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Pseudomonas aeruginosa multirresistente: um problema e et
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Multidrug-resistant Pseudomonas aeruginosa: an endemic problem in Brazil

Patricia R. Neves'; Elsa M. Mamizuka? Carlos E. Levy3; Nilton Lincopan*

TR resumo

Pseudomonas aeruginosa | Relatos mundiais tém documentado a problematica da endemicidade de isolados clinicos de Pseudomonas
aeruginosa multirresistente (MDR) aliada a elevados indices de morbidade/mortalidade. No Brasil, surtos
de infeccdo ocasionados por P. aeruginosa tém sido relacionados com uma disseminacéo clonal da espécie.
Atualmente, as op¢des terapéuticas para o tratamento das infeccdes causadas por esse microrganismo
Metilases sdo limitadas, muitas vezes restringindo-se ao uso de carbapenémicos (p. ex., imipenem [IPM]). Assim,
a resisténcia ao IPM é uma questéo de satide publica, uma vez que esse antibidtico € empregado como
Gltimo recurso no tratamento de infeccdes de origem hospitalar, causadas por bactérias Gram-negativas
Porinas multirresistentes. No Brasil, os principais mecanismos relacionados com fenétipos multirresistentes de
P. aeruginosa sao producdo de metalobetalactamase (MBL) do tipo SPM-1, presenca de metilase 16S
rRNA RmtD, perda de porina OprD e superexpressdo de bombas de efluxo, o que pode explicar
os altos indices de resisténcia a carbapenémicos e aminoglicosideos. A emergéncia de cepas com
essas caracteristicas é preocupante, tendo em vista a escassez de terapias efetivas no tratamento de
infeccdes por esse patégeno. Finalmente, com base em relatos nacionais, publicados por diferentes
grupos de pesquisa, podemos deduzir que a convergéncia de mltiplos mecanismos de resisténcia em
P. aeruginosa tem sido um evento favorével para a selecdo de diferentes clones endémicos multirresistentes
disseminados no Brasil.

Resisténcia bacteriana

Carbapenemases

Bombas de efluxo

abstract ST

Global reports have documented the endemicity of multidrug-resistant (MDR) Pseudomonas aeruginosa | Pseudomonas aeruginosa
associated with high levels of morbidity/mortality. In Brazil, outbreaks of MDR P. aeruginosa have been related
to clonal dissemination. Currently, therapeutic options for the treatment of these infections are restricted
to carbapenemic antibiotics (i.e., imipenem [IPM]). Thus, carbapenem resistance is a public health issue,
since carbapenems are considered the last resort to nosocomial infections caused by MDR Gram-negative | Methylases

Bacterial resistance

Carbapenemases

bacteria. In Brazil, the main mechanisms associated with MDR P. aeruginosa phenotypes are metallo-beta-
lactamase (MBL) production (SPM-1 enzyme), presence of 165 rRNA methylase RmtD, loss of OprD porin,
and overexpression of efflux pumps, which may explain the high level of carbapenem and aminoglycoside | Porins
resistance. Accordingly, the emergence and dissemination of MDR strains is worrisome. Finally, based on
national reports published by different groups of investigators, it is deduced that the convergence of multiple
mechanisms of P. aeruginosa resistance has played a major role in the selection of endemic MDR clones
widespread in Brazil.

Efflux pumps
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Introducao

Pseudomonas aeruginosa é um dos principais agentes de
infeccdo nosocomial em hospitais brasileiros, onde diversos
estudos tém associado sua presenca a uma disseminacao
clonal da espécie® 20 25 36 63, 81,92)

A importancia clinica da infeccdo por P. aeruginosa
caracteriza-se pela expresséo de mltipla resisténcia a anti-
bacterianos associada a uma dificil erradicacdo da doenga,
consequentemente com elevados indices de morbidade e
mortalidade®' 3 €3,

Esse microrganismo pode apresentar resisténcia natural
ou adquirida a grande nimero de antibiéticos utilizados na
pratica clinica®* %,

