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Presenca de Bombas de efluxo em Pseudomonas sp. isoladas de efluente hospitalar

nio tratado?.

Resumo

Autor: Joice Maliuk dos Santos

Orientadora: Prof.2 Dr2 Gertrudes Corcao

O descarte de antimicrobianos e bactérias através de efluentes hospitalares tem
contribuido para o aumento e disseminacdo da resisténcia antimicrobiana no
ambiente natural. Esta resisténcia pode estar associada a aquisicdo de genes de
resisténcia, presenca de bombas de efluxo ou caracteristicas intrinsecas das
bactérias. O presente trabalho teve como objetivos: caracterizar o perfil de
resisténcia em 60 isolados de Pseudomonas para os antimicrobianos Ceftazidima e
Imipenem, detecc¢éo fenotipica das bombas de efluxo e detec¢cdo dos genes mex B,
mex D, mex Y e mex F de bomba de efluxo da familia Resisténcia-Nodulacéo-
Divisdo (RND), associados a fendtipos de resisténcia neste género bacteriano. O
perfil de resisténcia dos isolados foi avaliado através da Concentragdo Inibitoria
Minima (CIM) dos antimicrobianos Ceftazidima e Imipenem. Para a detecgdo
fenotipica das bombas de efluxo foi comparada a CIM do Imipenem (IMP) e da
Ceftazidima (CAZ) na presenca e na auséncia de carbonil cianida m-
clorofenilhidrazona (CCCP). A presenca dos genes foi verificada através da Reacao
em Cadeia da Polimerase (PCR). Os isolados de Pseudomonas aeruginosa (n=32)
mostraram-se mais resistentes aos antimicrobianos testados do que as outras
espécies do género (n=28). Na avaliacdo fenotipica das bombas de efluxo 10
isolados reduziram a CIM do IMP e 6 isolados reduziram a CIM da CAZ na presenca
do CCCP, indicando que bombas de efluxo possivelmente sdo responsaveis por
esta resisténcia nestes isolados. Dos 60 isolados utilizados no estudo, 95%
amplificaram o gene mex Y, 88% o0 gene mex B, 88% mex F, 48% mex D, no
entanto, quando os resultados do PCR foram comparados com a andlise fenotipica,
revelou que nem todos os isolados expressam 0s genes encontrados, portanto a
resisténcia pode ser associada também a outros mecanismos.

1 Dissertacdo de Mestrado em Microbiologia Agricola e do Ambiente, Instituto de
Ciéncias Basicas da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto
Alegre, RS, Brasil. (59p), Marco, 2016.



Presence of Efflux Pump in Pseudomonas sp. Isolated from Hospital Effluent
Untreated”.

Abstract

Author: Joice Maliuk dos Santos

Adviser: Dr. Gertrudes Corcao

The disposal of antimicrobial and bacteria through hospital effluents has contributed
to the increase and spread of antimicrobial resistance in the natural environment.
This resistance can be associated to gene acquisition, presence of efflux bombs or
intrinsic characteristics of the bacteria. This study aimed to: characterize the
resistance profile of 60 Pseudomonas isolates for Ceftazidime and Imipenem |, to
detect phenotypically efflux pumps systems and detect the genes mex B mex D, mex
Y and mex F responsible by the efflux pump family resistance-nodulation-division
(RND). The isolates resistance profile was evaluated by Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) of ceftazidime and imipenem |. For the phenotypic detection of
efflux pumps the MIC of imipenem (IMP) and ceftazidime (CAZ) in the presence and
absence of carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone (CCCP was compared. The
presence of the genes was verified by Polymerase Chain Reaction (PCR). Isolates of
Pseudomonas aeruginosa (n=32) were more resistant to antimicrobials tested than
other species of the genus (n=28). In the phenotypic evaluation of efflux pumps 10
isolates reduced the MIC of IMP and 6 isolates reduced the CAZ MIC in the
presence of CCCP, indicating that an efflux system can be responsible for the
resistance of the isolates. Of the 60 isolates used in the study, 95% amplified the
mex Y, 88% mex B, 88% mex F and 48% mex D, however, when the PCR results
were compared with the phenotypic analysis the results revealed that neither all
isolates express genes found, therefore the resistance observed might be associated
to another mechanism

1 Master of Science Dissertation in Agricultural and Environmental Microbiology,
Instituto de Ciéncias Basicas da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
Porto Alegre, RS, Brazil. (59p), March, 2016.
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1. INTRODUCAO

O género Pseudomonas pode ser encontrado em uma variedade de
ambientes devido a sua minima exigéncia nutricional, sendo capaz de utilizar
diferentes compostos organicos como fonte de energia. A habilidade de adquirir
resisténcia a maioria dos antimicrobianos também garante o sucesso deste
microrganismo para se estabelecer em diversos nichos ecoldgicos, principalmente
no ambiente hospitalar.

As espécies de Pseudomonas sédo consideradas um grande problema
clinico devido a sua resisténcia multipla a antimicrobianos e a dificil erradicacdo da
doenca. Entre as espécies do género que causam infec¢cdes oportunistas a P.
aeruginosa € a mais estudada. Encontrada normalmente como agente nosocomial,
esta espécie possui uma longa histéria de aquisicdo de multirresisténcia contra a
maioria dos antimicrobianos de ultima geracdo. Além de uma resisténcia natural
devido a baixa permeabilidade da membrana externa, presenca de beta-lactamases
e bombas de efluxo, os membros desta espécie tem capacidade de adquirir
praticamente todos os mecanismos conhecidos de resisténcia antimicrobiana (Vaz-
Moreira et al., 2012).

Outras espécies como a P. fluorescens , P. stutzeri e P. putida também
podem estar associadas a infec¢bes humanas. No entanto, informacgbes sobre a
resisténcia a antimicrobianos em outras espécies do género Pseudomonas sao
escassas, principalmente para os isolados ambientais. Infelizmente, algumas
espécies deste género possuem marcante capacidade de resistirem a desinfetantes,

caracteristica responsavel, em parte, por seu papel nas infec¢cdes hospitalares.
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Outro fator importante para seu desenvolvimento em ambientes hospitalares é a
capacidade de formacéo de biofilmes, que fornece para este género uma habilidade
de crescer em ambientes inesperados como residuos de sab&o, alguns tipos de
pomadas, torneiras, agua utilizada para dialise, cateteres e entre outros locais (Vaz-
Moreira et al., 2012; Madigan, 2015).

O wuso indiscriminado de agentes antimicrobianos nos ambientes
hospitalares vem contribuindo para o0 aumento de bactérias resistentes e
consequentemente para a disseminacédo de genes de resisténcia no meio ambiente
através dos efluentes hospitalares ndo tratados. Muitas substéncias antibiéticas
utilizadas na medicina humana podem ser descartadas no esgoto hospitalar ou
serem conduzidas diretamente ao esgoto municipal e, depois, para estacdo de
tratamento. Entretanto, esses efluentes podem entrar em contato com o ambiente
aquatico antes de receberem tratamento. Se as concentra¢des de antimicrobianos
encontradas no meio ambiente forem suficientemente altas, irdo gerar condigdes
seletivas para populagées resistentes (Kimmerer, 2003).

O conhecimento da influéncia dos antimicrobianos presentes em aguas
residuais na saude publica ainda € escasso, no entanto a presenca de altas
concentracdes de substancias antibioticas no ambiente aquéatico € uma preocupacao
mundial. Uma vez que muitas bactérias Gram-negativas possuem a capacidade de
adquirir e transmitir genes de resisténcia a outros patégenos e, consequentemente,
podem contribuir para a disseminacéo da resisténcia.

Sendo assim, o presente estudo teve como objetivo a deteccao fenotipica
das bombas de efluxo e realizar também a deteccdo de genes de bombas de efluxo
em isolados de Pseudomonas sp. de efluente hospitalar, previamente identificados
(Spindler, 2009; Fuentefria, 2009).

Os objetivos especificos foram:

- Deteccdo fenotipica das bombas de efluxo através da concentracdo
inibitéria minima na presenca e na auséncia de um desacoplador de forca préton
motiva, o carbonil cianida m-clorofenilhidrazona (CCCP).

- Detectar a presenca dos genes mexB, mexD, mexY e mexF de bomba
de efluxo da familia Resisténcia-Nodulacdo-Diviséo (RND) pela técnica Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR).



2. REVISAO BIBLIOGRAFIA

2.1 Pseudomonas sp.

O género Pseudomonas é caracterizado por abranger bacilos Gram-
negativos, retos ou levemente curvos que sédo dispostos aos pares e usualmente
moveis, devido a presenca de flagelos (Actor, 2011; Murray et al., 2011). Possuem
requisitos nutricionais simples, crescem em pH neutro e temperaturas mesofilicas
(Li, 2013).

Outras caracteristicas frequentemente associadas as espécies de
Pseudomonas: sdo oxidase positivas, negativas para formacédo de gas a partir de
glicose, citrato positivas, negativas para producdo de indol e beta-hemoliticas em
agar sangue. Também secretam pioverdina ou compostos similares que atuam
como sideréforos em condicbes de crescimento onde o ferro é um fator limitante
(Garrity, 1984). Crescem em meios relativamente simples a custa de compostos
organicos e podem crescer em temperaturas baixas, onde a melhor temperatura de
crescimento para a maioria das cepas é 28°C. Em algumas espécies, a temperatura
méaxima de crescimento é de 45°C, sendo estas consideradas termofilas. Essas
caracteristicas adaptaveis a uma variedade de condicOes fisicas contribuem para
sua presencga em diferentes ambientes (Palleroni, 2005).

O género compreende mais de 200 espécies em uma variedade de
ambientes, incluindo o solo, matéria organica em decomposi¢do, agua, na superficie
de plantas e animais e, por isso, € conhecido por sua ubiquidade no ambiente

natural (Ozen et al., 2011). A capacidade deste género em utilizar diferentes



compostos organicos como fonte de energia e carbono, assim como a sobrevivéncia
na auséncia de nutrientes tem sido atribuida a sua versatilidade genética que se
traduz em uma atividade metabdlica reforcada, permitindo a este grupo de bactérias
se adaptar e colonizar uma ampla variedade de nichos ecologicos (Ibginosa et al.,
2012).

