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RESUMO

A maior causa da morbidade e mortalidade em pacientes com Fibrose Cistica (FC) séo
aquelas causadas por infecgbes oportunistas cronicas causadas por Pseudomonas aeruginosa.
Uma vez que a P. aeruginosa colonizou o pulmio do paciente, ¢ praticamente impossivel
erradica-la pela quimioterapia antimicrobiana. Os objetivos deste trabalho foram a
caracterizagdo fenotipica e molecular de 56 cepas de P.aeruginosa (25 mucéides e 31 ndo
mucoides), isoladas de 13 pacientes com FC em tratamento no Setor de Pediatria do
HC/FCM/UNICAMP. As cepas de P. aeruginosa foram analisadas, utilizando as técnicas
fenotipicas: Perfil de Exoenzimas (Hemolisina, Gelatinase e Elastase), Perfil de Resisténcia a
Antibidticos; e genotipadas: RAPD (Ramdon Amplified Polimorfic DNA), ERIC-PCR, REP-
PCR, RFLP, ¢ do polimorfismo do RNA na regido intergénica de consenso 16S-235 e da
regido 16S. A analise comparativa entre as cepas de P. geruginosa, por métodos tradicionais e
moleculares mostrou que: As cepas de morfotipo nfio mucoéide expressaram em maior
freqiiéncia as enzimas Elastase e Gelatinase, enquanto que as mucoides expressaram em maior
freqiiéncia Hemolisina. Os antibioticos mais efetivos contra as cepas de £. aeruginosa foram
da familia das Carbepenemas, Aminoglicosideos e Quinilonas de 3° Geragéo, enquanto que os
menos efetivos foram das familias de Penicilinas, Cefalosporinas de 3° Geragéo,
Cloranfenicol, e Sulfonamidas. Uma cepa mostrou-se resistente ao Imipenema enquanto todas
as demais mostraram-se sensiveis. Todas as cepas ndo mucodides mostraram-se sensiveis ao
antibiotico Ciprofloxacina. Entre os anos de 1996 para 1997 houve um aumento da resisténcia
para os antibidticos Ceftriaxone, Cefotaxima, Ofloxacma. Entre os testes utihzados para a
analise genotipica o mais discriminatério mostrou ser o RAPD que produziu o maior niimero
de genotipos: 51 - OPR (OPR2 ¢ OPRS) enquanto o ERIC gerou 34 genotipos. Os ensaios de
determinagdo do polimorfismo da regido intergénica 16s-23s ndo apresentaram resultados
discriminatérios. Nos ensaios de ribotipagem utilizando a enzima Pvul] para a digestdo do
DNA cromossémico ¢ hibridizagdo com a sonda 16S resultaram em 10 ribotipos. O ribotipo 1
agrupou 21 cepas isoladas de 9 pacientes com FC. Os dados obtidos sugerem que os genétipos
discordantes em P. aeruginosa desenvolvem um fendtipo comum durante a infecgdo na FC. E
que a persisténcia de P. ageruginosa na fase crénica da FC envolve diferentes alteragdes

fenotipicas que favorecem a capacidade de sobreviver no trato respiratorio inferior.