O intercambio de material genético, que ocorre de
forma natural intra ou interespécies entre os bacilos
Gram-negativos, é apontado como um dos responsaveis
pela aquisicdo de determinantes de resisténcia. Assim, a
capacidade que P. aeruginosa possui de tornar-se resistente
durante o tratamento ao antibiético é inerente a espécie e
muitas vezes, inevitavel®,

Nas unidades de terapia intensiva (UTls) de hospitais
brasileiros, a resisténcia a antibidticos € muito preocupante.
Estudos multicéntricos, sejam do SENTRY ou do MISTYC,
tém mostrado que a resisténcia ao imipenem (IPM) é o
principal problema encontrado e os indices de resisténcia
em nosso pais tém aumentado drasticamente nos Gltimos
anos (Tabela 1).

Estudos epidemioldgicos nacionais realizados pelo
SENTRY, direcionados a pacientes hospitalizados, avaliaram
3.728 isolados, entre bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, obtidos de 12 centros hospitalares de quatro
estados, e P. aeruginosa foi responsavel por 496 (13,3%)
casos e o terceiro patégeno mais frequente, com 30,2%
de resisténcia ao IPM®%. Ja o MYSTIC, especifico para

Tabela 1

estudos epidemiolégicos em UTls, avaliou 1.550 amostras
de bactérias Gram-negativas, provenientes de 20 centros
hospitalares, e P. geruginosa estava envolvida em 30,3%
(470 isolados) das infec¢Ges de corrente sanguinea/cateter,
trato respiratdrio, trato urindrio, pele/tecidos moles, e com
36,6% de resisténcia ao IPM©@?, Qutros estudos, realizados
no Sul e Centro-Oeste do pais, relataram percentuais de
resisténcia de 58,9% até 82,7%, respectivamente@® 121,
Esse aumento no perfil de resisténcia aos antibidticos € uma
tendéncia globalizada, gerando maior impacto na América
Latina (Tabela 1).

A importancia do IPM na terapia e as
consequéncias da resisténcia nas infec¢des
por P. aeruginosa

Os antibiéticos carbapenémicos (IPM e meropenem
[MEM]) sédo betalactamicos de amplo espectro, derivados
da tienamicina, com atividade bactericida no tratamento
de infeccdes provocadas por isolados multirresistentes de
P. aeruginosa. Possuem consideravel estabilidade diante da
maioria das betalactamases, incluindo as de amplo espectro
(ESBL); por essa razao, os carbapenémicos sao considerados
farmacos de reserva, frequentemente empregados como
dltimo recurso no tratamento de infec¢des hospitalares
causadas por bactérias Gram-negativas resistentes aos
demais betalactdamicos ou a outros antibacterianos®*°".

Assim, como a frequéncia de P. aeruginosa resistente
aos carbapenémicos tem aumentado significativamente e
como a inddstria farmacéutica ndo tem lancado uma al-
ternativa terapéutica com um espectro de atividade similar
ou superior ao IPM, o atual prognéstico das infeccdes por
bactérias multirresistentes muitas vezes é desfavoravel. Nesses
casos, 0 panorama atual da antibioticoterapia restringe-se a
alternativas terapéuticas com farmacos considerados inade-
quados devido a sua alta toxicidade, como, por exemplo, as

indice de resisténcia em Pseudomonas aeruginosa isolada no Brasil

Antibicticos Resisténcia (%)
América Latina Brasil
Regido Regido Regiado
SIS SRS LIRSS Centro-geste“z“ Sudegste‘g” Su%‘zg)
Imipenem 37,8 30,2 36,6 58,3 38,3 82,7
Meropenem 35,6 25,6 33,9 50,0 30,4 -
Amicacina 34,6 30,5 33,8 57,6 35,6 78,7
Ceftazidima 43,7 34,3 36,0 48,7 36,5 90,7
Ciprofloxacino 50,1 41,3 48,3 59,5 43,0 93,7
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polimixinas (polimixina B e colistina), as quais, muitas vezes,
ndo se encontram disponiveis comercialmente no Brasil®*4!.78),

Principais mecanismos de resisténcia ao
imipenem em P. aeruginosa

A perda de sensibilidade ao IPM pode ser decorrente da:
a) perda de porinas; b) presenca de proteinas de ligacdo
as penicilinas (PBP) com baixa afinidade por carbapenémi-
cos; ¢) superexpressao de bombas de efluxo; d) hidrélise
enzimética.

