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APRESENTACAO

Aobra “Aspectos das doencas Infecciosas Bacterianas, Fungicas e Virais” aborda
uma série de livros de publicacdo da Atena Editora. Em seu volume |V, apresenta
em seus capitulos, aspectos gerais e epidemioldgicos das doencas infecciosas
bacterianas, fungicas e virais analisados em algumas regides brasileiras.

As doencas infecciosas sao causadas por agentes patogénicos como: bactérias,
fungos, virus, protozoéarios e parasitas. A maioria desses agentes infecciosos é
transmitida através do contato fecal-oral, resultante da contaminacéo de agua e
alimentos, direta ou indiretamente.

Adicionalmente, temos um aumento da disseminagao das infec¢des relacionadas
a Assisténcia a Saude, ou Infec¢coes Hospitalares, que incluem infeccdes relacionadas
a procedimentos ambulatoriais ou hospitalares, cuidados em domicilio e até as
adquiridas por profissionais da saude durante o desempenho de suas fungbes. O
crescimento destas infeccdes se caracteriza como um grave problema de saude
publica, em especial pelo aumento da resisténcia microbiolégica aos tratamentos
disponiveis. Neste sentido, é extremamente importante que os profissionais que atuam
na area da saude conhecam os agentes infecciosos e as respectivas caracteristicas
patogénicas que acometem os seres humanos.

A importancia em estudar e desenvolver aspectos relacionados a microbiologia
objetiva principalmente a prevencado de certas doencgas, impedindo a disseminacao
das infeccoes. Neste volume |V, dedicado as doencas infecciosas, reunimos um
compilado de artigos com estudos dirigidos sobre doencas infecciosas bacterianas,
fungicas e virais em regides brasileiras, com o intuito de ampliar o conhecimento dos
dados epidemiol6gicos, contribuindo assim para a formulacao de politicas publicas de
apoio dirigidas as diferentes caracteristicas regionais deste pais continental.

A obra é fruto do esforco e dedicagao das pesquisas dos autores e colaboradores
de cada capitulo e da Atena Editora em elaborar este projeto de disseminacdo de
conhecimento e da pesquisa brasileira. Espero que este livro possa permitir uma
visdo geral e regional das doencgas tropicais e inspirar os leitores a contribuirem com
pesquisas para a promog¢ao de saude e bem estar social.

Yvanna Carla de Souza Salgado
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CAPITULO 7
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RESUMO: Pseudomonas aeruginosa € uma
bactéria Gram-negativa, patbgeno oportunista
causador de diferentes tipos de infecgdes.
No ambiente nosocomial é frequentemente
isolada de pacientes em unidades de terapia
intensiva, contribuindo para o aumento das
taxas de morbidade e mortalidade, duracéo
do tempo de hospitalizacdo e custos para
tratamento. Caracteristicas que favorecem sua
persisténcia em ambientes naturais e artificiais
estdo relacionadas a sua alta capacidade de
adaptacado, amplo repertorio de fatores de
viruléncia e resisténcia a diversas classes
de antimicrobianos. A aplicacdo de métodos
moleculares para a caracterizagdo genética
de isolados contribui para a compreensdo
da dinamica de transmissdao e infeccao por
microrganismos de alto grau de patogenicidade
como P aeruginosa. No presente capitulo,
apresentamos aspectos clinico-epidemiolégicos,
mecanismos associados a resisténcia a
antimicrobianos e viruléncia, bem como
métodos moleculares aplicados aos estudos
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de disseminagdo e transmissédo de P. aeruginosa. Dessa forma, buscamos auxiliar
na compreensao dos diferentes fatores associados a infec¢do e disseminag¢ao deste
patdgeno, contribuindo no estabelecimento de estratégias de controle e prevengao de
surtos potencialmente letais.

PALAVRAS-CHAVE: Pseudomonas aeuginosa; Epidemiologia; Resisténcia,
Viruléncia; Genotipagem.

