra BH
I MP

MBL neg
MBL neg

cl one SPM
anmostra BH
I MP

MBL neg
MBL neg

cl one SPM
anostra BH
I MP

MBL neg
MBL neg

cl one SPM
anostra BH
I MP

910 920 930 940 950
Rl RRR RERE RERES RERRl REREE RERE ERREE RERT R
TCCGGCGECGTGGACTCCT CGCCGCGCT GCTGCACAA T
960 970 980 990 1000
SRRl RERE CEEEY RERE EERE REREE PRl RTE PRl R
CGGOGACCAACT GACCTGCGT GT TCGT CGACAA GCGCCT
1010 1020 1030 1040 1050

R DR DR BT R R B DU B B
CGAAGGCGACCAGGT GATGGOCATGT TCGCOGAGAACAT GGGCGT GAAG

1060 1070 1080 1090 1100
AR DR B BT B DR B D D B
GTGATCCGT: CGOCGAGGACAAGT TCCTCGGCCGCCT
e G
........ et e
1110 1120 1130 1140 1150
U DR B B TR B D D B B
CGOCGAT CCGGAAGAGAAGCGCAAGAT CATCGGOCGCACCT TCATCGAAG
T o
...... e e e
1160 1170 1180 1190 1200
R I I I I e T T ey
TCTTCGACGAAGAAGCCACCAAGCT GCAGGACGTGAAGT TCCT G
1210 1220 1230 1240 1250
co R I T T

CCATCTACCCOGACGT GAT CGAGT CGGCOGGOGCCAA

1260 1270 1280 1290 1300
TN VTR KT IUTICN R BT I IOt R I
GGCCCACGT GACT GCAGGAAGT CATCAAGCGCCTGGCGCT GECCCGTTTC
.............................................. C.
1310 1320 1330 1340 1350
o I IR O DI IUTTIN IRt IR IO

OGTGECTTTCCACCT GOGCCACAACGRCAAGACCATCTTCEOCCT

1360 1370 1380 1390 1400

R PR PR BT B B R B DR B
GGOGOGAGACGAGCT GBCCCGCGOGOGCOGEGET CGROGCGGT GTGCG
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cl one SPM
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MBL neg
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cl one SPM
anostra BH
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MBL neg
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cl one SPM
anpstra BH
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cl one SPM
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cl one SPM
anmostra BH
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MBL neg
MBL neg

cl one SPM
anostra BH
I MP

MBL neg
MBL neg

cl one SPM
anostra BH

1410 1420 1430 1440 1450
R I N T e e e e
GGCATTCCTCGAGCAGGOGCT GCCGAT CGA GCOGCAA

e c
................................................. c

1460 1470 1480 1490 1500
R PR P BT B BT R DU DR B
CTGCA GGGGCTGEGTCGECT TGOCGACCT TCTCOCGCA!

1510 1520 1530 1540 1550
A DR B BT R B B D B B

CCTGCAGTACT TCTATGTGAACGGGOGCATGGT CAAGCT:

1560 1570 1580 1590 1600
R O R U s ey v e
TCGCCCA GCGCCAGGCT TATCGOGACGT GCTGTACAA

1610 1620 1630 1640 1650

N BRI R RS R IOrs R IRl R R
CATCCGACCT TCGTGCTGT TCTTCGAAGT CGATCCGGOGGT

1660 1670 1680 1690 1700
R e e e e e ey
CGTGCA GCACGAAGT TCGCTTCOGT GACAGCCGGAT
1710 1720 1730 1740 1750
R N e e e e
TCCATGTTCCT CGGCOCGAA COGCOCA T
1760 1770 1780 1790 1800
R I e e e e e e
COGCATCATCCTGCAACT GGA GGAGATCATCGA
....... R
1810 1820 1830 1840 1850
R PR DR BT R R B B B B
AGATCGGCT ACCACCACCGCGECGOCGAGAAGAT GCGCCAGT
1860 1870 1880 1890 1900
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TGGCACAGI TTCATCCCCTACACCGACCGCATCGACTACCT CGGCGEEGET

1910 1920 1930 1940 1950
R T T T e e e
GATGAACAACCT GCCCTACGTACT CTCGGT GGAGAAGCT CGOCGGGATCA
.......................................... A .. ...
.......................................... Ao ..
1960 1970 1980 1990 2000
A DR PR DT B B B DU DR B
AGGT: GOGGGTCGACGT GATCCGGAT CATGATGECGGAGI TCTTC
2010 2020 2030 2040 2050
U DR B BT R R B D B B
CGTATCCTGAACCACCTGCTGT ACCT GGGCACCTATATCCAGGACGT
......................................... N
......................................... A
2060 2070 2080 2090 2100

R RERE RERE BEREl REERl BERE EEEEl R CERl RERe
CGCCATGACCCCGGT GT TCCAT CGT CCAGGCACGOCCGGAAACCGT GAAG

2110 2120 2130 2140 2150
Rl RER Rl RER Rl REREE EEREl BRI R R
GCCGOGCCA CGGTCATGGAGCGCTACCTGCTGAAA

2160 2170 2180 2190 2200

Rl RERRE EEEEE REREN REREl DR EERrl RRRE RERl R
CCGT CCTGGT GGAAGGACGT GCCAT CGECCAGCGCA GCOGGTC

2210 2220 2230 2240 2250
SRR REEE EENE] REREN CERE RN EER R PR R
CAGT CAAGGT GATCAACGACGT GT CGGAAAT GGACAAGGT CCAACCGGGT