Entre os mecanismos responsaveis pela resisténcia ao
IPM, aimpermeabilidade da membrana, devido a perda de
porinas ou a superexpressao das bombas de efluxo, confere
uma resisténcia adicional a varias classes de antibidticos
como resultado de um efeito cascata gerado por multiplos
mecanismos de resisténcia inter-relacionados®' 3% 7. 72),

P. aeruginosa produtora de
metalobetalactamase

Desde 2002, seguindo uma tendéncia mundial, isolados
produtores de metalobetalactamase (MBL) comecaram a ser
descritos no Brasil, sendo responsaveis pelos elevados niveis de
resisténcia aos carbapenémicos® *%3, A exceco do aztreonam,
essas enzimas degradam todos os betalactdmicos, incluindo as
associacdes com inibidores comerciais de betalactamases, como
tazobactam, clavulanato e sulbactam. O grupo MBL é repre-
sentado por enzimas tipo imipenem (IMP)(%), Verona integron-
encoded metallo-beta-lactamase (VIM)©®®, German imipenemase
(GIM)®, Seoul imipenemase (SIM)“9, Sdo Paulo metallo-beta-
lactamase (SPM-1)193, Australian imipenemase (AIM)'®, Kyorin
health science metallo-beta-lactamase (KHM-1)®7, New Delhi
metallo-beta-lactamase (NDM-1)""9, Dutch imipenemase
(DIM-1)® e Tripoli MBL (TMB-1)0'7,

Em isolados de P. aeruginosa produtores de MBL no
Brasil, tem sido relatada a presenca de IMP e VIM, porém
o principal problema se concentra em isolados produtores
de enzimas SPM-1, que parecem ser endémicos e respon-
séveis por altos indices de mortalidade®'- 26 47, 64 93,104,122
A identificacdo das MBLs em P. geruginosa é uma urgéncia
clinica e epidemioldgica. Laboratorialmente, a pesquisa de
MBL pode ser realizada similarmente a triagem de ESBL nas
enterobactérias, porém séo utilizados inibidores derivados
de écidos tidlicos ou agentes quelantes, como 4cido eti-
lenodiaminotetracético (EDTA), acido 2-mercaptoacético
(MAA) e 2-mercaptopropionico (MPA)®). Além do método
de aproximacdo de disco para determinacdo de MBL,
existem fitas comerciais denominadas Etest (AB Biodisk,

Suécia). Reducdo > 3 diluicdes na CIM do imipenem em
presenca de EDTA é um indicativo da produgado de MBL,
como demonstrado na Figura 1¢8 71109,

O método de dupla difuséo do disco para deteccéo de
isolados produtores de MBL indicou o MPA como agente
quelante de maior sensibilidade entre os inibidores de MBL
utilizados (MAA, EDTA, CuCl, e FeCl,), tendo ceftazidima
(CAZ) como substrato®. Posteriormente, foi relatado que
0 EDTA, em presenca do substrato IPM, apresentou maior
sensibilidade para deteccao de isolados produtores de MBL
por meio do teste de sinergismo com disco de EDTA® 77,
A eficiéncia do EDTA em baixas concentragdes foi relatada
para indicar a presenca de MBL, aumentando sua eficacia
na presenca dos substratos CAZ e MEM em isolados pro-
dutores de MBL dos tipos VIM e IMP®?. Outros pesqui-
sadores indicaram, em um estudo com nimero reduzido
de amostras avaliadas, o MPA como melhor inibidor®2,
Ha um UGnico relato avaliando um método de triagem
para a deteccao de MBL feito no Brasil®. O método utili-
zado nesse estudo foi o do disco combinado, em que os
inibidores foram adicionados diretamente sobre o disco
contendo o antibidtico (CAZ e/ou IPM), observando-se
mudancas em comparac¢do com o halo de inibicdo para
os discos antibiéticos sem adi¢do do inibidor. Um recente
estudo, realizado com diversos isolados de P. aeruginosa
imipenem resistentes clonalmente diferentes, revelou
que para a identificacdo fenotipica de MBL tipo SPM-1,
utilizando dupla difusdo do disco, a melhor combinacéo
resultou ser MAA-CAZ, ressaltando que o uso de mais de
um substrato na presenca de mais de um inibidor (EDTA,
MPA, IPM) inclui a deteccdo de MBL do tipo VIMY,
confirmando dados de estudos com enfoque estrutural e
biogquimico da enzima, que tém mostrado que SPM-1 pos-
sui comportamento diferente de outras MBLs, mostrando
propriedades hidroliticas totalmente diferentes® %), Essa
informacao é importante, uma vez que SPM-1 é a principal
MBL produzida por isolados brasileiros de P. aeruginosa,
enzima até o momento restrita ao Brasil.