ABSTRACT: Pseudomonas aeruginosa is a Gram-negative, opportunistic pathogen
causing different types of infections. In nosocomial settings, it is frequently isolated from
intensive care unit patients, contributing to an increase in morbidity and mortality rates,
length of hospital stay and treatment costs. Characteristics that favor its persistence in
natural and artificial environments are related to its high adaptability, wide repertoire of
virulence factors and resistance to several classes of antimicrobials. The application
of molecular methods for genetic characterization of isolates contributes to the
understanding of transmission and infection dynamics by microorganisms with high
degree of pathogenicity such as P. aeruginosa. In the present chapter, we present
clinical-epidemiological aspects, mechanisms associated to antimicrobial resistance
and virulence, as well as molecular methods applied to studies of dissemination and
transmission of P. aeruginosa. Thus, we seek to assist in the comprehension of the
different factors associated with infection and spread of this pathogen, contributing to
establishment of control strategies and prevention of potentially lethal outbreaks.
KEYWORDS: Pseudomonas aeuginosa; Epidemiology; Resistance; Virulence;
Genotyping.

11 PSEUDOMONAS AERUGINOSA COMO MICRORGANISMO DE RELEVANCIA
CLINICA E EPIDEMIOLOGICA

Pseudomonas aeruginosa é um bacilo Gram-negativo aerébio, ndo fermentador,
nao esporulado, observado como bacilos isolados, aos pares, ou em curtas cadeias
e movel pela presenca de flagelo polar. Isolados de P aeruginosa podem ser
identificados em meios de cultura pelas caracteristicas morfologicas das colbnias e
producéo difusa de pigmentos, principalmente, a pioverdina e piocianina, e com menor
frequéncia piorrubina e piomelanina. O crescimento bacteriano ocorre entre 37°C e
42°C, e adicionalmente, podem ser identificados em termos bioquimicos, com reacées
positivas para: arginina hidrolase, indofenoloxidacao da glicose, e utilizagao de citrato
(MANDELL, 2009).

Tal microrganismo €& considerado um patégeno oportunista causador de
um amplo espectro de infec¢des, principalmente em pacientes hospitalizados e
imunocomprometidos. Sua alta capacidade de adaptacado, resisténcia as varias
classes de antimicrobianos e a secrecao de diversos fatores de viruléncia propicia
sua persisténcia em ambientes naturais e artificiais (CHO et al., 2014; GELLATLY &
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HANCOCK, 2013).

Caracteristicas inerentes a P. aeruginosa, como resisténcia e viruléncia, estéo
relacionadas com aumento das taxas morbidade e mortalidade, tempo de internacéao
e custos para tratamento, contribuindo para a tendéncia mundial de disseminacao
nosocomial de patdégenos associadas as Infeccbes Relacionadas a Assisténcia a
Saude (IRAS), ocorrentes principalmente em unidades de terapia intensiva (UTI)
(OLIVEIRA et al., 2010).

Em paises desenvolvidos, entre 3% a 12% dos pacientes hospitalizados
desenvolvem IRAS, onde ao menos 25% delas ocorrem em UTI (WHO, 2011; HIDRON
et al., 2008; ANGUS et al., 2001). Embora o nUmero de pacientes hospitalizados em
UTI seja menor em comparagao com outros setores hospitalares, a ocorréncia de IRAS
neste setor é significativamente maior. Este cenario € justificado pela complexidade do
quadro clinico dos pacientes e a utilizacdo de manobras diagnésticas e terapéuticas
invasivas, o que favorece a infec¢gdo por microrganismos como P. aeruginosa (LUNA
et al., 2014; TOGNIM et al., 2004).

Estimativas demonstram que P. aeruginosa foi responséavel por cerca de 10%
de todas as infecgdes nosocomiais ao redor do mundo (SUAREZ et al., 2009). Na
América Latina, as frequéncias de infeccbes variaram de 9% a 35% em UTI adulto
(LUNA et al.,2014) e de 2% a 62% em UTI neonatais e pediatricas (BEREZIN et al.,
2014). Taxas de mortalidade que alcangcam cerca de 50% também foram registradas
e associadas principalmente a disseminagdo de cepas de P. aeruginosa multidroga
resistentes (MDR) e altamente virulentas (PENA et al., 2015).

P. aeruginosa pode causar infeccbes de corrente sanguinea (ICS), infeccoes
respiratérias agudas (IRA) ou crénicas (IRC), infec¢des urinarias (IU) e infecgdes
gastrointestinais (IG), particularmente em pacientes com queimaduras graves, cancer,
AIDS ou que apresentem outros fatores de risco que possam comprometer as defesas
do hospedeiro e facilitar a invasdo do micro-organismo (Quadro 1). IRC também
podem ser observadas em pacientes que néo tiveram IRA tratadas corretamente e/
ou em pacientes com fibrose cistica (FC) (NAJAFI et al., 2015; FAZELI et al., 2014;
GELLATLY & HANCOCK, 2013).