2260 2270 2280 2290 2300

Rl BRRE EEREE BTN EEREl RS EERE Rl R R
CGTCCTGGT CTCCGACAT GACCGACCCGGACT GBGAGCCGGT GA

2310 2320 2330 2340 2350
AR PR B BT R R B D B B
GOGCGCCA TCGTCACCAACCGOGGOGGGECGTACCT
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2360 2370 2380 2390 2400
IR ORI R IO I BRI R I R Ite
CGATCATCGCT CGOGAA TCCOGGOGGT GGT CGGT TGCGGCAAC
2410 2420 2430 2440 2450
R RRRE RERE BT EERE REEE EEE RRRES PR R
CCCAGATCCTGCAGGAT GEGCAGEGEGT GACCGTTTGT
....................... et
....................... et
2460 2470 2480 2490 2500

AR PR DR DT B R R DU DR B
GCTCGOCGGAGGT GCTGGT ACGGGT CGAGGAT GGCCT GGT CACGGT GOGC

2510 2520 2530 2540 2550

P o]
TCGOCGGTACCCGT COGCGCGEGAT CAACGAAGA!

2560 2570 2580 2590 2600

R REE T BEREY EEREN R PRl RERE REl R

GCTGGAGCAGGAT CTGCTGT CGGACGCCAAGGAGAT CGCCGAGCACCT

A

A
2610 2620 2630 2640 2650

R REER EEERl RER RERRl BRREE REREl REEES R R
TGCTGATCGACCT GBGGOGCAACGACGT GBGGECGEGT GTCCGATAT

2660 2670 2680 2690 2700
ARl BEEE Rl RN RENEl RERES EErl RERE PR R
GCGGTGAAGGT CACCGAAAAAAT GGT GATCGAACGT TACTCCAACGTCAT

2710 2720 2730 2740 2750
Rl RERES EEREY DR CERE R EERE RS R R
GCACATCGT GT CCAACGT CACCGGEGCAAT TGCGOGAGGGECT

2760 2770 2780 2790 2800
AR DR DT DT B B B B D B
TGGACGCGCT GCGBGOGAT CCTGOCGECEEGT ACGCT GTCCGECECGICG

................... Tl GO A
................... Tt i GO A
2810 2820 2830 2840 2850
A DR B BT R R B D B B
AAGATCCGOGCCAT GGAGAT CATCGA! GCOGGTCAA
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ANEXO

9.2 - Resumo deste trabalho aceito no 48th Annual Interscience
Conference on Antimicrobial Agents and Chemotherapy (ICAAC™) /

46th Annual Meeting of the Infectious Diseases Society of America

SPM-1-producing Pseudomonas aeruginosa (SPM-1-PSA) Isolates:
Analysis of the Ancestor Relationship using Multilocus Sequence Typing
(MLST)

Castrucci FM, Carmo-Rodrigues M, Silbert S, Gales AC
Universidade Federal de Sao Paulo, Sdo Paulo, Brazil

Background: In Brazil, the spread of an endemic clone of PSA producer of
SPM-1, a plasmid encoded metallo-beta-lactamase (MBL), has been reported.
Recently, a higher genomic variety has been observed among the SPM-1-PSA
isolates. The principal aim of this study was to analyze if the recently isolated
SPM-1-PSA descend of a common ancestor. Methods: A total of 50 SPM-1-
PSA exhibiting distinct ribotyping genotypes were collected from nine different
Brazilian centers. Three IMP-1-producing (IMP-1-PSA) and two non-MBL
producing PSA isolates were used as control. MLST was performed according
to Curran et al. The obtained sequences were compared to existing sequences
in the MLST database (www.pubmist.org/paeruginosa) for assignment of allelic

numbers and subsequent determination of ST. The Jukes-Cantor and Neighbor-
Joining methods were used for phylogenetic analysis. Results: A total of five
different STs could be identified among 55 PSA isolates. All the SPM-1-PSA
presented an identical allelic profile (ST277), except for one strain. The three
IMP-1-PSA strains were classified as belonging to the ST593, while the non-
MBL producing PSA showed two new distinct STs, ST594 and ST595. The
Brazilian endemic clone of SPM-1-PSA (ST277) showed an identical allelic
profile with that demonstrated by strain ID 275 isolated in Austria on September
2006. A single-locus variant of ST277 was also observed with a strain, ID279,
isolated in Austria on January 2007. A similarity in five of seven alleles (double-
locus variants) was found between the SPM-1- PSA and the strain ID 148,
which was isolated in Canada, in 1990. Conclusions: Our data shows that
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SPM-1-PSA isolates descend of a common ancestor and possess a closer
ancestral relationship with the Austrian strains.

Keywords: P. aeruginosa, molecular typing, MLST, SPM-1, metallo-beta-

lactamases
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