Porinas

As bactérias Gram-negativas possuem, em sua com-
posicdo, uma membrana externa que fisiologicamente
se caracteriza por ser a primeira linha de defesa contra
compostos toxicos.

O ingresso de substancias na bactéria é controlado pelas
porinas de membrana externa (OMP), que sdo proteinas
capazes de formar canais constituidos de d4gua em seu
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Figura 1 — Método de dupla difuséo do disco (A e B) e método Etest MBL (C e D)

(A) Positividade para MAA-CAZ e MPA-CAZ (formagéo de zona de inibig&o de crescimento bacteriano); (B) positividade para EDTA-CAZ,
MAA-CAZ e MPA-CAZ; (C) Etest positivo em isolado SPM-1 (decréscimo da CIM de > 256 pig/ml para 4 ug/ml na presenga de EDTA);
(D) Etest positivo em isolado VIM (decréscimo da CIM de 16 pg/ml para 4 ug/ml na presenga de EDTA). Os isolados testados foram
obtidos durante um estudo multicéntrico realizado em Séo Paulo, no periodo entre 2004 e 20077,

MBL: metalobetalactamase; IPM: imipenem; MAA: écido 2-mercaptoacético; CAZ: ceftazidima; MPA: acido 2-mercaptopropibnico;
EDTA: 4cido etilenodiaminotetracético; SPM-1: Sao Paulo metallo-beta-lactamase; CIM: concentragéo inibitéria minima; VIM: Verona

integron-encoded metallo-beta-lactamase.

interior, o que permite a difusdo passiva de solutos hidro-
filicos através da membrana externa?®.

As OMP das bactérias Gram-negativas tém sido clas-
sificadas e caracterizadas segundo sua atividade, estrutura
funcional, regulacéo e expressao“.

Em P. geruginosa, diferentes porinas podem ser en-
contradas em sua membrana externa, cada qual com sua
funcéo, como OprC, OprD, OprE e OprF. Entre elas, a OprF
€ a mais abundante e, provavelmente, a mais utilizada
para difusdo da maioria dos betalactamicos no interior da

bactéria®®. OprC e OprE sdo canais inespecificos, utiliza-
dos por alguns antimicrobianos. A presenca de OprD,
também denominada porina D2, tem sido amplamente
investigada, uma vez que a auséncia ou mesmo a expres-
sdo reduzida do gene oprD, codificador dessa porina, tem
contribuido para a resisténcia aos carbapenémicos, espe-
cialmente IPM (Tabela 2)@3 2 54 75,115117,120)

Devido a falta de consenso sobre a caracterizacéo des-
sa proteina com determinado peso molecular, podemos
encontrar relatos da auséncia de proteinas OprD de 42 até
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Interpretacao fenotipica de mecanismos

de impermeabilidade associados a
producdo de MBL em Pseudomonas
Tabela 2 EEVUIITH

IPM IPM/EDTA MBL  Porina OprD
S S - +

I/R I/R - -
R R + -
R S + +

MBL: metalobetalactamase; IPM: imipenem; EDTA: écido
etilenodiaminotetracético; S: sensivel; I: intermediario; R: resistente; (-):
negativo/ausente; (+): positivo/presente.