ABSTRACT

The major cause of the morbidity and mortality in Cystic Fibrosis patients (FC) are caused by
chronic opportunist infections of Pseudomonas aeruginosa. A time that P. ageruginosa
colonized the lung of the patient, is practically impossible eradicate it witer chemotherapy.
The objectives of this work had been 56 phenotype and molecular characterization of strains
of P. aeruginosa (25 mucoid and 31 non mucoid), 1solated of 13 patients with FC handling in
the Pediatrics Sector of ‘HC/FCM/UNICAMP. Strains of P. aeruginosa had been analyzed,
using the phenotype techniques: Profile of Exoenzimes (Hemolisin, Gelatinase and Elastase),
Profiles antibiotics resistance; e genotypes: RAPD (Random Amplification Polimorfic DNA),
ERIC-PCR, REP-PCR, RFLP and the polymorphism of the RNA in the intergenic region of
consensus 16S-23S and region 16S. The comparative analysis between strains of P.
aeruginosa, for traditional and molecular methods had show that: Strains nonmucoid had
expressed in bigger frequency the enzymes Elastase and Gelatinase, while that the mucoids
had expressed in bigger Hemolisin frequency. The antibiotics effective against strains of 7.
aeruginosa had been of the family of the Carbapenems, Aminoglycosides and Quinolones of
3* Generation, while that effective they had been of the Penicillin families, Cephalosporins of
3 Generation, Chloramphenicol, and Sulfonamides. Strains revealed resistant to the Imipenem
while all had excessively revealed sensible. All stramns nonmucoids had revealed sensible to
the Ciprofloxacin antibiotic. Between 1996 and 1997 had increase of the resistance for the
antibiotics Ceftriaxone, Cefotaxime, Ofloxacin. It enters the tests used for most discriminates
the genotype analysis showed to be the RAPD that produced the biggest number of genotypes:
51-OPR (OPR2 and OPRS8) while ERIC generated 34 genotypes. The polymorphism
determination showed in the intergenic region 16S-23S had not presented resulted
discriminatory. In the mnbotype assays using Pvull enzyme for the digestion of the
chromosomic DNA and hybridization with sounding lead 16S had identified of 10 ribotypes.
Ribotype 1 grouped 21 strains isolated of 9 patients with FC. The gotten data suggest that the
genotypes opponents in P. aeruginosa develop one phenotype common durng the infecrion in
the FC and that the persistence of P. aeruginosa in the chronic phase of the FC involves

different phenotype alterations that favor the capacity to survive in the low airways tract.



Introdugdo 1

INTRODUCAO

1. Fibrose Cistica ou Mucoviscidose

A Fibrose Cistica (FC) ou Mucoviscidose é um distirbio monogenético que atinge
criangas no mundo inteiro, das quais muitas ndo chegam a fase adulta (Boat et al., 1989). AFC
foi inicialmente descrita como enfermidade clinica nos anos 30, entretanto numerosas referéncias
de criangas e adolescentes portadores de ileo meconial, pancreatite € pneumonia sdo encontrados
na literatura desde 1650 (Taussig, 1984). Em 1936, Fanconi (In: Boat ez al., 1989) relatou o caso
de uma crianga com caracteristicas clinicas de FC, mas falthou no reconhecimento desta doenca.
Anderson (1938), trabalhando com criangas que morriam no periodo neonatal com lesdes
histopatolégicas caracteristicas no pancreas, foi a primeira a reconhecer, descrever e nomear essa
enfermidade como “fibrose cistica do pancreas”. Farber (1945) sugeriu que a FC era uma doenga
das glandulas exdcrinas, caracterizada em grande parte pela faléncia na produgdo secretéria de
muco. O mesmo introduziu o termo médico “mucoviscidose”, empregado até os dias de hoje (In:
Boat et al., 1989).

Nos anos 40, Anderson & Hodges (1942), trabalhando com primos heterozigotos para o
gene, sugeriram que a FC era uma heranga paterna recessiva. Nesta década, as infecgdes
pulmonares cronicas foram reconhecidas como a principal causa agravante do estado de saude de
pacientes mucoviscidéticos e, por esse motivo, a antibioticoterapia comegou a ser empregada nos
mesmos (Boat ef al., 1989). Em 1953, Di Sant’Agnese er al., 1953, investigando a perda de sal
em crian¢as com FC pelo suor, documentaram que, os niveis de sédio e cloro eram elevados em
todos os individuos mucoviscidoticos. Tal observagdo levou Gibson & Cooke (1959) a

desenvolver o método do teste do suor, que ¢ empregado até os dias de hoje, para diagnosticar
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pacientes com FC. Nos ultimos 30 anos uma progressiva descrigio da FC e suas complica¢Ges
emergiu, até culminar com a descoberta e o completo seqiienciamento do gene responsavel pela
doencga nos anos de 1985 e 1986 (Tsui ef al., 1985, Wainwright et al., 1985, White et al., 1985).
Verificou-se assim que a FC ¢ a enfermidade monogenética autossdmica recessiva mais comum e
grave na populagdo caucasotide, com uma incidéncia de 1/3000 nascimentos e uma freqiiéncia
génica que pode chegar a 1/20 (Boat ef al., 1989; Maréstica et al.,1998; Tummler & Kwitz, 1999,
White ez al., 1985). Em nosso meio, escassos relatos sugerem que a incidéncia seja de 1/2500
mucoviscidoticos mas, sendo o Brasil um pais de grande contingéncia migratoria, estimativas
apontam que esse numero possa ser maior (http://criesp.com.br/inform/injan98.htmi).