Infeccéo Principais fatores de risco
Tecidos moles Queimaduras, Pés-cirurgias, Lesbes abertas/expostas.
Trato urinario Uso de cateter urinario.

Infeccbes de cor-

- Pacientes imunocomprometidos
rente sanguinea

Pé diabético Diabetes, Circulagdo microvascular prejudicada.

Respiratéria/ . L L o

Pneumonia Idade avancada, DPOC, Fibrose cistica, Ventilacdo mecénica.

Ceratite Uso prolongado de lentes de contato, Solugéo de lentes de contato contaminada.
Otite externa Dano tecidual, entrada de agua no canal auricular.

Quadro 1 — Infecgdes por P. aeruginosa e fatores de riscos associados.
DPOC: Doenca Pulmonar Obstrutiva Crénica. (Adaptado de GELLATLY & HANCOCK, 2013).
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Diversos estudos evidenciam maior frequéncia de isolamento de P. aeruginosa a
partir de IRA (ex. pneumonias) e ICS de pacientes hospitalizados em UTI (RUSSOTTO
etal., 2015; BEREZIN et al., 2014; LUNAet al.,2014; MATOS et al., 2014). Episbdios de
pneumonias agudas associadas a ventilacdo mecanica sdo apontados como um dos
principais fatores que elevam as taxas de mortalidade em UTI devido a infec¢éo por
patdbgenos Gram-negativos MDR e/ou virulentos como P. aeruginosa, Acinetobacter
baumannii e Klebsiella pneumoniae (ROYER et al., 2015; WEYLAND et al., 2011;
FURTADO et al.,, 2010). Em UTI adulto foram relatadas taxas de mortalidade que
variaram de 29% a 64%, enquanto que em UTI pediatricas e neonatais variando de
30% a 38% (BECERRA et al., 2010; FURTADO et al., 2009; RIOS et al., 2007; LUNA
et al., 2006).

Pacientes acometidos por pneumonias associadas a ventilacdo mecanica
frequentemente sofrem dano epitelial causado pela insercéo do tubo endotraqueal, o
qual funciona como reservatério para formacéao de biofilme, caracteristica fortemente
observada em P. aeruginosa (WILLIAMS et al., 2010). O biofilme torna-se de dificil
remocao e tratamento, pois exibe alta resisténcia aos antibioticos e desinfetantes.
Regimes de tratamento com antibi6ticos iniciados anteriormente ao seu crescimento
apresentam mais sucesso em comparag¢ao ao tratamento de infeccées apds sua
formacao (GELLATLY & HANCOCK, 2013).

ICS também estédo entre as principais infec¢des adquiridas por pacientes de
UTI, os quais possuem varios fatores de risco para o seu desenvolvimento, incluindo
maior gravidade de doencas, dano anatdmico por dispositivos invasivos (cateter
venoso central, por exemplo) ou procedimentos cirurgicos e ineficiéncia da resposta
imunolégica (CULSHAW et al., 2014; LUNA et al., 2014; TOGNIM et al., 2004). Devido
os fatores apresentados, esse tipo de infeccéo pode ser de natureza secundaria, como
consequéncia da difusao bacteriana na corrente sanguinea a partir de uma infeccéo
localizada, ou primaria, sendo o unico processo infeccioso identificado (RUSSOTTO
et al., 2015; PRONOVOST et al., 2006).

As taxas de mortalidade por ICS registradas apresentam uma variacao de 14% a
52%, principalmente em UTI neonatais e pediatricas. Tais indices estao relacionados
ao aumento da proporcao de microrganismos MDR causadores desse tipo de infecgao.
Fatores como antibibdticoterapia prévia a hospitalizacdo e tempo de prolongado de
internacdo estdo associados a um maior risco de desenvolvimento de infec¢gdo por
microrganismos resistentes, com destaque para P. aeruginosa (CONCEICAO, 2014;
MATOS et al.,, 2014; LUNA et al., 2014; BEREZIN et al., 2014).