*Adaptado de Livermore (2003)%3.

54 kDa®® 5255,69.73,75,103,120) com fenétipos IPM resistentes.
De fato, existem relatos que indicam a existéncia de ho-
mélogos da proteina OprD, o que pode gerar produtos de
expressdo de tamanhos diferenciados® 1% 190 Além disso,
a auséncia dessa proteina tem sido atribuida a presenca de
sequéncias de insercdo no gene estrutural(® 71119,

Fisiologicamente, a principal funcdo da porina OprD
é permitir a captacdo passiva dos aminoacidos basicos
através da membrana externa. Sabe-se que ela é capaz de
permitir a entrada de carbapenémicos, ainda que nao de
outros betalactamicos??. A afinidade e a capacidade de
difusdo de IPM por meio dessa porina sao quase 70 vezes
mais elevadas que as observadas para MEM ). Isolados que
apresentam mutacdes na porina OprD sdo selecionados
durante o tratamento com IPM. Esses isolados demonstram
diminuicdo da afinidade e do transporte desse antibidtico
por essa proteina, comprovando, assim, que a resisténcia
ao IPM esta intimamente ligada a falta de expressdo ou
perda da OprD, mostrando aumento da CIM para IPM, com
valores que atingem um limiar caracteristico de resisténcia
intermedia’ria(ZS, 29,54,75, 115-117)'

A resisténcia ao MEM estd ligada a mutacéo do gene
que codifica a porina OprD e a ativacdo de bombas de
efluxo que utilizem o MEM como substrato. A mutacao
do gene oprD ocorre em isolados resistentes ao IPM com
sensibilidade reduzida ou preservada ao MEM, sem afetar
outros betalactamicos, a menos que outros mecanismos de
resisténcia estejam presentes®* 3476,

Alguns autores tém relatado a presenca de resis-
téncia cruzada a betalactdmicos, aminoglicosideos
e quinolonas apds o uso de ciprofloxacino. Essa
resisténcia esta associada a alteracdes nas proteinas
da membrana externa, incluindo aumento da expres-
sé@o de proteinas de 54 kDa®> ¢ %9, Qutros estudos

descreveram um isolado resistente a quinolonas e
IPM, que foi obtido da urina de um paciente tratado
com norfloxacino. Foram atribuidos a esse isolado me-
canismos de resisténcia relacionados com alteracées
na DNA girase (gene nfxC), perda da porina OprD
(46 kDa) e aumento de proteina de 50 kDa®@2 62 88),

Superexpressao de bombas de efluxo

A maioria dos mecanismos de protecao bacteriana con-
tra o ingresso indesejado de moléculas prejudiciais a célula
€ governada por um mecanismo de transporte ativo para
o exterior celular, por meio de um sistema denominado
bomba de efluxo®®. Esses sistemas de expulsdo sdo os
responsaveis pela “impermeabilidade” a maioria dos anti-
biéticos e desinfetantes em grande variedade de espécies
bacterianas® 4% 4530 83) A principal fun¢do das bombas de
efluxo presentes em P. aeruginosa é exportar substancias
téxicas ou metabdlitos secundarios, assim como a excre¢ao
de moléculas sinalizadoras que governam a comunicacao
celular®”. 8. Os antibidticos estdo entre esses compostos
toxicos e a extrusdo dos mesmos compromete a eficacia
terapéutica. Muitos genes codificadores de bombas de eflu-
xo para multiplos antimicrobianos séo expressos constituti-
vamente, conferindo resisténcia intrinseca aos mesmos®?,

Os sistemas de efluxo de P. aeruginosa pertencem a
familia resistance-nodulation-cell division (RND)®S 57 83),
Esses sistemas tém como base a abertura de um canal que
atravessa as membranas interna e externa da bactéria,
permitindo a remocéo de moléculas para o exterior celular.