A FC caracteriza-se por mutagdes em um gene localizado no brago longo do cromossomo
7 (Fauci, 1998) e a analise da seqiiéncia do cDNA desse gene, mostrou que ele possui 250Kb, 27
exons e codifica uma proteina transmembranica com 1480 aminoacidos, denominada Regulador
de Condutancia da Fibrose Cistica (CFTR) (Govan & Deretic, 1996; Morales ez al., 1999). O
CFTR esta localizado na membrana apical das células epiteliais (Bijmann & Quiton, 1987) e o
seu RNAm ¢ expresso no pulmdo e em outros tecidos, como testiculos, duodeno, traquéia e rim
(Morales, et al.,1999). Qualquer falha na expressio desse gene ocasionara problemas de absorgao
de eletrolitos nesses tecidos.

Baseado na analise da sequéncia de aminoacidos da CFTR, Collins e colaboradores
(1990) propuseram que a proteina CFTR possui dois dominios de transmembrana (TM), dois
dominios de ligagdo a nucleotideos (NBD) e um dominio central R. A CFTR funciona como um
canal de transporte para o ion cloro e também pode atuar modulando outros canais condutores
como o canal de sodio, e cloretos (Deretic ez al., 1994, Morales ef al.,1999). A CFTR pertence a

familia de proteinas de transmembrana que inclui a glicoproteina P e o produto do gene de
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resisténcia a multidrogas, o qual reduz a eficacia da quimioterapia para o cancer por excre¢do
anormal de agentes quimioterapicos (Wainwright, 1991).

Em pacientes mucoviscidoticos, mais de 170 mutagdes diferentes foram descritas no gene
da CFTR (Collins, 1992). Individuos afetados tém dois alelos defeituosos. Sujeitos que tém uma
copia normal e outra defeituosa ndo sdo sintomaticos e provavelmente ndo desenvolverdo a
doenga (Morales ef al.,,1999). Uma delegdo de trés pares de base no exon 10 € responsavel por
aproximadamente 70% dos alelos mutantes (Collins, 1992). Esta dele¢do resulta na perda de um
simples aminoéacido, a fenilanina, no coédon 508 (AF 508). O fenotipo de pacientes portando a
mutacdo AF 508 varia consideravelmente, mas, esta mutagio € a mais severa causando maiores
danos aos pacientes (Morales, et al., 1999).

A fisiopatologia da fibrose cistica nas vias respiratérias tem sido atribuida a
anormalidades nas taxas de transporte de Sddio e Cloro, que levam a produgdo de secregdes
desidratadas e pouco depuradas, dificultando o batimento ciliar (Fauci ef al., 1998). Ha também
um aumento da sulfatagio dos proteoglicanos no muco. Essas moléculas modificadas podem
interagir com a bactéria ou seus exoprodutos, contribuindo com a viscosidade da secrecdo
respiratoria (Koch & Hoiby, 1993). A desidratagdo da superficie e o aumento da sulfatagdo do
glicocalix da via respiratoria podem explicar o desenvolvimento de uma secregdo persistente,
observada nas vias respiratorias de pacientes mucoviscidoticos. Tal secregdo proporciona um
meio favoravel para o crescimento de microbios pois, a fungdo mucociliar ndo € eficiente para
remover bactérias e outros patogenos (Deretic ef al., 1994).

A maior causa da morbidade e mortalidade em pacientes portadores de fibrose cistica sdo
aquelas causadas por infecgBes oportunistas cronicas causadas por Pseudomonas aeruginosa e

Staphylococcus aureus. Estas infecgdes destroem progressivamente o parénquima do pulmdo e
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levam a complicagdes como as hipertensdes pulmonares, bronquiestasia e hipertrofia ventricular
esquerda ocasionando a faléncia respiratoria e a morte (Boat et al., 1989).