2.2 Resisténcia antimicrobiana em Pseudomonas sp.

A resisténcia bacteriana € um grave problema de saiude mundial e a falta
de controle no uso de antimicrobianos tem causado sérias consequéncias, como 0
fracasso da terapia antimicrobiana, aumento da morbidade e mortalidade, além do
aumento de custos em acfes de manutencdo e prevencao de salde em humanos e
animais (Castellanos et al., 2014).

Muitos antimicrobianos e bactérias resistentes sdo descartados em
grande quantidade no ambiente como resultado do uso frequente e indiscriminado
de antimicrobianos nas praticas médicas, veterinarias e agrarias. A contaminacao
dos ambientes aquéticos por estes poluentes pode contribuir para manutencao e
disseminagcdo da resisténcia bacteriana (Fuentefria et al., 2011). Estudos tém
demonstrado que as aguas de residuos hospitalares sdo ambientes altamente
seletivos e que tem contribuido para o aparecimento de bactérias resistentes no
ambiente natural (Ferreira et al., 2011; Fuentefria et al., 2011; Mooges et al., 2014;).

A importancia clinica dos bacilos Gram-negativos ndo fermentadores tem
aumentado consideravelmente devido a gravidade das infec¢des, das altas taxas de
morbimortalidade em pacientes hospitalizados e do alto indice de resisténcia que
este microrganismos tem apresentado (Torres et al., 2006). A distribuicdo
generalizada de Pseudomonas sp. ocasiona algumas preocupacfes na saude
publica, pois algumas espécies sdo patdgenos oportunistas que podem colonizar
homens e animais. A maioria das espécies deste género tem capacidade de adquirir
resisténcia a diversos agentes antimicrobianos (Arslan et al., 2011; Vaz-moreira et
al., 2012).

Entre as espécies do género que causam infec¢cdes oportunistas a P.
aeruginosa € a mais estudada. Encontrada normalmente como agente nosocomial,
esta espécie possui uma longa historia de aquisicdo de multirresisténcia contra a

maioria dos antimicrobianos de ultima geragdo. Além de uma resisténcia natural



devido a baixa permeabilidade da membrana externa, a producdo de beta-
lactamases e a presenca de bombas de efluxo, os membros desta espécie tém
capacidade de adquirir e expressar praticamente todos os mecanismos conhecidos
de resisténcia antimicrobiana (Vaz-Moreira et al., 2012).

Espécies bacterianas de Pseudomonas sdo consideradas um grande
problema clinico devido a sua resisténcia multipla aos antimicrobianos e a dificil
erradicacdo da doenca. As caracteristicas deste género combinadas com 0 uso
indiscriminado de agentes antimicrobianos nos ambientes hospitalares contribuem
para a selecao de cepas bacterianas resistentes aos antimicrobianos convencionais,
causando o aumento da taxa de infeccdo hospitalar com alto indice de morbidade e
mortalidade (Fuentefria et al.; 2008; Vaz-Moreira et al., 2012; Castellanos et al.,
2014).

Além da P. aeruginosa outras espécies também sdo conhecidas por
causar infeccdes em humanos como a P. fluorescens , P. stutzeri e P. putida. No
entanto, informacgdes sobre a resisténcia a antimicrobianos em outras espécies do
género Pseudomonas sédo escassas, principalmente para os isolados ambientais
(Spindler et al., 2012; Vaz-Moreira et al.,2012).

2.2.1 Resisténcia a beta-lactamicos

O género Pseudomonas € naturalmente resistente a muitos
antimicrobianos utilizados em hospitais, além de possuir a capacidade de adquirir
resisténcia a praticamente todos os antimicrobianos comercialmente disponiveis
(Hocquet, 2007).

Os antimicrobianos beta-lactamicos compartiiham em comum, no seu
ndcleo estrutural, um anel central conhecido como B-lactamico, além disso, possuem
uma cadeia lateral variavel que permite a divisdo desta classe. Esta familia de
antimicrobianos é composta por penicilinas, cefalosporinas (ceftazidima),
monobactamicos, cefamicinas e carbapenémico (imipenem) (CLSI, 2015). Os (-
lactdmicos tem como principal mecanismo de acdo, a inibicAo de enzimas
envolvidas na sintese da parece celular bacteriana (Drawz & Bonomo, 2010).

As cefalosporinas séo caracterizadas pelo seu amplo espectro de acéo no

combate a diversas infec¢coes bacterianas. Este grupo € classificado em quatro

geracOes, cada qual composta por cadeias laterais que se diferem entre si,



conferindo para cada geracdo diferentes propriedades farmacocinéticas, sendo as
cefalosporinas de 42 geracdo as de maior espectro de acédo (Drawz & Bonomo,
2010). A ceftazidima é uma cefalosporina de terceira geracdo que possui uma
potente acdo contra bactérias do género Pseudomonas e contra algumas
Enterobacteriaceae. Sua potencia de acdo € reduzida contra microorganismos
Gram-positivos (Zasowski, 2015).

Os carbepenémicos desempenham um papel muito importante entre os -
lactamicos, pois possuem um amplo espectro de atividade e uma maior poténcia
contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas e, dessa forma sdo comumente
utilizados como tratamento de Ultima escolha (Papp-Wallace, 2011). Este grupo é
considerado uma importante opcao terapéutica para o tratamento de infeccbes
causadas pelo género Pseudomonas, devido a apresentarem uma consideravel
estabilidade frente a uma ampla variedade de B-lactamases em comparagcdo com
outros antimicrobianos da classe dos [-lactamicos, por isso sdo considerados
farmacos de reserva, frequentemente empregados como Uultimo recurso no
tratamento de infec¢cdes hospitalares causadas por bactérias Gram-negativas
resistentes aos demais [-lactamicos. Dentre 0s antimicrobianos deste grupo
encontra-se o Imipenem, Meropenem e Ertapenem (Neves, 2011; Campana, 2013).

O principal mecanismo de resisténcia aos beta-lactamicos no género
Pseudomonas ocorre devido a presenca de genes que atuam na degradacao
enzimatica do antimicrobiano pela producédo de beta-lactamases, mas a perda ou
diminuicdo da expressao de proteinas da membrana externa e a expressao de
bombas de efluxo também sdo mecanismos de resisténcia muito importantes no
género Pseudomonas e podem estar envolvidos nesta resisténcia (Poole, 2004,
Drawz & Bonomo, 2010).

2.3 Sistemas de Efluxo em Bactérias

A maioria dos mecanismos de protecdo bacteriana contra a entrada
indesejada de moléculas prejudiciais a célula é governada por um mecanismo de
transporte ativo para o exterior celular, um sistema denominado bomba de efluxo, no
qual proteinas de transporte expulsam substancias toxicas (Webber & Piddok, 2003;

Neves et al., 2011). Esses sistemas sdo responsaveis pela protecdo contra varios



antimicrobianos e desinfetantes na maior parte das espécies bacterianas (Neves et
al., 2011).

Os sistemas de efluxo sdo mecanismos cromossomicamente codificados
e amplamente distribuidos em bactérias Gram-negativas (Poole, 2004). Podem ser
especificos para um substrato ou por uma série de compostos estruturalmente
diferentes (Webber & Piddok, 2003).

De acordo com Webber et al. (2003) e Delmar et al. (2014), as bombas de
efluxo podem ser divididas em cinco familias distintas, sendo elas: ABC (“ATP
binding cassete”), MFS (“major facilitator superfamily”), SMR (“small muldrug
resistence”), RND (“resistence-nodulation-division”), MATE (“multidrug and toxic
compound extrusion”).

Os sistemas de efluxo séo caracteristicamente dependentes de energia,
utilizando o transporte ativo primario ou o transporte ativo secundario. O transporte
ativo primério € dependente da hidrolise de ATP, a familia ABC utiliza este tipo de
transporte (Piddok, 2006). No transporte ativo secundario, o gasto de energia é
oriundo da forca préton motora (Moreira, 2008), um gradiente eletroquimico no qual
0 movimento de ions conduz o transporte, e as familias RND, MATE, MFS e SMR
participam deste tipo de transporte (Piddok, 2006a).

As familias de efluxo estdo amplamente distribuidas entre as linhagens de
bactérias, incluindo as principais espécies patogénicas (Du et al.,, 2015). Com
excecdo da familia RND, que esta presente apenas em bactérias Gram-negativas,
os sistemas de efluxo das outras quatro familias estdo amplamente distribuidas

entre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (Sun et al., 2014).

2.3.1 Familia ABC

A familia de ligacdo cassete adenosina trifosfato (ABC) representa uma
das principais classes de transportadores e sédo importantes em diversas fungdes
biolégicas nas bactérias e nas células eucarioticas. Em bactérias, estes
transportadores sdo importantes fatores de viruléncia, pois desempenham um
significante papel na absor¢cédo de nutrientes, e na expulsdo de substancias toxicas e
de agentes antimicrobianos da célula bascteriana (Davidson & Chen, 2004), a partir
da hidrolise direta de ATP que fornece a energia necessaria para este transporte
(Moodley et al., 2015).



Alguns sistemas de efluxo da familia ABC ja foram identificados e
implicados na resisténcia bacteriana a muitos antimicrobianos de uso clinico. O
LmrA de Lactococcus lactis foi o primeiro sistema ABC relacionado a diminuigdo da
sensibilidade a diversos antimicrobianos como macrolideos, aminoglicosideos,
quinolonas, cloranfenicol, tetraciclinas, estreptograminas e lisaminas (Poelarends et
al., 2002; Lubelski et al., 2007). Neste sistema de efluxo, ainda estdo incluidos
outros transportadores como o MsrA que estad relacionado a resisténcia do
Staphylococcus epidermidis a eritromicina, o HorA presente em Lactobacillus brevis

envolvido no efluxo e resisténcia & novabiocina (Lage, 2003).