O genoma de P. geruginosa contém genes que codificam
sistemas de efluxo da familia RND denominados multidrug
efflux pump (Mex), dos quais dez ja foram caracterizados:
MexAB-OprM®®, MexCD-Opr|®, MexEF-OprN©%), MexXY-
OprM®®, MexGHI, OpmD®, MexVW-OprM“®, MexPQ-
OpmE®®, MexMN-OprM®©® e TriABC-OpmH®”. Esses
sistemas sao denominados multidrug-resistance (MDR),
pois sao capazes de conferir resisténcia a um amplo
espectro de quimioterapicos®” 3.

Entre as bombas de efluxo caracterizadas em
P. aeruginosa, a expressao de quatro sistemas (MexAB-
OprM, MexCD-Opr|, MexEF-OprN e MexXY-OprM) foi
relatada entre isolados clinicos e relacionados com a resis-
téncia a maltiplos antibiéticos (Tabela 3)@ 306D,

As bombas de efluxo de bactérias Gram-negativas
constituem um sistema tripartite de proteinas de trans-
porte que se localizam ao longo da membrana interna
(proteina constituida por uma bomba de transporte ativo,
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Substratos antimicrobianos para diferentes sistemas de efluxo presentes em isolados

IELEIERER clinicos de Pseudomonas aeruginosa®

Substrato antibidtico MexA-MexB-OprM

Amicacina
Aztreonam
Carbenicilina
Cefepima
Cefotaxima
Ceftazidima
Cefuroxima
Ciprofloxacino
Clavulanato
Cloranfenicol
Eritromicina
Faropenem
Gentamicina
Imipenem
Levofloxacino
Meropenem
Nafcilina
Norfloxacino
Piperacilina
Sulbactam
Tetraciclina
Tobramicina
Trimetoprima X
Trovafloxacino

>< X X X X X >x< X

>

X< X X X X X X

MexC-MexD-OprJ

Sistema de efluxo
MexE-MexF-OprN

MexX-MexY-OprM
X

Mex: multidrug efflux pump.
*Adaptado de Aeschlimann (2003)?.

dependente de energia — MexB, MexD, MexF ou MexY),
periplasma (proteina transmembrana que une os outros dois
componentes - MexA, MexC, MexE ou MexX) e membra-
na externa (proteina formadora de canal extrusor, também
denominada porina — Opr], OprM ou OprN) (Figura 2).

A habilidade do sistema de efluxo em reconhecer
grande nimero de compostos é provavelmente devido as
suas propriedades fisico-quimicas, como hidrofobicidade
e aromaticidade, e ao carater ionizavel®®. Os antibidticos,
em sua maioria, sao anfifilicos e possuem caracteristicas
hidrofilicas e hidrofébicas, sendo facilmente reconhecidos
por muitas bombas de efluxo®®, podendo, inclusive, agir
como reguladores da expressao de alguns sistemas de
efluxo, como no caso do ciprofloxacino®.

Cada bomba tem afinidade por um substrato antimi-
crobiano e as fluoroquinolonas sdo substratos universais
para todas as bombas do tipo Mex (Tabela 3).

Entre os substratos preferenciais das bombas de efluxo pre-
sentes em isolados clinicos de P. aeruginosa, os carbapenémi-
cos estdo presentes nos sistemas MexAB-OprM e MexEF-OprN.

MexAB-OprM foi a primeira bomba de efluxo da familia
RND caracterizada em P. aeruginosa®®. Esse sistema com-
promete a acdo de varios antibacterianos, inclusive MEM,
mas ndo inclui o IPM devido a diferencas em sua estrutura
molecular®*24453,60_A expressdo desse sistema é regulada
pela insercdo da proteina MexR na regido entre os genes
mexR e mexA (regido promotora), atuando, assim, como
repressora (Figura 3).
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Figura 2 — Modelos estruturais e funcionais das bombas de efluxo de P. aeruginosa, indicando a localizagdo das proteinas constituintes da bomba e agéo preferencial a deter-

minados tipos de substratos

FQ: fluoroquinolona; BL: betalactdmico; TC: tetraciclina; CF: cefalosporina; CP: carbapenémico; AG: aminoglicosideo.