Durante os primeiros anos de vida, os pulmdes das criangas mucoviscidoticas s@o
colonizados e desenvolvem uma pneumonia secundaria por Stapylococcus aureus e Haemophilus
influenza ou, mais comumente, por Klebisiella pneumoniae. Essas infecgdes sdo de facil
tratamento, se os antibidticos corretos forem empregados (Wheeler & Colten, 1998). Depois dos
18 anos 70% dos pacientes, nos EUA, apresentam infec¢do por Pseudomonas aeruginosa

(FitzSimmons, 1993).

2. Pseudomonas aeruginosa

A bactéria Pseudomonas aeruginosa é um bacilo aerdbico gram-negativo, com 0,5 um de
largura por 1,5um de comprimento, possui um longo flagelo polar, méveis, e ndo apresenta
esporos (Sauders ef al., 1963). S@o bactérias que sobrevivem nos mais variados ambientes,
podendo ser encontradas na 4gua, no solo, nos alimentos, em plantas e colonizando a pele e o
intestino humano e animal (Salyers & Whitt, 1994). Clinicamente, tém $ido isoladas de feridas,
queimaduras e infec¢des no trato urinario. Metabolizam muitos compostos orgénicos e 0 aceptor
final de elétrons do metabolismo respiratorio € o O, ou NO;. Glicose e outras hexoses s@o
degradas via Entner-Duodoroff, e todo substrato orgénico € eventualmente oxidado para COx.
Podem fermentar substratos na auséncia de oxigénio e nitrato, mas ndo lactose (http://www-
personal.umd.umich.edu/~abushar/bergey/htmp/psearg.htm).

De acordo com Martin e colaboradores (1995) existe uma variagdo significativa no

fendtipo de P. aeruginosa isolada de pacientes mucoviscidoticos, que mostram uma variedade
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no aspecto das coldnias, incluindo coldnias mucoides (M), ndo mucdides (NM) e variantes que
nio sio mobveis, sio deficientes em lipopolissacarideos, diferem na composigdo de
polissacarideos, na estabilidade do fendtipo mucdide, sdo auxotroficas e multiresistentes (Olivier
et al., 2000; Pugashetti et al., 1982). Além disso, o desenvolvimento de fenétipos mucoides, que
¢ considerado como etapa principal no estabelecimento da infecgdo pulmonar crénica,
usualmente depende do aparecimento de variantes mucoides estaveis (Deretic ef al., 1994).Uma
vez que a forma mucodide emerge, é comumente detectada a presenga de ambas as formas,
mucéides e ndo mucodides~no escarro dos pacientes (Govan & Deretic, 1996; Pugashetti e al.,
1982). Em muitos casos é possivel demonstrar a presenca de varias cepas mucoides e ndo
mucoides do microrganismo no trato respiratorio de um mesmo paciente (Pugashetti ez al., 1982).

P. aeruginosa de fenotipo mucoide é considerada como o patdgeno mais freqiiente na
infecgdo pulmonar cronica em pacientes com FC e € responsivel por muitos dos casos de
morbidade e mortalidade associados a esta enfermidade (Hoiby, 1977, Roychoudhury ez al.,
1991).

O polissacarideo alginato produzido pela cepa mucdide de P. aeruginosa ¢ um
exopolissacarideo linear, o-acetilado, formado de acido L-glicurénico e de acido D-manurdnico,
unidos através de ligagio B-1,4 (Evans & Linker, 1973; Ohman & Chakrabarty, 1981;
Schlictman, ef al., 1994, Pugashetti et al., 1982). A sintese de alginato ¢ uma outra propriedade
caracteristica de P. aeruginosa isolada de pacientes mucoviscidéticos. Tem-se observado que as
caracteristicas especificas do pulmio desses pacientes podem exercer um papel importante na
expressio dos genes responsaveis pela sintese do alginato (Roychoudhury, et al, 1991). Um
desses fatores ¢ a alta osmolaridade, causada por concentragdo anormal dos fons Na”, CT, Ca?e

K" no pulmio, além de um ambiente desidratado.
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Um grande aumento na produg¢do do muco traqueobronquial, excessivamente viscoso, €
uma das primeiras manifestagdes da FC. Tal condigdo dificulta o tratamento da infecg¢@o
pulmonar em pacientes portadores de FC e tem como conseqiiéncia a morte dos mesmos (Boat, et
al. 1989). Ele ndo causa apenas a obstrugdo dos brénquios, mas fornece um meio ideal para a
colonizagdo bacteriana no pulmio de pacientes com FC. Durante a terapia com antimicrobianos,
grande parte das bactérias adquirem a forma mucbide, a qual é resistente a grande maioria dos
antibioticos (Roychoudhury ez al., 1991).