2.3.2 Familia MATE

A familia de extrusdo de multidrogas e compostos toxicos (MATE) é a
descoberta mais recente das bombas de efluxo, identificada pela primeira vez em
bactérias, onde contribui na resisténcia aos antimicrobianos (Wong et al., 2014).
Este sistema de efluxo foi classificado primeiramente como membro da superfamilia
MSF devido a presenca de 12 segmentos transmembranares. Entretanto, logo foi
identificado como um tipo diferente de transportador devido a diferenca na
sequencia de aminoacidos (Omote et al., 2006; Kumar & Schweizer, 2005).

As bombas de efluxo MATE dependem de um sistema de transporte
antiporte (protons H*) que acopla cétions sédio (Na*) (Ogawa et al., 2015) através da
membrana para o transporte de drogas, corantes catidnicos, etidio e outros (Kuroda
& Tsuchiya, 2009).

O transportador NorM de Vibrio parahaemolyticus contribuiu para a
caracterizacdo da familia, sendo o primeiro transportador MATE descoberto e que
confere resisténcia a norfloxacina e aos aminoglicosideos (Kuroda & Tsuchiya,
2009). Outros exemplos de bombas de efluxo pertencentes a familia MATE foram
descritas na literatura: YdhE de Escherichia coli, PmpM de P. aeruginosa e MepA de

Staphylococcus aureus, entre outras (Kuroda & Tsuchiya, 2009; Omote et al., 2006).

2.3.3 Familia MFS
A super familia dos facilitadores principais (MFS) € uma das mais antigas,

grandes e diversificadas superfamilias de efluxo, possuindo mais de mil membros



sequenciados. Além disso, a maioria desses transportadores € substrato especifico
e possuem 12 ou 14 segmentos transmembranares (Marquez, 2005).

Encontrada em eucariotos e procariotos, a familia MFS pode utilizar os
mecanismos uniporte, simporte soluto/cation (H* ou Na*), o antiporte soluto/H" ou o
antiporte soluto/soluto para o transporte de agucares, metabdlitos, anions, drogas e
aminoacidos (Kumar & Schweizer, 2005; Madej & Kaback, 2013). Nas bactérias,
esta familia de transportadores € a principal responsavel pela absorcdo de
nutrientes, embora alguns atuem como bombas de efluxo de drogas conferindo
resisténcia aos antimicrobianos (Saunders, 2003).

Desde a sua descoberta inicial, os transportadores MFS tornaram-se uma
area de intensiva investigacdo devido a capacidade de conferir resisténcia a
multiplas drogas (Kumar et al., 2013). A presenca de bombas de efluxo da familia
MFS é clinicamente relevante, principalmente em bactérias Gram-positivas como,
por exemplo, NorA em S.aureus, uma bactéria que causa doencas de pele e que
com a expressdao dessa bomba confere resisténcia ao cloranfenicol e as
fluoroquinolonas (Piddock, 2006). Outros sistemas de efluxo MFS, também
envolvidos na extrusdo de antimicrobianos séo: a Bmr e Blt de Bacillus subtilis, MdfA

e EmrD de Escherichia coli, KmrA de Klebsiella pneumonia (Shaheen et al., 2015).

2.3.4 Familia SMR

As proteinas da familia de baixa resisténcia multidrogas (SMR) sao
relativamente pequenas quando comparadas a outras familias de bomba de efluxo.
As subunidades deste sistema sdo compostas de 110 a 150 amino&cidos e possuem
apenas quatro segmentos transmembrana (Bay et al., 2008).

Semelhante a familia de transportadores MFS, a SMR também
demonstrou um transporte de efluxo préton-dependente através de um gradiente
eletroquimico pelo mecanismo antiporte (Bay et al., 2008). Ao contrario de outras
familias de transportadores, a SMR transporta apenas compostos lipofilicos, como
compostos quaternarios de amoénio e também antimicrobianos, antissépticos e
detergentes (Bay et al., 2008; Bay & Turner, 2009).

Os transportadores SMR séo encontradas em muitas bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas, mas o transportador EmrE de E. coli tem sido o mais

estudado e caracterizado, representando um modelo para a SMR (Wong et al.,
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2013). Outros exemplos bem estudados de bombas de efluxo desta familia incluem
EbrAB de B. subtilis, SsmE de Serratia marcescens e Smr de S. aureus , que estao
envolvidos na resisténcia a uma variedade e antimicrobianos e compostos

quaternarios (Bay et al., 2008; Srinivasan et al., 2009).

2.3.5 Familia RDN

O efluxo da familia RND é acionado através da for¢a préton motriz, um
gradiente eletroquimico em que o movimento de ions de hidrogénio conduz o
transporte do substrato. Transportadores de efluxo da superfamilia de resisténcia-
nodulacao-divisdo podem causar sérios problemas na quimioterapia do cancer e no
tratamento de infec¢des (Piddock, 2006b).

Em bactérias Gram-negativas, os transportadores desta familia s&o
particularmente eficazes na geracdo de resisténcia a antimicrobianos, devido a
formacéo de um sistema dividido em trés partes (FIGURA 1):

a) proteina transportadora inserida na membrana citoplasmatica e que
desempenha o papel de bomba — mexB, mexD, mexF e mexyY;

b) proteina de fusédo localizada no espaco periplasmatico que une as
outras duas proteinas, ou seja, a bomba e o canal de extrusdo — mexA, mexC, mexE
e mexX;

c) as proteinas de membrana externa ou porinas, que formam o canal de
extrusdo — OprJ, OprM e OprN (Horiyama & Nishino, 2014).

Cada um destes trés transportadores € essencial para o efluxo das
substancias e a auséncia de um Unico componente acarreta na inativagdo total do

complexo tripartite (Nikaido & Takatsuka, 2009)
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FIGURA 1: Modelo representativo dos sistemas de efluxo da familia RND presentes em
Pseudomonas aeruginosa, indicando a posi¢éo das proteinas que compde a bomba.
Fonte: Adaptagédo de Aeschlimann, 2003.

2.4 Sistemas de Efluxo em Pseudomonas

A resisténcia intrinseca aos antimicrobianos pelo género Pseudomonas é
relacionada em parte a sua baixa permeabilidade da membrana e a presenca de
sistemas de efluxo (Avrain et al., 2013). A partir do sequenciamento do genoma da
P. aeruginosa foram identificados doze sistemas de efluxo da familia RND
denominados mex, do inglés “multidrug efflux pump”, dos quais, dez ja estdo
caracterizados: MexAB-OprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN, MexXY-OprM, MexJK-
OprM, MexGHI-OpmD, MexVW-OprM, MexPQ-OpmE, MexMN, e TriABC
(Aeschlimann, 2003; Xavier, 2008; Avrain et al., 2013). Estes sistemas sao
denominados como MDR (Multi-drug Resistence), pois sdo capazes de conferir
resisténcia a uma ampla variedade de quimioterapicos (Kriengkauykiat, et al., 2005;
Piddock, 2006).

Entre os sistemas de efluxo da familia RND caracterizados em
Pseudomonas, o0 MexAB-OprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN e MexXY-OprM séo os
mais relacionados a resisténcia intrinseca e adquirida a uma ampla diversidade de
drogas de importancia clinica (Kriengkauykiat et al., 2005; Mesaros et al., 2007) .

Cada bomba possui afinidade a um determinado grupo de
antimicrobianos (TABELA 1), mas algumas drogas sdo substratos universais para

determinados tipos, como por exemplo, as fluoroquinolonas para as bombas mex e
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essa exposicdo tem contribuido para selecdo de mutantes de P.aeruginosa com o
fendtipo multirresistente a multiplas drogas (MDR) através da superexpressdo de
bombas de efluxo (Kriengkauykiat et al., 2005).

TABELA 1- Substratos antimicrobianos para diferentes bombas de efluxo
resentes em isolados do género Pseudomonas.

MexAB-OprM MexXY-OprM MexCD-OprJ MexEF- OprN
Aztreozan Amicacina Cefepima Ciprofloxacina
Carbenicilina Cefepima Cefuroxima Cloranfenicol
Cefotaxima Cefotaxima Cloranfenicol Clavulanato
CEFTAZIDIMA* Eritromicina Ciprofloxacina IMIPENEM*
Cefuroxima Ciprofloxacina Eritromicina Norfloxacina
Cloranfenicol Gentamicina Levofloxacina Levofloxacina
Ciprofloxacina Tetraciclina Nafcilina Sulbactram
Clavulanato Levofloxacina Norfloxacina Trimetoprima
Faropenem Tetraciclina
Levofloxacina
Meropenem
Nafcilina
Norfloxacina
Piperacilina
Sulbactram
Tetraciclina

Trimetoprima

* Ceftazidima e Imipenem sdo os antimicrobianos utilizados no presente estudo.
Fonte: Adaptacao de Aeschlimann, 2003.

O sistema MexAB-OprM é um dos sistemas de maior relevancia clinica
em Pseudomonas aeruginosa devido a sua grande prevaléncia em isolados de
amostras clinicas e por contribuir para a resisténcia intrinseca e adquirida a diversos
antimicrobianos (Masuda et al.,, 2000). Este sistema possui a capacidade de
expulsar véarias classes de antibiéticos ndo relacionados, mais especificamente,
transporta fluoroguinolonas, macrolideos, tetraciclinas, trimetroprim, sulfamidas,
cloranfenicol e a maioria dos B-lactamicos. (Avrain et al., 2013). E importante
ressaltar que o sistema MexAB-OprM transporta a classe dos B-lactamicos que nao
€ um substrato comum em bombas de efluxo, exceto o imipenem que nao é
transportado devido a diferencas em sua estrutura molecular (Xavier, 2008).