P. aeruginosa também é relatado como principal patégeno envolvido no
decréscimo da fungao pulmonar nos pacientes com FC, onde trés principais problemas
relacionados diretamente com a presenca do microrganismo no sitio de infeccéo séo
observados: a alta incidéncia, severidade e persisténcia (KIPNIS; SAWA; WIENER-
KRONISH, 2006). Criancas e jovens com FC apresentam uma baixa prevaléncia de
infeccdo pelo microrganismo, porém, o risco aumenta com a idade, observando-se
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um pico de prevaléncia de aproximadamente 80% em adultos, principalmente em
individuos do sexo feminino (DASSIOS et al, 2014; MARTINS et al, 2013; MAYER-
HAMBLETT et al, 2012).

A severidade e persisténcia do patégeno nos pulmdes de pacientes fibrocisticos
ocorre em decorréncia da: ) acelerada deterioragcdo da funcao pulmonar, estado
nutricional e qualidade de vida, fatos que contribuem para o aumento da mortalidade
de pacientes; ll) liberacao de exoprodutos que protegem o patdbgeno da resposta
imune do hospedeiro; ) resisténcia antimicrobiana associada a baixa permeabilidade
da membrana externa, deficiéncia da eficacia de mudultiplas drogas e a liberagcéao
de enzimas, como as 3 lactamases; IV) mudanca fenotipica, frente a sua grande
flexibilidade genética e metabdlica, apresentando um grande numero de eventos de
mutag¢ao gendmica, como a conversao para o fen6tipo mucdide e formacgao de biofilme;
V) e a represséo da expressao de flagelos, os quais funcionam como determinantes
antigénicos para o reconhecimento imune. (DAVIES, 2002; GOMEZ; PRINCE, 2007).

21 RESISTENCIA AOS ANTIMICROBIANOS E ANTIBIOTICOTERAPIA

O tratamento de infeccbes causadas por P. aeruginosa tem se tornado
mais limitado devido a disseminagdo de cepas com resisténcia a multiplas classes
de antimicrobianos, incluindo B-lactdmicos, carbapenémicos, aminoglicosideos
e fluoroquinolonas (CONCEICAO, 2014; JACOME et al. 2012). Estima-se que
aproximadamente 2% do genoma de P. aeruginosa esta relacionado a diferentes
de mecanismos de resisténcia (Quadro 2), e por isso, somente algumas classes
de antimicrobianos, com destaque para os carbapenémicos e polimixinas, ainda se
mostram efetivos para o manejo de infeccbes pelo patogeno (HONG et al., 2015;
CASELLAS, 2011).

Mecanismo Tipo Exemplo

MexAB—-OprM, MexCD-OprJ, MexEF—OprN, MexXY—OprM
(cefalosporinas, carbapenems, aminoglicosideos, quinolonas,

Bombas de efluxo Intrinse-

co ureidopenicilinas)
Impermeabilidade de Intrinse- | OprF, OprD, OprB (carbapenems, aminoglicosideos, quinolo-
membrana externa co nas)
B-lactamases Lr:)trmse- AmpC (penicilinas)
Mutagio Adaquirido DNA girase, DNA topoisomerase (quinolonas); MexZ (quinolo-

nas, cefepimes, aminoglicosideos)

Metalo- B-lactamases, ESBLs, (penicilinas, cefalosporinas, car-

Transferéncia horizontal | Adquirido bapenems)

Altera¢Ges de membra- | Adapta- | Modificagcdo do Lipidio A (aminoglicosideos e polimixinas; Su-
na tivo per-regulacdo de AmpC (penicilinas)

Quadro 2 — Mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos em P. aeruginosa.
ESBL: B-lactamases de espectro estendido. (Adaptado de GELLATLY & HANCOCK, 2013).
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Os carbapenémicos (ex. imipenem e meropenem, utilizados principalmente na
América Latina) estdo entre os mais potentes B-lactamicos utilizados no tratamento
de bacilos Gram-negativos MDR, incluindo P. aeruginosa, devido a sua alta afinidade
com as proteinas de ligacao a penicilina, estabilidade contra B-lactamases de espectro
estendido (ESBLs) e permeabilidade frente as membranas externas bacterianas
(HONG et al., 2015; ZAVASCKI et al., 2010).

Embora os carbapenémicos sejam as principais escolhas para o tratamento de
infeccbes por cepas de P. aeruginosa MDR, HONG et al. (2015) alertam para o quadro
alarmante de resisténcia a essa classe de antibidticos ao redor do mundo. Na maioria
dos paises taxas relatadas de P. aeruginosa resistente aos carbapenénicos variam de
10% a 50%, com destaque para paises como Brasil, Peru, Costa Rica, Russia, Grécia,
Polbnia, Ira e Arabia Saudita onde as taxas alcangam valores de até 75% (Figura 1).