Vérias caracteristicas do alginato contribuem na patogénese pulmonar em pacientes com
FC: (a) propriedade anti-fagocitaria associada, mas ndo limitada a ineficiente opsonizagao (Pier ef
al, 1990) ; (b) adesio (Ramphal & Pier, 1985); (c) resisténcia ao tratamento com antibioticos
(Anwar et al, 1992); (d) Possivel supressdo na fungdo dos leucocitos (Mai ef al, 1993 ) e (e)
prote¢do aos intermediarios da oxidagdo (Learn et al, 1987, http//:www.ucs. mun.ca/~lawheele/
index.htm).

Os anticorpos para alginato podem ser detectados em todqs os pacientes portadores de
FC com infecgdo cronica causada por P. aeruginosa, independentemente se a forma mucoide €
isolada do pulm@o desses pacientes (Pedersen et al.,1990).

O alginato suprime a fungdo dos linfocitos (Mai et al., 1993) quando utilizado em altas
doses para imunizagio em camundongos, assim como, reduz células T citotoxicas (CD3™ e CD8")
(Pier et al., 1993). Também estimula a liberagdo de IL-8 por células epiteliais, contribuindo para
o recrutamente de neutrofilos, os quais dominam a inflamagdo da via respiratéria em individuos
com FC (Johansen et al., 1994). A presenc¢a do alginato também sugere um papel na patologia da

lesdo pulmonar das FC na indugdo do aumento da resposta imune humoral, associada com
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deficiente funcdo pulmonar, sendo os danos alveolares ocasionados pela formagado e deposi¢éo de
complexos imunes (Pedersen ef al, 1992).

P. aeruginosa também pode produzir enzimas proteoliticas tais como as proteases
alcalinas e neutras que exercem um papel importante na viruléncia durante a colonizagdo. Tais
enzimas contribuem para o desmoronamento das barreiras fisicas do hospedeiro, aumentando a
proliferagdo bacteriana, fornecendo aminoacidos e peptideos das proteinas teciduais as bactérias.
Em estagios mais avangados, podem interferir com o mecanismo de defesa imune por degradar
imunoglobulinas. A protease alcalina tem sua atividade maxima em pH ~ 7 e 9, € inibida por
compostos quelantes como o EDTA, bem como por metais pesados (Lory & Tai, 1985). Ja a
protease neutra (elastase) é capaz de degradar a elastina, um dos principais componentes dos
tecidos. Tal enzima é muito encontrada no pulmio e ¢ considerada um importante fator de
viruléncia, responsavel pelos danos teciduais pulmonares em pacientes com FC (Bandjee et
al., 1995, Lory & Tai, 1985). A elastina corresponde a quase 30% do total de proteinas do tecido
pulmonar e ¢ um importante componente da parede dos vasos sanguineos, sendo responsavel pelo
poder de recuperagdo da parede desses vasos (Salyers & Whitt, 1994).

Além da agdo sobre a elastina, a elastase também pode degradar ou inativar importantes
tecidos e componentes do sistema imune como, por exemplo, imunoglobulinas, fatores do
complemento, o inibidor da proteinase a, colageno e fibrina. A elastase também atua

sinergisticamente com a protease alcalina para inativar as citocinas humanas y-interferon e o