A expressao deste sistema é regulada pela insercéo da proteina MexR na

regido entre os genes mexR e mexA (regidao promotora do operon MexAB-OprM).
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Essa insercao permite a auto regulacdo do sistema, atuando como repressora do
MexAB-OprM (Masuda et al., 2000).

A bomba MexCD-OprJ nao contribui para resisténcia intrinseca aos
antimicrobianos, fazendo com que se diferencie dos outros sistemas de efluxo
identificados no género Pseudomonas. No entanto, a mutacdo no gene nfxB cujo
produto reprime esse sistema de efluxo leva a um aumento consideravel da
producdo de MexCD-OprJ e consequentemente a resisténcia de antimicrobianos
como alguns B-lactamicos, fluoroquinolonas, macrolideos, tetraciclinas,
sulfametoxazol e cloranfenicol (Jeannot et al. 2008). Estudos tem demonstrado que
mutantes que nao possuem a regidao MexAB-OprM e expressam o sistema MexCD-
OprJ estéo relacionados a extrusdo de ceftazidima e cefoperazona (Masuda, et al.,
2000).

O sistema MexEF-OprN € regulado pelo gene mexT, que por sua vez
regula negativamente a porina OprD, causando uma diminuigado na sua expresséao, o
que gera um aumento na resisténcia ao imipenem (Llanes et al., 2011). A
porina OprD é a principal via de entrada do imipenem em P. aeruginosa, cuja
auséncia de expressao é frequentemente observada em cepas resistentes a este
antimicrobiano (Fetar et al.,2011). Além disso, esse sistema de efluxo pode reduzir a
expressdo das bombas MexAB-OprM e MexXY-OprM, pois parece exercer uma
atividade corregulatéria sobre elas (Maseda et al., 2000; Llanes et al., 2011).

O MexXY-OprM é um intrigante sistema de efluxo de mdultiplas drogas,
pois apesar de transportar um namero bem menor de substratos comparado ao
sistema MexAB-OprM, ele pode remover muitas substancias antipseudomonas
clinicamente Uteis como aminoglicosideos, macrolideos, fluoroquinolonas e

tetraciclinas (Aeschlimann, 2003; Avrain et al., 2013).

2.5 Inibidores de Sistemas de Efluxo

Com a caracterizacdo dos sistemas de efluxo e a identificacdo da sua
importancia na resisténcia bacteriana a antimicrobianos de uso clinico, surgiu o
interesse em compostos que atuam como inibidores destes sistemas. E possivel
avaliar fenotipicamente a expressao das bombas de efluxo através de compostos

gue agem inibindo as suas funcionalidades (Askoura et al., 2011).
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As substancias inibidoras utilizam mecanismos diferentes para atuar
sobre a funcionalidade dos sistemas, como:

- inibicdo da ligacdo da droga com a propria bomba de efluxo;

- inibicdo da interacdo entre componentes que formam o sistema de
efluxo;

- restricdo da fonte de energia;

- inibicdo da expressao génica dos sistemas de efluxo

Dentre as substancias mais utilizadas estéo a phenylalanine arginyl beta-
naphthylamide (PaBN) e carbonyl cyanide 3-chlorophenylhydrazone (CCCP).

A PaBN foi o primeiro a ser identificado e caracterizado como inibidor dos
quatro sistemas de efluxo presentes em Pseudomonas sp., 0 MexAB-OprM, MexCD-
Oprd, MexEF-OprN e MexXY-OprM (Sun, 2014). O principal mecanismo de atuacéo
deste sistema é através da inibicdo competitiva, em que a bomba de efluxo
reconhece a PapN como substrato ao invés do antimicrobiano alvo. Dessa forma, o
inibidor compete com o antimicrobiano pelo sitio de ligacdo da bomba sendo expulso
para fora das células e, consequentemente, aumenta a concentracdo do
antimicrobiano no interior da célula (Askoura et al., 2011).

O principal mecanismo pelo qual o CCCP atua como inibidor de sistemas
de efluxo é a dissipacdo do gradiente de prétons através da membrana interna
(Dreier.& Ruggeron, 2015). O CCCP é conhecido ndo s6 como um inibidor da forca
préton motiva, mas como inibidor das bombas de efluxo da familia RND, podendo
ser adicionado em &gar Muller-Hinton durante a sua preparacdo, sendo assim este
inibidor tem disso utilizado em estudos fenotipicos de bombas de efluxo (Adabi et al.,
2015). Estudos tem demonstrado que este inibidor esta relacionado com a inibicao
das bombas de efluxo das familias MATE, RND e SMR (Zhang, 2010).

O CCCP tem sido utilizado em laboratério por abolir totalmente o efluxo
de diversos tipos de moléculas, no entanto, sua elevada toxicidade o torna inviavel
para o uso terapéutico (Mahamoud, 2007).

Assim, a inibicdo das bombas de efluxo por estas moléculas descritas
acima é promissora no sentido de aumentar a concentracéo intracelular de droga,
restabelecer a atividade da droga contra as bactérias resistentes, e reduzir ainda

mais o desenvolvimento de bactérias resistentes (Askoura et al., 2011).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Askoura%20M%5Bauth%5D
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2.6 Microorganismos Resistentes no Ambiente Aquético

A dispersdo e a evolugdo de microorganismos resistentes a
antimicrobianos tém sido muito relacionadas a ambientes aquaticos. A agua constitui
ndo somente um ambiente de disseminacdo de bactérias resistentes entre
populacées de humanos e de animais, mas também uma via na qual os genes de
resisténcia séo introduzidos nos ecossistemas naturais (Baquero, 2008).

A introducdo e o progressivo acumulo de antimicrobianos, detergentes,
desinfetantes e residuos da poluicdo industrial tém favorecido a dispersédo e
aumento da resisténcia destes microorganismos no ambiente aquatico (Baquero et
al., 2008). Pesquisas conduzidas em varios paises tém detectado tanto a presenca
de microorganismos resistentes como concentracdes de antimicrobianos em
micrograma por litro ou nanograma por litro variando em diferentes ambientes
aquaticos, tais como, efluente hospitalar, esgoto municipal, estacdes de tratamento
de esgoto, aguas superficiais, lagos, oceanos e agua potavel (Kimmerer, 2003;
Baquero et al., 2008;).

Diante desses fatos percebe-se que a presenca destas drogas no meio
ambiente contribui para a selegdo de mecanismos de resisténcia aos
antimicrobianos no meio ambiente (Kimmerer, 2004; Baquero et al., 2008).

Estudos mostram que mais de 90% dos isolados bacterianos originados
da agua do mar séo resistentes a pelo menos um antibiético e 20% sao resistentes a
pelo menos cinco (Baquero, 2008). A conducédo de uma pesquisa em aguas de rio
nos Estados Unidos apresentou um alto nivel de resisténcia em todos os rios
testados e entre os géneros identificados estavam Acinetobacter, Alcaligenes,
Citrobacter, Enterobacter, Pseudomonas, Serratia, Klebsiella e Proteus (Ash et tal.,
2002). No Rio de Janeiro, um estudo do esgoto hospitalar identificou uma ampla
variedade de géneros bacterianos e todos os isolados foram considerados
multirresistentes (Chagas et al., 2011).

Além de microorganismos resistentes em aguas residuais, esgotos e
efluentes hospitalares, outro problema é a alta concentracdo de antimicrobianos
encontrada nestas aguas. Em rios japoneses, um elevado numero de
antimicrobianos pode ser encontrado como sulfonamidas, trimetoprim, e macrolideos

(Baquero et al., 2008). Outro estudo, detectou concentracdes de 0,7 a 124,5 g/L
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ciprofloxacina e concentracées compreendidas entre 20 e 80 g/L de Ampicilina no
efluente de um grande hospital na Alemanha (Kimmerer, 2003).

Considerando a falta de dados nacionais sobre a contribuicdo de sistemas
de bombas de efluxo para a resisténcia do género Pseudomonas em isolados de
efluente hospitalar, realizamos tanto a pesquisa da presenca de genes associados a
este mecanismo de resisténcia quanto a analise fenotipica da para estudar a

presenca de bombas de efluxo em isolados ambientais.
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3. MATERIAIS E METODOS

O estudo foi realizado no laboratério de Microbiologia e Biologia Molecular
222F, do Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia do Instituto de

Ciéncias Basicas de Saude (ICBS) na Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

3.1 Meios de Cultura e Solucdes
Os meios de cultura e solucdes utilizados na pratica desta dissertacao

estao descritos nos anexos.

3.2 Isolados Bacterianos

Foram selecionadas 159 cepas de Pseudomonas sp., previamente
coletadas e identificadas, que foram obtidas de efluentes hospitalares de Porto
Alegre e de Passo Fundo (Fuentefria et al., 2015 e Spindler et al., 2012). Destas
cepas que estavam armazenadas em @&gar conservagdo, apenas 60 foram
recuperadas, sendo 32 isolados de Pseudomonas sp. e 28 de Pseudomonas
aeruginosa.

As 28 cepas de Pseudomonas aeruginosa foram identificadas em um estudo
prévio através de provas bioquimicas e da amplificacdo do gene 16S rRNA pela
técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (Fuentefria et al., 2011). As
outras 32 cepas foram identificadas como pertencentes ao género Pseudomonas
através de provas bioquimicas e da amplificacdo do gene 16S rRNA pela técnica de
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (Spindler et al.,, 2012) mas ainda nao

tiveram as espécies identificadas.

3.3 Recuperacéao dos Isolados
Os isolados encontravam-se estocados em Agar conservacdo e mantidos
a temperatura ambiente. A partir do agar conservacao as amostras foram semeadas

em caldo Brain Heart Infusion (BHI), e cultivadas por 48h em estufa a 37°C. A seguir,


http://www.biomedicinapadrao.com/2012/04/caldo-bhi-brain-heart-infusion.html
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foram semeadas em Agar Cetrimide por 48h em estufa a 37° e, os isolados que
tiveram crescimento foram semeados em Agar Triptona de Soja (TSA) para
obtencéo de colbnias isoladas, o cultivo foi realizado em estufa a 37°C por 24h. A

pureza dos isolados foi verificada por coloracdo de Gram.