30-39%
20-29%
10-19%

< 10%

Figura 1 — Distribuicdo geografica da P. aeruginosa resistente aos carbapenémicos. A maioria
dos isolados foi coletada entre 2009-2011. As areas brancas no mapa indicam auséncia de
dados publicados na regiao (HONG et al., 2015).

Aproducéo de carbapenemases é apontada como uma das principais causas para
a resisténcia aos carbapenémicos. Cepas de P. aeruginosa adquirem tal mecanismo
de resisténcia através da transferéncia de genes que codificam enzimas incluindo
KPC e GES variantes de Ambler classe A, Metalo-B-lactamases (MBL) do tipo IMP-
,VIM-,SPM-, GIM-, NDM- e FIM- de Ambler classe B e OXA variantes de Ambler classe
D (YEZLI et al., 2015; POIREL et al., 2010; MARTINS et al., 2007; LEE et al., 2002).
Mais de 120 B-lactamases foram identificadas em P. aeruginosa, 0 que sugere que
esta espécie é reservatdrio importante de determinantes de resisténcia a 3-lactamicos
(ZHAO & HU, 2010).

Devido ao cenario de aumento dos indices de resisténcia aos carbapenémicos
e auséncia de alternativas terapéuticas, por vezes o tratamento de infeccbes por
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P. aeruginosa acaba restringindo-se as polimixinas, drogas consideradas de ultima
escolha para tratamento devido aos relatos de efeitos adversos como neurotoxidade
e nefrotoxidade, bem como sua baixa disponibilidade comercial no Brasil (NEVES et
al., 2011; PAUL et al., 2010).

Portanto, a administracao do tratamento definitivo apropriado em pacientes
infectados por P. aeruginosa continua a ser fator essencial para melhora dos resultados
clinicos e deve ser combinada com medidas de controle de infecgdo de rotina para
uma maior redu¢do de morbidade, mortalidade e custos. Além disso, o padrdo de
resisténcia dentro de um hospital deve ser monitorado continuamente por uma rapida
deteccao de alteragdes e ajustes consecutivos de regimes de tratamento empiricos
(MATOS et al., 2016; CONCEICAO et al., 2014; FURTADO et al., 2009).

31 FATORES ASSOCIADOS A VIRULENCIA E PATOGENESE

Apesar de a multidroga resisténcia ser fator complicador para o tratamento e
0 quadro clinico de infec¢cbes por P. aeruginosa, sua patogenicidade é multifatorial,
ou seja, depende também da regulacdo de genes de viruléncia e a expressao de
seus respectivos fatores, que incluem adesinas, exotoxinas, proteases, pigmentos
(JABALAMELI et al., 2012; SENTURK et al., 2012). P. aeruginosa € capaz de elaborar
uma ampla variedade de fatores de viruléncia, os quais sdo divididos em grupos
especificos que dependem de seu modo de acdo e método de entrega a célula
hospedeira (Figura 2) (BRADBURY et al., 2010).

Um passo fundamental na interacdo patogeno-hospedeiro é a adesdo aos
tecidos do hospedeiro. Uma vez ligado a uma superficie de células especificas, o
agente patogénico é capaz de iniciar 0s seus processos bioquimicos especificos
incluindo proliferacéo, secrecdo de toxinas, invasdo e ativacao de cascatas de
sinalizacdo celular, o que colabora para a causa de doenca. Fatores de aderéncia
microbianos sdo denominados de adesinas e podem ser constituidos por polipeptidios
ou polissacarideos (GELLATLY & HANCOCK, 2013; WILSON et al., 2002).
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Figura 2 — Fatores de viruléncia produzidos por P. aeruginosa. O T3SS & responsavel por injetar
citotoxinas diretamente para dentro da célula hospedeira. Varias proteases sdo produzidas,
as quais degradam os fatores do sistema do complemento, mucinas e perturbam as juncdes

celulares epiteliais, o levando a disseminacao da bactéria. Lipases e fosfolipases podem
degradar as membranas das células do hospedeiro. (Adaptado de GELLATLY & HANCOCK,
2013).