Adaptada de Aeschlimann (2003)?, Neves (2010)”" e Poole (2005)%.
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Figura 3 - Contexto genético de genes codificadores de proteinas constituintes dos sistemas de efluxo MexAB-OprM e MexEF-OprN em P. aeruginosa

Cada operon contém os genes que codificam os componentes dos sistemas de efluxo: regulador transcricional (preto) e proteinas de membrana interna (cinza claro), periplas-
maética (cinza escuro) e de membrana externa (branco). Ambos os sistemas séo responsaveis por fendtipos carbapenem-resistentes na espécie estudada.

Adaptada de Lister et al. (2009)(50).

MexEF-OprN esta relacionado com resisténcia ao IPM,
pois sua expressdo é dependente da presenca da proteina
MexT (codificada pelo gene mexT), que atua como ativa-
dora poés-transcricional®?. Além de ativar a expressdo do
sistema, acredita-se que MexT possa atuar como repres-
sora da expressdo da proteina OprD, pois esta envolvida
na mutacdo que origina a perda dessa porina®®. Além
disso, esse sistema pode diminuir a expressao das bombas
MexAB-OprM e MexXY-OprM, pois parece possuir atividade
corregulatéria sobre elas®©0 7.9 99),

As bombas de efluxo sdo codificadas por elementos ge-
néticos localizados em cromossomos e em algumas espécies
elas tém sido detectadas em plasmideos, o que pode faci-
litar a propagacdo dos genes de efluxo, contribuindo para
a resisténcia intrinseca e adquirida, permitindo a bactéria
sobreviver em ambientes hostis, como, por exemplo, na
presenca de antibidticos e desinfetantes?: 89,

A organizacdo genética das bombas de efluxo da
familia RND em P. aeruginosa é governada por ope-
rons. Cada operon contém os genes que codificam
os componentes dos sistemas de efluxo (proteinas de
membrana interna, periplasmatica e de membrana externa),
conforme demonstrado na Figura 3.

O aumento da expressdao das bombas de efluxo, ou
superexpressdo, pode ser mediado por mutacdes (em
um gene regulador proximal [mexR, mexT] ou na regido
promotora do gene transportador [mexB, mexF]) ou por
elementos de insercéo localizados na regido anterior ao
gene transportador®?.

A presenca de sequéncias de insercdo de um componente
estrutural do sistema de efluxo na regido anterior aos genes
codificadores, ou inseridas no gene repressor, tem sido
descrita em isolados que superexpressam bombas de efluxo
que conferem multirresisténcia aos antibi6ticos (MDR)©0 83,
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Os mecanismos envolvidos na superexpressao das
bombas de efluxo tém sido pouco estudados, pois sao
dificeis de serem inferidos, a priori, pelos resultados
dos testes de sensibilidade qualitativos, semiquan-
titativos ou quantitativos (disco-difusdo, sistemas
automatizados e determinacdo da CIM).

Uma estratégia para a pesquisa laboratorial de bom-
bas de efluxo tem sido baseada no uso de inibidores
de sistemas de efluxo combinados com substratos
antimicrobianos 37,

Os inibidores de bombas de efluxo geralmente sao
alcaloides de plantas. Entre eles, podemos citar o cianeto
de carbonila m-clorofenil-hidrazona (CCCP), o dinitrofenol
(DNP), a reserpina e o fenil-arginina-betanaftilamida (PABN).
Esses inibidores sdo amplamente utilizados como ferramenta
na deteccdo de bombas de efluxo(37.57,

Outra metodologia confiével e sensivel para investigar
os sistemas de efluxo € a reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) em tempo real, que permite identificar o nivel de
expressdao dos genes de interesse e tem sido emprega-
da na deteccdo da expressao de sistemas de efluxo de
P. aeruginosa, incluindo investigacoes realizadas por grupos
de pesquisa no Brasil('® 6% 71. 11,

Producdo de metilases 16S rRNA e resisténcia
aos aminoglicosideos

Diferentemente das betalactamases, as enzimas que
conferem resisténcia aos aminoglicosideos agem modifi-
cando quimicamente a estrutura do antibiético, antes que
este se ligue a seu alvo (subunidades do ribossomo).