3.4 Concentracéo Inibitoria Minima

A determinacdo da Concentrac@o Inibitéria Minima (CIM) foi realizada
pelo método de microdiluicio em caldo e foram utilizados dois antimicrobianos B-
lactamicos, um classificado como carbapenémico, o imipenem (IMP) e o outro como
cefalosporina, a ceftazidima (CAZ), seguindo a determinacdo do Clinical Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2015).

Para o preparo do in6culo, os isolados foram semeados em placas de
TSA, e mantidos em estufa a 37°C durante 24 horas. As coldnias isoladas foram
suspendidas em solucéo salina a 0,9% seguindo a escala MacFarland (1-2 X10°
UFC/mL) para ajuste da turvacdo. Essa suspenséao bacteriana foi novamente diluida
em solucdo salina a 0,9% em uma proporcdo de 1:10 (10’ UFC/mL). Ap6s a
preparacdo do indculo, foi realizada a diluicdo seriada do antimicrobiano em caldo
Mueller Hilton nas concentracfes de 512, 256, 128, 64, 32, 16, 8, 4, 2 e 1ug/mL
(CLSI, 2015). Em microplaca de 96 pocos, foram pipetados 100puL das diluicbes do
antimicrobiano em cada poc¢o e 5uL do in6culo diluido na proporcdo 1:10, obtendo-
se uma concentracdo bacteriana final de aproximadamente 5X10° UFC/mL. Em
todos os testes foi utilizado um controle negativo em que foram pipetados 100 uL do
caldo Mueller Hilton sem o antimicrobiano e sem indculo para observar a esterilidade
do meio de cultura e um controle positivo, com caldo sem antimicrobiano em que 0
in6culo foi semeado para observar o crescimento bacteriano e controle das diluicbes
do antimicrobiano, no qual uma cepa sensivel de Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 era semeada.

A CIM foi estabelecida como a menor concentracdo do antimicrobiano
gue inibiu o crescimento bacteriano. Foram considerados resistentes a CAZ os

isolados que apresentaram CIM =32 ug/mL e para o IMP =8 ug/mL (CLSI, 2015).
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3.5 Sistema de efluxo dependente da forca préton motiva

Para deteccdo de mecanismos de bomba de efluxo dependentes de forca
préton-motora foram realizados testes de inibicdo por microdiluicdo na presenca e
auséncia de um desacoplador da forca proton motiva, carbonil cianida m-
clorofenilhidrazona (CCCP), que diminui a energia disponivel ao transporte, ou seja,
ele inibe a acédo das bombas de efluxo.

Foram realizados testes com diversas concentracbes de CCCP, para
cada isolado e, a concentracdo escolhida, foi a maior que mantinha o crescimento
microbiano. Este teste foi realizado em caldo Mueller Hilton no volume final do poco
de 105ul, com 10° UFC/mL da cultura bacteriana, 10uM de CCCP e antimicrobiano
na concentracado determinada pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI,
2015).

A reducdo da CIM de no minimo duas vezes, em presenca do

desacoplador, indica resultado positivo para bombas de efluxo (Moreira et al., 2005).

3.6 PCR para Deteccédo dos Genes de Bombas de Efluxo

3.6.1 Extracédo de DNA

A extracdo de DNA foi realizada conforme protocolo descrito por Misbah
et al. (2005), com modificagdes. Os isolados foram cultivados em placas contendo
TSA a 37°C por 24h. Apos a incubacéo, foram selecionadas de duas a trés colbnias
gue foram suspendidas em microtubos contendo 100uL de agua MiliQ e fervidas por
dez minutos. ApGs a fervura, as amostras foram centrifugados a 1200 g por dez
minutos, resultando num sobrenadante contendo o DNA bacteriano que foi separado
e armazenado a -20°C para amplificacdo posterior dos genes.

3.6.2 Amplificagdo dos genes de Bomba de Efluxo

Para a identificacdo da presenca de bombas de efluxo foi realizado a
amplificagéo dos genes mexB, mexD, mexF e mexY a partir da técnica de PCR. As
sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores utilizados estdo determinadas

utilizando o programa Gene Fischer Interactive Primer Design, de acordo com as
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sequéncias do gene de estudo, depositadas e publicadas na rede mundial de

computadores no GeneBank e sdo apresentados na Tabela 2 (Xavier, 2008).

TABELA 2- Oligonucleotideos Iniciadores utilizados para amplificacdo dos genes de bomba
de efluxo.

Genes Primers Sequéncia 5’- 3’ Tamanho do

fragmento (pb)

mexB mexB-F GTGTTCGGCTCGCAGTACTC 244

mexB-R  AACCGTCGGGATTGACCTTG

mexD-F  CGAGCGCTATTCGCTGC 165
mexD L oxD-R  GGCAGTTGCACGTCGA

mexF-F  CGCCTGGTCACC GAGGAAGAGT 255
mexF

mexF-R  TAGTCCATGGCT TGCGGGAAGC

mexY-F  CCGCTACAACGGCTATCCCT
mexY 250

mexY-R AGCGGGATCGACCAGCTTTC

As reacdes de amplificacdo foram realizadas em misturas contendo 2,5
mM de MgCl, 0,3 mM de dNTP’s, 1uM de cada oligonucleotideo, 1U Taq DNA-
Polimerase, 1X de tampéo de reacdo Tag DNA-polimerase e 2uL de DNA bacteriano
em um volume final de 25uL. O equipamento utilizado foi o termociclador
Mastercycler personal nas seguintes condi¢cdes para 0s genes mexB e mexD: um
ciclo inicial de desnaturacdo a 94°C por 1 minuto, seguido de 35 ciclos de
desnaturacdo a 94°C por 1 minuto, 57°C por 1 minuto, e 72°C por 1 minuto e, ao
final dos 35 ciclos, seguidos de uma extensao final de 10 minutos a 72°C. Para os
genes mex F e mex Y, as condi¢cbes de ciclagem foram mantidas com excecao da
temperatura de anelamento que ocorreu a 60°C.

Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
corado com brometo de etidio, a corrida ocorreu em tampédo TAE 1x, a 80mV, por

aproximadamente uma hora e visualizados em luz ultravioleta.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Perfil de Resisténcia das Cepas Estudadas a Ceftazidima e ao
Imipenem

Os 60 isolados apresentaram um perfil de resisténcia de 63,3% para
ceftazidima (38/60) e 55% para o imipenem (33/60) de acordo com o resultado da
andlise de concentracéo inibitéria minima (CIM) realizada. No grupo Pseudomonas
aeruginosa 85.7% dos isolados apresentou resisténcia para ceftazidima e 92,9%
para o imipenem, sendo assim os isolados foram téo resistentes para Ceftazidima
como para o imipenem. Entre os isolados de Pseudomonas sp. 46.9%
apresentaram resisténcia a ceftazidima e 21,9% para o Imipenem, demonstrando
gue a resisténcia a ceftazidima foi superior a do imipenem (TABELA 3). Os isolados
de Pseudomonas aeruginosa mostraram-se mais resistentes aos antimicrobianos
testados do que o grupo de Pseudomonas sp.

Ao compararmos a resisténcia dos isolados aos dois antimicrobianos
(ceftazidima e Imipenem) testados, verificamos que os isolados do grupo de
Pseudomonas aeruginosa foram mais resistentes aos dois antimicrobianos (82,14%)

do que os isolados do grupo de Pseudomonas sp. (18,75%).
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TABELA 3- Resisténcia a Ceftazidima e Imipenem dos isolados de Pseudomonas sp. e
Pseudomonas aeruginosa de efluentes hospitalares.

Pseudomonas sp. (n= 32) P. aeruginosa (n=28)
Antimicrobianos Isolados Percentual Isolados Percentual

Resistentes (%) Resistentes (%)

15 46,9% 24 85,7%

Ceftazidima
7 21,9% 26 92,9%
Imipenem
6 18,75% 23 82,14%

Ceftazidima +Imipenem
Ceftazidima +Imipenem: isolados que foram resistentes aos dois antimicrobianos.

4.2- Avaliacdo Fenotipica das Bombas de Efluxo

A determinacdo fenotipica da expressdo dos sistemas de efluxo foi
realizada através da comparacdo das CIMs dos antibiéticos (ceftazidima e
imipenem), na auséncia e na presenca do inibidor de bomba. O teste na presenca
do CCCP foi realizado apenas nos isolados que apresentaram resisténcia ao
antimicrobiano testado sendo considerados positivos para esta avaliacdo aqueles
que apresentaram reducdo na CIM de no minimo duas vezes na presenca da
substancia inibidora (Moreira et al., 2005). (TABELA 4).
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TABELA 4- Concentracdo Inibitéria Minima de isolados de Pseudomonas sp e Pseudomonas.
aeruginosa na auséncia e presenca de CCCP.