TNF-o (Rust et al., 1996).
Outras enzimas proteoliticas excretadas por P. aeruginosa sio as hemolisinas (Gray &
Vasil, 1981) que diferem entre si quanto & composi¢io e modo de agdo. Uma delas ¢ um

glicolipidio de baixo peso molecular, estavel ao calor e que atua solubilizando lipideos. A outra,
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¢ uma proteina com atividade de fosfolipase C, labil ao calor e que cataliza a hidrélise de
fosfatidilcolina da fosforilcolina e diacilglicerol (Berka er al, 1981). Ambas sdo excretadas na
fase estacionaria, sob condigdes de crescimento limitadas por fosfato (Lory & Tai, 1985). Essas
hemolisinas atuam em cooperagdo com a fosfatase alcalina, liberando fosfato inorganico de
fosfolipidios (Kurioka & Liu,1967). A hemolisina atua como determinante de viruléncia na
patogénese da infeccdo pulmonar (Berka ef al.,1981). Liu e colaboradores (1979) verificaram que
a combinagdo de glicolipidio hemolitico e de fosfolipase C pode produzir consideravel lesdo no
tecido pulmonar, durante a infec¢do. Posteriormente, Southern e colaboradores (1970)
postularam que a fosfolipase C pode aumentar a colonizagdo do tecido pulmonar por P.
aeruginosa, como também exercer um importante papel na formagéo de lesées de pele.

Uma vez que a P. aeruginosa ocupou o pulmdo do paciente mucoviscidotico, €
praticamente impossivel erradica-la pela quimioterapia antimicrobiana (Romling et al., 1994), ja
que as cepas apresentam resisténcia intrinseca a um grande nimero de agentes antimicrobianos
(Poole et al., 1993).

A selecdo de agentes quimioterapicos para o tratamento de P. ageruginosa ¢ uma
problematica freqiiente nos dias de hoje. Nos primérdios do tratamento, as taxas de mortalidade
para esta bactéria utilizando a Polimixina B e E ficavam em 95%. Entretanto, essa droga ¢
extremamente toxica para o paciente e foi substituida pelo tratamento com carbenicilina e
gentamicina, apresentando bons resultados na década de 60. De qualquer forma, esse tratamento
hoje em dia é pouco viavel desde que a resisténcia a esses dois agentes emergiu (Kovacs ef al.,
1998). Nas duas ultimas décadas, numerosos agentes antibacterianos com atividade in vifro
contra P. aeruginosa foram desenvolvidos. Eles incluem a terceira geragdo de cefalosporinas

(cefoperazone, cefsulodine, cefatzadima), a quarta geragdo de cefalosporinas (cefepime,
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cefpirome, cefclidina), monobactimicos (aztreonama), carbepenens (imipenem, meopenem) e
quinolonas (ciprofloxacina, enoxacin, ofloxacina). Uma conseqiiéncia esperada para 0 uso
prolongado e freqiiente da terapia antimicrobiana € o desenvolvimento de cepas de P. aeruginosa

multiresistentes a todas as classes de drogas antipseudomonas (Saiman, 1993).

3. Métodos de Identificagao de Pseudomonas aeruginosa

Os métodos convencionais de caracterizagdo de cepas de P. aeruginosa sdo pobremente
reproduzidos, ou podem apenas detectar diferengas instaveis entre clones relacionados, ou ainda,
podem ser aplicados a poucos isolados (Poh & Yeo, 1993). Métodos de tipagem convencional
também ndo obtiveram sucesso na diferenciacdo de cepas de Pseudomonas aeruginosa que
sofreram adaptagdo fenotipica, para o meio ambiente pulmonar (Ojeniyi ef al., 1991, Speert et
al., 1990). Estas desvantagens podem ser minimizadas pelo uso de métodos genotipicos (Pujana
et al., 2000, Hla e? al., 1996).

Métodos de tipagem molecular ou genotipicos sdo os mais importantes na elucidagao das
rotas de transmissdo de patogenos microbianos (Renders ef al., 1996, Pfaller ez al., 1996). Pelo
monitoramento fechado da variabilidade genética, distancias filogenéticas podem ser calculadas.
E esses dados podem conceder um discernimento da inter-relagdo dos isolados de bactérias,
fungos e protozoarios (Karlin ez al., 1994). Analises genéticas detalhadas produzem evidéncias da
plasticidade genotipica e evolutiva dessas bactérias, caracterizando a sua adaptagdo aos mais
variados ambientes. Este tipo de informagio pode ser utilizado no cenario clinico para
discriminar a existéncia de epidemias (Renders ef al., 1996), ou infecgdes cruzadas que podem

aumentar a prevaléncia dessas bactérias no hospedeiro (Grothues et al., 1988) .
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Para a epidemiologia hospitalar, técnicas de subtipagem que definem a inter-relagéo
clonal entre cepas isoladas (@rskov & @rskov, 1983) estdo sendo utilizada para o reconhecimento
de infec¢do nosocomial e, portanto, preencher a lacuna no treinamento do controle de infecgao.