O alginato é um exopolissacarideo produzido por P. aeruginosa com codificacéo
relacionada aos genes algU e algD (CHEN et al., 2005). Constituido por polimeros de
repeticao de acido manurénico e acido glucordnico, sua funcionalidade esta relacionada
afixacéo do patdgeno as células epiteliais, principalmente do trato respiratorio, protecao
contra antibidticos, formacéo de biofilme e atenuacéo da resposta imune através do
impedimento da fagocitose. O feno6tipo mucodide conferido pela producéo de alginato
€ comumente encontrado em pacientes com FC com infeccédo por P. aeruginosa
(KIPNIS; SAWA; WIENER-KRONISH, 2006; HENTZER et al., 2001). Embora o
alginato seja considerado participante da arquitetura do biofilme de P. aeruginosa, a
producao do polimero nao € crucial para sua formacao (WOZNIAK et al., 2003; BODY
& CHAKRABARTY, 1995).

Através do sistema de secrecédo do tipo | (T1SS), P. aeruginosa libera uma
protease alcalina codificada pelo gene aprA. Essa zinco-metaloprotease € conhecida
pela sua interferéncia nas funcdes das células do sistema imune, inativacao de diversas
citocinas (IL-1, IL-2, IFN-y, TNF), degradacao de proteinas do sistema complemento,
colageno, fibrinogénio, além de possuir acao sinérgica com elastases (CHEN et al.,
2005; LAARMAN et al., 2012).

Trés proteases — duas elastases (LasA e LasB) e uma exotoxina (ExoA)
— secretadas por P. aeruginosa séo constituintes do sistema de secrecéo do tipo
II (T2SS). As duas elastases codificadas pelos genes lasA e lasB, respectivamente,
possuem alta capacidade elastolitica, causando ampla degradacéo e inativacéo
tecidual, principalmente em vasos sanguineos e tecidos pulmonares. A maioria das
investigacoes reservam o termo ‘elastase’ para LasB e ‘estafilolisina’ para LasA. Isto
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€ porque LasA, uma serino-protease, é capaz de hidrolisar a ponte penta-glicina
necessaria para a estabilizacdo do peptidoglicano na parede celular de estafilococos,
mas tem apenas uma frac¢ao das capacidades elastoliticas de LasB (MATSUMOTO,
2004). Dessaforma, LasAe LasB possuem atividade sinérgica, sendo LasAresponsavel
por favorecer a acéo LasB (SHINAGAWA et al., 2014; GELLATLY & HANCOCK, 2013).

A exotoxina A (ExoA), codificada pelo gene toxA, € uma citotoxina com atividade
de ADP-ribosiltransferase (ADPRT) produzida pela maioria das cepas causadoras de
infeccdes clinicas. Dentre seus efeitos destacam-se a inibicdo da sintese proteica do
hospedeiro, represséo da resposta imune e indugcao de morte celular por apoptose
(DU et al., 2010; PRADO, 2009). Experimentos com camundongos demonstram o
consideravel papel de ExoA na viruléncia de P. aeruginosa, onde mutantes deficientes
na secrecdo de ExoA foram 20 vezes menos virulentos que cepas selvagens, porém
ainda apresenta um menor grau de citotoxidade em comparacéo a outras toxinas
como ExoU e ExoS (MIYAZAKI et al.,1995; KIPNIS; SAWA; WIENER-KRONISH,
2006; SAWA et al., 2014).

O sistema de secrecéao do tipo Il (T3SS), o qual € compartilhado entre diversas
bactérias Gram-negativas como Yersinia, Salmonella, Shigella, Escherichia coli e P.
aeruginosa, injetam citotoxinas diretamente no citosol das células eucariotas. T3SS é o
determinante de viruléncia mais importante em P. aeruginosa, pois esta frequentemente
associado a infecgbes agudas invasivas e alta mortalidade de pacientes infectados
(PENA et al., 2015; SAWA et al., 2014; HAUSER, 2009).

O surgimento da estrutura em forma de agulha T3SS esta evolutivamente
relacionado ao flagelo e permite a translocagdo de proteinas citotoxicas efetoras na
célula hospedeira através da formacéo de um poro na membrana da célula-alvo. Foram
identificadas somente quatro toxinas efetoras, as quais sao variavelmente expressas
em cepas de P. aeruginosa: ExoS, ExoU, ExoT e ExoY, codificadas pelos genes exoS,
exoU, exoT e exoY, respectivamente (GELLATLY & HANCOCK, 2013; KIPNIS; SAWA;
WIENER-KRONISH, 2006; SAWA & WIENER-KRONISH, 2004).