CIM (ug/mL) CIM (ug/mL)
IMP+ CAZ+ IMP+ CAZ+
ISOLADOS IMP CCCP CAZ CCCP ISOLADOS IMP CCCP CAZ CCCP
139L <1 ol >512 512 E5 <1 - <1 ok
L19 64 <1 64 64 F22 128 8 256 256
L20 32 32 512 128 F28 64 16 16 b
L25 256 2 128 64 F35 32 16 16 b
L27 32 16 128 64 H12B | >512 256 >512 >512
L36 <1 *x 256 256 L10 >512 >512 >512 512
L39 <1 &3 512 64 L11 >512 512 >512 >512
M36 1 ** 256 256 L12 512 512 >512 >512
55L 1 bl 128 <1 L13 4 ** 8 b
116L 1 *k 128 128 L14 512 256 512 256
M12 <1 xk 8 xk L17B | >512 >b12 >512 >512
93L 512 16 256 256 L21 >512 256 >512 >512
3L <1 kx5 >512 256 L50 >512 128 >512 >512
30L <1 xk 8 xk L25 >512 512 >512 >512
L40 64 8 512 128 L12 512 256 >512 >512
Pseudomonas 591 <1 ** 256 64 Pseudomonas L17 5512 512 >512 512
>P- L2 | <t = 256 128 geruginosa {113 |>s12 512 256 256
1L <1 xk <1 xk M20 16 8 512 >512
aL <1 *k <1l * M20A 512 512 512 512
25L <1 xk <1 xk M23 16 16 512 512
20L 1 iz 1 iz M12 >512 256 >512 >512
33L <1 * <1 *ok N4 >512 512 >512 >b512
38L 4 *x 8 *x N5 >512 512 >512 >512
54L <1 *x 4 b N7 >512 512 >512 >512
57L 8 8 8 * N18 512 256 >512 >512
118L <1 *x 4 hd N6 >512 >512 >512 >512
136L <1 *x <1 *x N8 >512 512 >512 >512
A10 2 *k <1 xk N17 >512 512 512 256
L59 <1 ok <1 ok
M14 <1 *x <1 i
N31 <1 i3 <1 o
P99 <1 *x <1 s

CIM: concentracao inibitoria minima; IMP: imipenem; CAZ: Ceftazidima; CCCP: carbonil cianida
m-clorofenilhidrazona. Asteriscos (**) indicam que o isolado néo foi testado com CCCP, pois ja
eram sensiveis ao antimicrobiano.

Para os isolados estudados, foi necessario conhecer a concentracdo de
CCCP que néo modificasse o crescimento bacteriano, mas que influenciasse o
gradiente de protons. Entdo, utilizou-se nos experimentos a maior concentracdo do

desacoplador que manteve o crescimento microbiano, a concentracdo de CCCP
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utilizada foi de 10uM. O inibidor de bomba de efluxo foi testado apenas nos isolados
gue apresentaram a CIM 232 ug/mL para ceftazidima e =8 pg/mL para o imipenem
(CLSI, 2015).

A concentracéo inibitéria minima do imipenem na presenca e na auséncia
do CCCP foi testada nos 33 isolados resistentes a este antimicrobiano e variou de
>512 pg/mL a <1 pg/mL. Em Pseudomonas sp. apenas 7 dos 32 isolados foram
testados com CCCP e observou-se a diminuicdo da CIM em L19, L25, 93L, L40,
representando 57% dos isolados testados. Nos isolados de Pseudomonas
aeruginosa 26 dos 28 isolados foram testados com CCCP e a reducdo da CIM na
presenca no inibidor foi identificada em F22, F28, H12B, L21, L50, M13
representando 23% dos isolados testados. Essa reducdo na CIM sugere que o
mecanismo de resisténcia destes isolados para o imipenem seja dependente de
energia oriunda de forga proton motiva.

A concentracdo inibitoria minima da ceftazidima na presenca e na
auséncia do CCCP foi testada nos 39 isolados resistentes a este antimicrobiano e
variou de >512 pg/mL a <1 pg/mL. Em Pseudomonas sp. 15 entre os 32 isolados
foram testados com CCCP e observou-se a diminuicdo da CIM em L20, L39, 55L,
3L, L40, 52L, representando 40% dos Isolados testados. No grupo de Pseudomonas
aeruginosa 24 entre os 28 isolados foram testados e ndo houve alteracao no perfil
de resisténcia na presenca do CCCP.

A utilizacdo do desacoplador provocou a reducdo da resisténcia
bacteriana para alguns isolados testados, indicando que as bombas de efluxo foram
responsaveis pela resisténcia ao IMP tanto no grupo de Pseudomonas aeruginosa
guanto para Pseudomonas sp. A resisténcia a CAZ causada pelas bombas de efluxo
parece estar presente somente nos isolados de Pseudomonas sp. Estes resultados
revelam que este tipo de mecanismo de resisténcia foi mais frequente entre os
isolados do grupo Pseudomonas sp

Para Moreira et al. (2008) a reducédo da CIM apés a adicao de CCCP é
indicativo na presenca de um sistema de efluxo multidrogas. Porém, relatam que um
fendtipo de multirresisténcia nem sempre é devido a um unico sistema de efluxo,
mas a varios sistemas de efluxo droga especifica, num sistema global de regulacéo.

Diferentemente do IMP, quando os isolados de P.aeruginosa foram

tratados com a CAZ na presenca do inibidor , ndo houve alteracdo no perfil de
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resisténcia. Askoura et tal. (2011) descreve que PaBN é o principal inibidor da
bomba MexAB-OprM em Pseudomonas aeruginosa. De acordo com Sun (2014)
PaBN foi caracterizado como inibidor dos quatro sistemas de efluxo presentes em
Pseudomonas sp., 0 MexAB-OprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN e MexXY-OprM. A
utilizacdo de um marcador mais especifico para as bombas de efluxo estudadas
pode gerar resultados diferentes.

No presente estudo o fato da concentracao inibitéria minima da CAZ néo
ter reduzido na presenca do CCCP pode ser uma relacdo semelhante ao mecanismo
citado por Van Bambeke et al. (2010) e Avrain et al. (2013) em que o efeito do
CCCP pode ter sido mascarado por outros mecanismos de resisténcia, causado
resultados falso-negativos. Por outro lado, também podemos sugerir a falta de
expressao de bomba de efluxo, alteracdo genética ou o inibidor ndo especifico para

0 género Pseudomonas.

4.3 Avaliagéo da Presencga de Genes de Sistemas de Bomba Efluxo
Os isolados foram analisados quanto a presenga de genes para
sistemas de bombas de efluxo mexB (bomba de efluxo MexAB-OprM), mexY (bomba
MexEF-OprN), mexD (bomba de efluxo MexCD-OprJ) , mexF (bomba de efluxo
MexEF-OprN). O resultado de alguns isolados quanto a amplificacdo do gene mexF
pode ser observado na FIGURA 2.

Em um total de 60 isolados analisadas quanto a presenca dos genes mex,
em 88% houve amplificacdo do gene mexB, em 95% amplificacdo do mexY, 48% do
mexD e 88% do mexF. Os resultados desta analise pode ser verificados na Tabela
5. Assim, pode-se supor que 95% seja capaz de expressar o0 sistema MexXY-OprM,
88% o sistema MexAB-OprM, 88% o sistema MexEF-OprN , e 48% o sistema
MexCD-OprJ .
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F5 F22 L10 M L11 CN

FIGURA 2: Produtos de PCR obtidos através da amplificagéo de
um fragmento do gene mexF.(255pb) nos isolados F5, F22, L10,
L11 de Pseudomonas aeruginosa. M: Marcador (100 pb); CN:
Controle Negativo.

TABELA 5 - Distribuicdo Percentual (%) dos genes de bomba de efluxo em 60
isolados de Pseudomonas sp. e Pseudomonas aeruginosa.

Isolados Positivos / Isolados Investigados (%)

Isolados mexB mexY mexD mexF

0, 0, 0, 0,
Pseudomonas sp. 26/32 (81%) 31/32 (97%) 9/32 (28%)  28/32 (88%)

_ 27/28 (96%) 26/28 (93%) 20/28 (71%) 25/28 (89%)
P. aeruginosa

Total 53/60 (88%) 57/60 (95%) 29/60 (48%) 53/60 (88%)

O gene mexB teve uma alta incidéncia (53/60 — 88%) nos isolados
investigados, igualando-se ao relato de alta incidéncia deste gene em isolados
clinicos de P. aeruginosa. E possivel que este sistema de efluxo seja caracteristico

de isolados desta origem (Neves, 2010). Para Xavier et al. (2011), a resisténcia aos
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B-lactdmicos em P. aeruginosa parece ter uma relacéo positiva com a expressao do
sistema de efluxo MexAB-OprM, ja que a frequéncia de isolados que
hiperexpressavam esse sistema € maior entre aquelas amostras que mostraram-se
resistentes aos 3-lactamicos.

Masuda et al. (2000) descreveram a bomba de efluxo MexAB-OprM como
o sistema de maior relevancia entre os isolados clinicos de P. aeruginosa devido a
sua alta prevaléncia em amostras clinicas. Entre os resultados obtidos no grupo de
P.aeruginosa, o sistema MexAB-OprM foi o mais frequente no grupo (96%), o que
pode estar associado aos dados de Masuda et al. (2000), pois muitas das bactérias
de origem clinica acabam sendo transferidas para o0 meio ambiente através dos
efluentes hospitalares.

O gene mexY codificador da bomba de efluxo MexXY-OprM teve uma
incidéncia maior nos isolados de efluente hospitalar deste estudo, pois 95% (57/60)
dos isolados tiveram amplificacdo para este gene. Este resultado contrapde o
resultado de Xavier et al. (2011) que nao obteve expressao deste sistema de efluxo
em isolados clinicos estudados.

O gene mexD, codificador do sistema MexCD-OprJ, teve uma baixa
incidéncia (48% - 29/60) nos isolados deste estudo, sendo que em P aeruginosa a
percentagem de isolados foi 71%. Em estudo realizado por Xavier (2011), que
analisou a expressao de genes de efluxo, o sistema MexCD-OprJ foi 0 que menos
apresentou significancia em sua expressao.

O gene mexF, codificador do sistema MexEF-OprN, também apresentou
uma alta incidéncia quanto a sua presenca nos isolados estudados, caracterizando
88% (53-60). Estes resultados estdo de acordo com Neves (2011) onde 82% dos
isolados clinicos apresentaram amplificacao para este gene.

Ao analisarmos a Tabela 5 a partir dos grupos de Pseudomonas sp. e P.
aeruginosa, podemos observar ainda que no grupo de Pseudomonas sp. obtivemos
uma alta incidéncia dos gene mexY (97%), seguida dos genes mexF (88%) e mexB
(81%). O gene mexD esteve presente em apenas (28%) dos isolados, indicando
possivelmente sua baixa incidéncia em isolados ambientais.