A modificacdo enzimética pode afetar tanto grupos ami-
nas como hidroxilas, mediante processos de O-fosforilagdo
ou O-adenilacéo por fosfotransferases (APH) e nucleotidil-
transferases (ANT) dependentes de ATP ou por meio de
um processo de N-acetilagdo por acetiltransferases (AAC)
dependentes de acetil coenzima A (acetil-coA). Desse gru-
po de enzimas, aquelas citadas como AAC(6'), ANT(2")
e APH(3’) tém sido as mais frequentemente descritas em
isolados de P. aeruginosa resistentes a antibiéticos, como
gentamicina, tobramicina, amicacina e neomicina®.

Outro grupo de enzimas que conferem resisténcia me-
diada pela metilacdo sitio-especifica do RNA ribossémico
16S é conhecido como metilases 16S rRNAT2113)_|nicial-
mente, acreditava-se que esse mecanismo de resisténcia
ndo existia em espécies clinicas relevantes, porém, foram
relatados isolados de P. aeruginosa que produziam metilases
16S rRNA(227.112) Essas enzimas se mostraram capazes de

conferir nivel elevado de resisténcia a aminoglicosideos
utilizados clinicamente, como amicacina, tobramicina e
gentamicina(14 1647,

Existem relatos de cinco tipos de metilases 16S rRNA
até o momento: aminoglycoside resistance methyltransferase
(ArmA)@), ribosomal methyltransferase A (RmtA)("3),
RmtB™, RmtC(% e, mais recentemente, RmtD(?. Essa
metilase foi encontrada em uma amostra clinica de
P. aeruginosa isolada no Brasil, produtora de MBL do
tipo SPM-1. Fenotipicamente, esse isolado apresentou
resisténcia a todos os betalactamicos, incluindo os car-
bapenémicos, e aminoglicosideos, tornando inviavel
o uso de um esquema terapéutico sinérgico com base
nessa associacao.

Com relagcdo a esquemas terapéuticos usando amino-
glicosideos, a monoterapia com esses antibiticos, como
amicacina e gentamicina, raramente é utilizada. Alguns pro-
tocolos recomendam para o tratamento de infec¢des graves
por P. aeruginosa, principalmente no caso de bacteremia, a
utilizacdo combinada de betalactamicos e aminoglicosideos,
a fim de minimizar os riscos de falha na terapéutica devido a
resisténcia®. Porém, no Brasil, para ambos os antibiéticos,
os indices de resisténcia tém aumentado drasticamente nos
Gltimos anos (Tabela 1), existindo relatos de isolados capa-
zes de coproduzir enzimas ESBL ou MBL, juntamente com
metilases, contribuindo para o aparecimento de isolados
multirresistentes(2 1419,

Conclusao

Os principais mecanismos relacionados com fenétipos
multirresistentes de P. aeruginosa em hospitais brasileiros
sdo producdo de MBL do tipo SPM-1 e de metilase 16S
rRNA RmtD, perda de porina OprD e superexpressao de
bombas de efluxo, o que pode explicar os altos indices
de resisténcia a carbapenémicos e aminoglicosideos.
A emergéncia de isolados com essas caracteristicas é
preocupante e ocasiona grande impacto clinico, tendo
em vista a escassez de terapias efetivas no tratamento de
infeccdes por esse patdgeno. Culturas de vigilancia e a
precoce deteccdo de isolados com fenétipo multirresis-
tente poderdo contribuir para um controle epidemiolé-
gico efetivo, evitando a instauracdo de surtos, sendo que
a convergéncia de multiplos mecanismos de resisténcia
em P. aeruginosa parece ser um evento favoravel para a
selecdo de diferentes clones endémicos multirresistentes
disseminados no Brasil.
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