ExoS é um citotoxina bifuncional com dois dominios ativos: uma porgéo N-terminal
ativadora de GTPase (GAP) e uma porcao C-terminal com atividade de ADPRT.
Ambas as termina¢des destroem a organizacao do citoesqueleto de actina, contudo, a
porcao ADPRT é entendida por possuir maior importancia para patogenicidade. ExoU
€ uma fosfolipase com estimativas de ser 100 vezes mais potente do que ExoS, sendo
capaz de causar morte rapida (necrose) das células hospedeiras devido a perda da
integridade da membrana plasméatica, aumentando risco relativo de mortalidade em
até 2.3 vezes (KIPNIS; SAWA; WIENER-KRONISH, 2006; HAUSER, 2009).

ExoT é semelhante a ExoS, com fungcao de GAP e ADPRT, embora seja pensado
que a atividade de ADPRT era deficiente em comparacao a ExoS. ExoT possui efeitos
sobre o citoesqueleto eucarioto, previne a internalizacao de P. aeruginosa por células
do sistema imune e impede o0 processo de cicatrizacdo. ExoY é uma adenilato ciclase
que aumenta a concentracédo do mensageiro adenosina monofosfato ciclico (AMPc)
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no citosol celular. O aumento dessa concentracéo causa formagéo de fendas entre
microvasos do endotélio pulmonar, e consequentemente, maior permeabilidade
tecidual. De modo geral, os efeitos de ExoT e ExoY na patogénese de P. aeruginosa
ainda precisam ser mais explorados, pois ensaios em modelos in vitro e in vivo
demonstram poucos efeitos de citotoxicidade e por isso sdo consideradas toxinas com
menor efeito de viruléncia (KIPNIS; SAWA; WIENER-KRONISH, 2006; SAYNER et al.,
2004; YAHR et al., 1998).

Os operons — phzl e phzll — e genes — phzH, phzM e phzS — participam da
codificacdo de proteinas precursoras de trés compostos de fenazina: piocianina,
1-hidroxifenazina e fenazina-1-carboxamida (FINNAN et al., 2004). Tais compostos sao
altamente tdxicos para as células, inibem a atividade mitocondrial, proliferacao celular,
secrecao de citocinas e desregulam a producao de catalase de neutréfilos e macréfagos
e possuem atividade sideréfora. A piocianina confere as colonias de P. aeruginosa a
coloracdo azul-esverdeada e geralmente € encontrada em altas concentracbes no
trato respiratorio de pacientes com FC, onde o dano pulmonar é causado através da
interferéncia nos mecanismos de transporte de elétrons, movimentacao ciliar e na
secrecao de muco (LAU et al., 2004; MAVRODI et al., 2001).

O Quorum sensing (QS) € um mecanismo compartilhado por diversas espécies
bacterianas que permite uma adaptacdo coordenada de uma populagcao frente as
alterac6es ambientais. Esta adaptacdo é mediada por moléculas difundidas através
da membrana chamadas de auto-indutores, os quais sdo produzidos por cada bactéria
e atuam como cofatores de reguladores transicionais especificos quando atingem
concentragcbes suficientes. A concentracdo de moléculas auto-indutoras no meio
varia proporcionalmente a concentracdo de bactérias, tais que, quando a populagao
bacteriana atinge uma massa critica — Quorum — a concentracao de auto-indutores
torna-se suficiente para provocar a ativagcdo de genes downstream, resultando em
uma resposta coordenada em toda populagao bacteriana (GELLATLY & HANCOCK,
2013; DEEP et al., 2011).

P. aeruginosa produz trés auto-indutores. Dois destes auto-indutores sao acil
homoserina lactonas (AHLs): (lI) 3-oxo-hexanoil-homoserina-lactona, produzido
por Lasl AHL sintase com atuacao sobre o ativador transcricional LasR e (Il) butiril-
homoserina-lactona (C4 HSL), produzido por Rhll AHL sintase, com atuacao sobre
o ativador transcricional RhIR. O terceiro auto-indutor € um 2-heptil-3-hidroxi-4-
quinolona, que produz o sinal de quinolona em Pseudomonas e é sintetizado por um
processo de multiplos passos que envolvem dois operons e trés genes (GELLATLY &
HANCOCK, 2013).