O segundo sistema mais frequente nos isolados de Pseudomonas sp. foi
o0 MexEF-OprN o que indica uma maior relevancia deste sistema de efluxo nos

isolados deste grupo, o que pode ter relagdo com a resisténcia de 7 isolados deste
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grupo ao imipenem ja que este antimicrobiano € substrato especifico deste sistema
de efluxo (TABELA 1). Entretanto, o sistema de efluxo mais frequente neste grupo, o
MexXY-OprM, nédo utiliza os antimicrobianos testados (ceftazidima e imipenem)
como substratos, portanto seria importante testar o perfil de resisténcia destes
isolados frente a outros antimicrobianos, que sao substratos para esta bomba de
efluxo.

No grupo de P. aeruginosa (TABELA 5) obtivemos uma alta incidéncia em
todos os genes: Mex B (96%), Mex Y (93%), Mex F (89%) e Mex D (71%). Um
estudo com isolados clinicos de P. aeruginosa originados de infeccbes sanguineas
do Brasil (Xavier et al., 2010), ndo observou a expressao de genes da bomba de
efluxo MexCD-OprJ entre seus isolados. Os resultados do presente estudo e de
Xavier et al. (2010) podem estar associados a baixa incidéncia deste gene em
isolados brasileiros, j& que o gene mex D foi 0 menos encontrado em todos o0s
isolados do presente estudo.

Entretanto, ao comparar a analise de PCR com os resultados da CIM na
presenca do CCCP (Tabela 6) verifica-se que nem todas os isolados reduziram na
presenca do inibidor de bomba de efluxo, o que pode significar que o mecanismo de
resisténcia que esteja atuando ndo seja dependente de forca préton motora para
todos os isolados.



TABELA 6- Comparacao entre a presenca de genes de efluxo e a CIM na presenca e
auséncia do Carbonil cianida m-clorofenilhidrazona (CCCP).
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P99

Genes mex CIM (ug/mL) Pesquisa
blaSPM-1
IMP+ CAZ+ | (Fuentefria et

ISOLADOS | mex B mexY mexD mex F|IMP CCCP CAZ CCCP al.,2009)
139L - + - + <1 * >512 512 -
L19 + + - - 64 <1l# 64 64 -
L20 + + + + 32 32 512 128 # -
L25 + + + + 256 2# 128 64 -
L27 + + + + 32 16 128 64 -
L36 - + - - <1 o 256 256 -
L39 + + - + <1 L2 512 64 # -
M36 + + + + o 256 256 -
S5L + + - + L2 128 <1# -
116L + + + + *x 128 128 -
M12 - + - + <1 *k 8 *% }
93L + + + + 512 16# 256 256 -
3L + 5l + + <1 **  >512 256 # -
30L + + - + <1 *k 8 *k .
L40 + + - + 64 8# 512 128# -
Pseudomonas sp. 52L ¥ " i * <1 - 256 64# -
L62 S + - + <1l *k 256 128 -
1L - + - + <1 *k <1 *k .
4L - + - - <1 *k <1 *x .
25L + - - + o<1 o <1 o -
29L + & - + 1 ok 1 ox -
33L + + - + <1 *k <1 *k .
38L + + = 1 4 *k 8 o )
54L + + - + <1 * *k .
57L + + + + 8 8 8 o i
118L + + - + <1 ok - i
136L + + - + <1 *k <1 ok _
Al10 + + + + 2 *% <1 *% _
L59 + + - + <1 o <1 - i
M14 + + - + <1 *k <1 i -
N31 + + = - <1 *x <1 *x -
+ + - + <1 *x <1 ** -




30

TABELA 6- Continuacdo - Comparacédo entre a presenca de genes de efluxo e a CIM na presenca e
auséncia do Carbonil cianida m-clorofenilhidrazona (CCCP).

Pesquisa

CIM (ug/mL) blaSPM-1

(Fuentefria

Genes mex et al.,2009)

IMP+ CAZ+
ISOLADOS| mex B mexY mexD mexF|IMP CCCP CAZ CCCP

E5 + + = + <1l ek <1 *k =
F22 + + + + 128 8# 256 256 -
F28 + + - + 16 16 16 16 =
F35 + + + + |32 16# 16 16 -
H12B + - + - >512 256# >512 >512 -
L10 + + + + >512 >512 >512 512 -
L11 + + + ot >512 512 >512 >512 -
L12 + + - + 512 512 >512 >512 -
L13 + + + + 4 *k 8 ** -
L14 + + + + 512 256 512 256 -
L17B + + - + >512 >6512 >512 >512 -
L21 + + + + >512 256# >512 >512 +
L50 + + + + >512 128# >512 >512 -
Pseudomonas || 25 + + + + >512 512 >512 >512 +
aeruginosa | ;5 + + + + |s12 256 512 >512 -
L17 + + - + >512 512 >512 512 -
M12 + + + T >512 512 256 256 -
M20 + + + + 16 8 512 >512 -
M20A + + + + 512 512 512 512 -
M23 + + + + 16 16 512 512 -
M13 + + = - >512 256# >512 >512 -
N4 + + + + >512 512 >512 >b512 -
N5 + + = + >512 512 >512 >b512 +
N7 + + + + >512 512 >512 >512 +
N18 + + + T 512 256 >512 >512 +
N6 - - - - >512 >512 >512 >512 +
N8 + + + + >512 512 >512 >b512 +
N17 + + + + >512 512 512 256 +

CIM: concentracao inibitéria minina; IMP: imipenem; CAZ: ceftazidima. Os asteriscos (**) indicam que o

isolado nédo foi testado com CCCP, pois era sensivel ao antimicrobiano. O simbolo (#) indica o isolados

gue reduziram na presenca do CCCP. blaSPM-1 indica o gene pesquisado por Fuentefria et al.,2009 para

verificar a presenca de metalo-pB-lactamases (MBLS) nestes isolados.
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No grupo de Pseudomonas sp. houve reducdo da CIM do imipenem na
presenca do CCCP nos isolados L19, L25, 93L e L40, em todos foram amplificados
os genes de efluxo mex B e mexY. No entanto, L25 e 93L também apresentaram
amplificacédo pelo mex D e mexF e L40 amplificou o mexF.

No isolado L19, como o resultado de PCR apresentou amplificacdo
somente para 0s genes mex B e mexY, o mecanismo de resisténcia ao imipenem
parece ser a expressdo da bomba MexXY-OprN, pelo fato de o sistema MexAB-
OprM ser conhecido por néo transportar o antimicrobiano Imipenem (Xavier, 2008).
Nos isolados (L25, 93L), nos quais foi observado a presenca de todos os genes
testados, o sistema MexEF-OprN pode estar envolvido na resisténcia , ja que este
possui a capacidade de transporte do Imipenem. Os antimicrobianos transportados
por cada sistema de efluxo podem ser vistos na Tabela 1.

Existem relatos que o sistema MeXxEF-OprN seja responsavel pela
reducdo da expressdo das bombas MexAB-OprM e MexXY-OprN, pois parece
exercer uma atividade corregulatoria entre elas (Llanes et al., 2011; Maseda et al.,
2000). Neves (2011) confirmou a expressdo de MexEF-OprN como Unico
mecanismo de resisténcia ao imipenem e meropenem em alguns isolados de
Pseudomonas.

A reducéo da CIM da ceftazidima em isolados de Pseudomonas sp. na
presenca do inibidor de forca préton motora (CCCP), foi observada em 6 amostras
estudadas (L20, L39, 55L, 3L, L40, 52L). Destes isolados, em L20 observamos a
presenca de todos os genes de efluxo. Nos outros isolados ndo foi observado
apenas a presenca do gene mex D, sendo amplificado todos os outros genes. A
ceftazidima é subtrato para MexAB-OprM ( Aeschlimann, 2003), logo nestes isolados
este mecanismo deve ser o responsavel pela resisténcia.

No grupo P. aeruginosa 6 isolados ( F22, F28, H12B, L21, L50, M13)
tiveram a reducéo da CIM do Imipenem na presenca do CCCP. Destes, o F22,L.21 e
L50 apresentaram todos os genes estudados. O F28 ndo amplificou o gene mex D, o
isolado H12B ndo amplificou os genes mex Y e mex F e o isolado M13 néo
amplificou os genes mex D e mex F. O sistema MexEF-OprN utiliza o Imipenem
como substrato  (Aeschlimann, 2003), desta forma podemos sugerir que o
mecanismo envolvido na resisténcia dos isolados F22, L21 e L50 e F28 seja o
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sistema de efluxo MexEF-OprN, pois amplificaram o gene mex F e reduziram a
concentracéo inibitéria minima do imipenem na presenca do CCCP.

No grupo de P. aeruginosa ndo houve reducdo na Concentracdo Inibitoria
Minima da Ceftazidima na presenca do CCCP, mesmo com a amplificacdo de genes
de efluxo para a maioria destes isolados. Com esse resultado, podemos sugerir que
o principal mecanismo de atuacao na resisténcia destes isolados a ceftazidima nao
sdo os sistemas de efluxo estudados. Provavelmente, outro mecanismo de
resisténcia esteja atuando neste grupo.

Adabi et al. (2015), relataram que isolados de Pseudomonas
ciprofloxacina resistentes apresentaram trés genes de efluxo simultaneamente (mex
A, mex C e mex E). No entanto, comparando com a analise fenotipica das bombas
de efluxo concluiram que alguns genes devem estar inativos pois ndo reduziram a
CIM na presenca do CCCP.

Pournaras et al. (2005) relataram que isolados que expressavam sistemas
bombas de efluxo Mex (MexAB-OprM e MexXY-OprM), foram suscetiveis a
Ceftazidima e explicaram que isso se devia ao fato deste antimicrobiano ser pouco
afetado por sistemas de efluxo. Segundo eles, a auséncia de atuacédo de outros
mecanismos de resisténcia para combinar com a atuacdo das bombas de efluxo
pode ser a causa da suscetibilidade dos isolados frente a ceftazidima, mesmo com a
expressao dos sistemas MexAB-OprM e MexXY-OprM.