O sistema de QS atua de maneira hierarquica, com o sistema de regulagcao Las
regulando positivamente Rhl e a producao de quinolonas. Sobrevivéncia bacteriana,
formacéo de biofilme e outros fatores de viruléncia sdo controlados por esses sistemas,
portanto, cepas de P. aeruginosa deficientes em qualquer um destes sistemas
demonstram patogenicidade reduzida (GELLATLY & HANCOCK, 2013; SENTURK et
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al., 2012; HEEB et al., 2011; KIPNIS; SAWA; WIENER-KRONISH, 2006).

41 METODOS DE TIPAGEM MOLECULAR APLICADOS EM ESTUDOS DE
EPIDEMIOLOGIA E TRANSMISSAO DE PSEUDOMONAS AERUGINOSA

Investigagdes epidemioldgicas nosocomiais contribuem para o entendimento da
dindmica de transmissdo e infeccéo por diferentes espécies de microrganismos. A
aplicacao de métodos de tipagem molecular, ou genotipagem, permite a determinacao
de relagbes genéticas entre microrganismos, estudos de estrutura populacional,
identificacdo de surtos e suas fontes de transmissdo. Além disso, os sistemas de
vigilancia de infeccbes hospitalares devem monitorar continuamente a ocorréncia
de casos associados a IRAS, utilizando métodos confiaveis e capazes de diferenciar
isolados bacterianos relacionados e nao relacionados a surtos, especialmente em UTI,
com atencao diferenciada aos patdégenos de alto grau de viruléncia e resisténcia como
P. aeruginosa (RODRIGUES, 2017; CONCEICAO, 2014; JACOME et al., 2012).

Diversas abordagens experimentais, variando de analises de /ocus unicos
até mapeamento e sequenciamento de genoma completo, tém sido utilizadas para
definicdo da diversidade e relagdo de cepas de P, aeruginosa, (MAATALLAH et al.,
2013; PIRNAY et al., 2009; WIEHLMANN et al., 2007). A genotipagem através da
eletroforese em gel de campo pulsado com restricdo de DNA gendémico pela enzima
Spel (PFGE-Spel) é considerada a técnica de referéncia para deteccao de isolados
relacionados de P. aeruginosa, sendo tradicionalmente utilizada em investigacoes
epidemioldgicas. No entanto, este método apresenta algumas desvantagens, uma vez
que é morosa e tecnicamente exigente. A reprodutibilidade das analises utilizando
PFGE entre laboratorios também precisa de padronizacéo rigorosa e restritiva, e é
muitas vezes criticada (HEALY et al., 2005; HARRINGTON et al., 2007).

Outra abordagem popular e padronizada para estudos de populagdes de P.
aeruginosa é através do método de Multilocus Sequencing Typing (MLST) desenvolvido
por Curran et al. (2004). MLST é totalmente padronizado para diversas espécies
bacterianas, e é capaz de detectar variagbes genéticas filogeneticamente informativas
em genes constitutivos estritamente conservados (housekeeping genes). Portanto,
este esquema é capaz de diferenciar cepas e de rastrear de forma precisa a histéria
clonal global de diferentes espécies. Em P. aeruginosa, a abordagem €& baseada
no sequenciamento de sete loci — acsA, aroE, guaA, mutL, nuoD, ppsA, e trpE —
distribuidos em seu genoma (OLIVER et al., 2015; MAATALLAH et al., 2013; CURRAN
et al., 2004). Atualmente, o banco de dados internacional para MLST (https://pubmist.
org/paeruginosa/) contém depositados 3068 sequence types (ST) (acesso em 03 de
Julho de 2018) relacionados a isolados com diferentes caracteristicas fenotipicas e
genotipicas de resisténcia e viruléncia.

Para P. aeruginosa o MLST é a ferramenta preferivel para estudos relacionados
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a epidemiologia molecular, dispersédo geografica e evolugdo. Os ultimos relatos
forneceram evidéncias da existéncia de clones globais MDR e de alta viruléncia,
denominados de clones de alto risco (high-risk clones), os quais estdo disseminados
em varios hospitais ao redor do mundo, sendo os ST235, ST111 e ST175 as linhagens
de maior relevancia clinica e epidemiolégica. Alem dessas trés principais linhagens,
o ST277 é altamente prevalente no Brasil, porém, ocasionalmente detectado em
outras localidades (OLIVER et al., 2015; SILVA et al., 2011; ACHTMAN, 2008; FEIL &
ENRIGHT, 2004; MORGAN et al., 2001).
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