Em estudo realizado por Fuentefria et al. (2009), com os mesmos isolados
utilizados neste trabalho, verificou-se a presenca do mecanismo de resisténcia
conhecido como metalo pB-lactamases (MBLs) através do gene blaspm.1 . As MBLsS
hidrolisam quase todos os B-lactdmicos comercialmente disponiveis e potencializam
a resisténcia aos B-lactamicos causada por sistemas de efluxo além de reduzir a
permeabilidade celular (Livermore, 1989). De acordo com os resultados de
Fuentefria et al. (2009), os isolados de P. aeruginosa L21,L25, N5, N6, N7, N8, N17
e N18 apresentaram o gene blaspm.1 € nO presente estudo mostraram um alto nivel
de resisténcia (> 512ug/mL) para os dois antimicrobianos testados. E provavel que
estes dois mecanismos de resisténcia estejam agindo em conjunto e sejam o0s

responsaveis pelos altos niveis de resisténcia destes isolados.
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Alguns isolados do grupo Pseudomonas sp. (57L) e do grupo P.
aeruginosa (L13) apresentaram todos os genes de efluxo testados no trabalho, mas
mesmo assim foram sensiveis aos dois antimicrobianos utilizados no estudo. De
acordo Masuda et al. (2000) a expressao simultanea de varios sistemas pode causar
alteracdes na especificidade do substrato de cada sistema multidrogas. A partir
desse resultado é possivel presumir que as bombas de efluxo podem perder a sua
especificidade na expressao de todos os sistemas de efluxo (MexAB-OprM, MexCD-
Oprd, MexEF-OprN, MexXY-OprM), perdendo a capacidade de conferir resisténcia
aos antimicrobianos testados.

Os genes codificadores dos sistemas de efluxo sao constituintes normais
do genoma bacteriano e, dessa forma, fornecem para a bactéria um potencial
intrinseco de desenvolver um fendtipo de resisténcia aos B-lactamicos sem a
aquisicdo de novos genes (Hasdemir, 2004). Sendo assim, 0s genes e proteinas de
bombas de efluxo podem estar presentes tanto em cepas resistentes quanto em
cepas sensiveis. Alguns sistemas podem ser induzidos por substratos especificos,
fazendo com que um isolado aparentemente sensivel expresse um sistema de
efluxo de tal forma que se torne resistente (Piddock, 2006b).

Embora acredite-se que as bombas de efluxo confiram um nivel de
resisténcia de baixo a moderado, seu impacto no tratamento clinico € considerado
de suma importancia, ja que pode resultar na falha de antimicrobianos em sitios de
infeccdo onde as concentragdes da droga sdo menores do que as ideais (Mesaros et
al., 2007).

Pela metodologia utilizada, pode-se sugerir a atuacdo de sistemas de
efluxo nos isolados que reduziram a CIM na presenca do inibidor, porém néao
podemos afirmar que sistemas de efluxo estejam ausentes nos demais isolados.
Mesmo em isolados sensiveis, genes de efluxo pesquisados neste estudo foram
encontrados o0 que significa que podem se tornar resistentes a partir de uma
mutacdo ou incorporacdo de uma informacdo genética que codifica a resisténcia
(Kimmerer, 2003) ou a partir da inducdo por um substrato especifico de tal forma
gue se torne resistente (Piddock, 2006b).

Considerando que os isolados utilizados no estudo séo provenientes de
efluente hospitalar, ambiente que contém alta carga de antimicrobianos,

desinfetantes, detergentes, entre outros, o contato com estas substancias no meio
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ambiente pode exercer uma pressdo seletiva que pode resultar no estabelecimento
de mutacdes que expressariam sistemas de efluxo mais eficientes. Ambientes de
efluentes hospitalares s&do também conhecidos por apresentarem altas
concentracdes de detergentes e desinfetantes os quais favorecer a permanéncia de
linhagens bacterianas que expressam sistemas de efluxo que utilizam estas
moléculas como substrato, mesmo na auséncia de antimicrobianos. Este processo
também contribui para a permanéncia de bactérias que carreiam genes de
resisténcia aos antimicrobianos e consequentemente para sua disseminacdo no
ambiente.

Ha relatos de véarios autores que os antimicrobianos podem atuar como
indutores e originar eventos mutacionais que provovem a hiperexpressdo das
bombas de efluxo, e assim a exposicdo a concentracfes subterapéuticas de
antibiéticos pode apresentar como consequéncia a selecdo de estirpes mutantes
(Baquero, 2008; Lynch, 2006). Nossos resultados demonstram a capacidade dos
isolados ambientais expressarem bombas de efluxo e o elevado nivel de resisténcia
dos mesmos, por isso destacamos a importancia da monitorizacdo do uso de
antibioticos e o tratamento cuidadoso e eficiente dos efluentes hospitalares.

Portanto, este estudo demonstra que efluentes hospitalares néao tratados
sdo uma grande fonte de contaminagdo ambiental e um reservatorio de bactérias
resistentes com grande capacidade de expressar bombas de efluxo. A presenca de
antimicrobianos no esgoto hospitalar combinados com o descarte de
microrganismos favorece o aumento das Concentragdes Inibitérias Minimas dos
antiicrobianos e, consequentemente, a resisténcia bacteriana. Diante dos resultados
encontrados é possivel concordar com Baquero (2008) de que agua constitui ndo
somente um ambiente de disseminacdo de bactérias resistentes entre populacdes
de humanos e de animais, mas também uma via na qual os genes de resisténcia

sdo introduzidos nos ecossistemas naturais.
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5. CONCLUSOES

5.1- Os isolados de P. aeruginosa mostraram-se mais resistentes a

ceftazidima e ao imipenem dos que os isolados de Pseudomonas sp.

5.2- Dos 28 isolados de P. aeruginosa testados com CCCP para o
antimicrobiano Ceftazidima nenhum deles reduziu a CIM, o que indica que as
bombas de efluxo com energia oriunda da for¢a préton-motora ndo séo responsaveis
pela resisténcia a Ceftazidima destes isolados. Quando testados com o
antimicrobiano Imipenem, 6 isolados tiveram a reducdo na CIM na presenca do

CCCP, sugerindo a atuacédo das bombas de efluxo.

5.3- Tanto no grupo de Pseudomonas aeruginosa quanto no grupo de
Pseudomonas sp. alguns isolados reduziram a CIM quando foi adicionado um
inibidor de forca proton-motiva (CCCP), o que indica a atuacdo de bombas de efluxo

do tipo mex.

5.4 No grupo de Pseudomonas aeruginosa obtivemos uma alta incidéncia de
todos os genes testados (mexB, mexY, mexF, mexD). Entre os isolados de
Pseudomonas sp. obtivemos uma alta incidéncia dos genes mexB, mexY, mexF. O
gene mexD esteve presente em apenas (28%) dos isolados, indicando

possivelmente sua baixa incidéncia em isolados ambientais.
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5.5- Mesmo na presenca de genes que codificam as bombas de efluxo alguns
isolados foram sensiveis aos antimicrobianos testados, isto porque estes isolados

ndo devem estar expressando estes genes.

5.6- Nos isolados de Pseudomonas aeruginosa oito isolados apresentaram
tanto o gene o gene blaspy.y como os genes de bomba de efluxo testados. E
provavel que estes dois mecanismos estejam atuando em conjunto e sejam 0S

responsaveis pelos altos niveis de resisténcia (>512ug/mL) destes isolados.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Estudos complementares quanto a expressao dos genes mexB, mexD,
mexY e mexF através da técnica de PCR em Tempo Real ajudariam a compreender
melhor a funcdo das bombas de efluxo na resisténcia aos antimicrobianos testados.
Além disso, a pesquisa de outros mecanismos de resisténcia que possam estar
atuando juntamente com as bombas de efluxo pode colaborar para o entendimento
de como estes mecanismos atuam e como podem estar interligados.

A utilizacdo de outro inibidor da forca préton motora como, por exemplo, a
phenylalanine arginyl beta-naphthylamide (PaBN), pode resultar em CIM diferentes
das encontradas com o CCCP, sendo possivel comparar a atuacdo destes dois

principais inibidores de bomba de efluxo para os sistemas mex.
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8. ANEXOS

8.1- Meios de Cultura
Cetrimide Agar

Hidrolisado Pancreético de Gelatina — 20g
Cloreto de Magnésio — 1,49

Sulfato de Potassio — 10g

Glicerol — 10mL

Cetrimida — 0,39

Agar — 13,69

Agua destilada — 1000mL

Caldo BHI (Brain Heart Infusion)

Infusé@o de Cérebro de Vitelo - 200g
Infusdo de Coracgéo Bovino — 2509
Peptona proteose — 10g

Dextrose - 29

Cloreto de Sédio — 5,09

Fosfato Dissddico — 2,59

Agua destilada — 1000mL

Agar TSA (Agar Triptona de Soja)

Hidrolisado Enzimético de Caseina — 15¢g
Peptona de Soja — 5¢g

Cloreto de Sédio — 5g

Agar — 15¢g

Agua destilada — 1000mL

8.2 Solugdes para Eletroforese
TAE 50X

Tris base — 2429

Acido Acético Glacial — 57,1mL
EDTA (0,5M, pH 8,0, ) — 100mL
Agua destilada — 715,1mL

TAE 1X

TAE 50X — 20mL
Agua Destilada — 980mL



Gel de Agarose 1%

Agarose - 1g
TAE 1X —100mL

Solucéo de Brometo de Etidio
Brometo de Etidio — 10mg/mL
Agua destilada esterilizada — 1 mL
Solucéo estoque, armazenar a 4°C.
Tampéo de corrida 6X

Azul de Bromofenol — 0,5g

Glicerol — 30mL
Agua destilada — 70mL

Ajustar o pH com NaOH (1M) até obter uma coloragéo escura.

Armazenar a -20°C.
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