Vérios métodos fenotipicos e genotipicos foram utilizados durante a Gltima década para
analisar isolados de P. aeruginosa em pacientes mucoviscidoticos (Ogle & Vasil, 1993 e Ojeniyi
et al., 1991). Métodos de macrorestrigdo gendmica podem ser os mais discriminativos e indicar
que (i) isolados independentes de P. aeruginosa sao freqientemente distinguiveis um dos outros,
(i) diferentes cepas podem colonizar os pacientes com FC, (iii)) uma determinada cepa pode
manter-se no mesmo paciente por meses ou anos, (iv) um paciente pode portar duas ou mais
cepas ao mesmo tempo (Grothues et al., 1988 e Strulens ez al., 1993).

Estes métodos de macrorestricio para as analises filogenéticas incluem: Random
Amplified Polimorfic DNA (RAPD), ERIC-PCR, Ribotipagem, e a analise das regides
intergénicas de consenso, entre outros.

A técnica de RAPD, baseada na amplificagdo de segmentos de DNA com um “primer”
composto por uma seqiiéncia de nucleotideos arbitraria, tem sido amplamente utilizada nas
investigagdes epidemiolégicas para muitos microrganismos (Van Belkum, 1994) incluindo
Pseudomonas aeruginosa (Elaichouni ef al., 1994; Kerr et al.,1995; Kersulyte ef al., 1995). Esta
técnica também tem recebido consideravel atengdo como um método de tipagem molecular pela
sua simplicidade, sensibilidade, flexibilidade e baixo custo (Van Belkum, 1994; Welsh &
McClelland, 1990; Williams ef al., 1997).

O genoma procaridtico, por ser pequeno, quando comparado ao eucaridtico, conserva
regides repetitivas de DNA, ndo codificaveis, que s3o mantidas na reprodugdo celular bacteriana.

Ha exemplos de regides codificaveis em que o codon terminal de um gene sobrepde o cddon
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inicial do proximo gene. Todavia, pequenas familias de sequéncias repetidas intergénicas tém
sido descritas em bactérias (Versalovic ef al., 1991).

Versalovic e colaboradores (1991) estudando a distribui¢io de seqiiéncias repetidas de
DNA em bactérias, examinaram os elementos Palindromicos Repetitivos Extragénicos (REP),
também conhecido como unidades palindrémicas (PU). Os elementos REP, foram primeiramente
descritos como um potencial regulatério de seqiiéncias interiores de regides ndo traduziveis de
operons, pela virtude de sua natureza palindromica e pela habilidade de formar estruturas “stem-
loop”, estaveis na transcrigio do RNA. Um consenso € que a seqiéncia REP, foi formulada pelo
alinhamento maltiplo de seqiiéncias REP-like de Escherichia coli e S. enterica. Estes 38 pb da
seqiiéncia consenso REP, contém seis posi¢gdes totalmente degeneradas, incluindo um “loop” de 5
pares de base em cada lado da haste conservada do palindromo. Multiplas fungdes tém sido
descritas para esta regido altamente conservada: dispersdo dos elementos REP, incluindo a fungéo
na terminagdo da transcri¢do, estabilidade do RNA mensageiro ¢ o dominio da organizagdo
cromossomal in vivo. Recentemente, uma nova familia de elementos repetitivos, denominados
Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus (ERIC), também conhecido como unidades
repetitivas intergénicas (IRUs), tem sido definida utilizando informag¢des das seqiiéncias obtidas
primariamente de E. coli e S. enterica. Em contrapartida ao REP, este elemento ERIC possui 126-
pb que compde uma repeticdo invertida altamente conservada, que esta localizada em regides
extragénicas (Versalovic ef al., 1991, Louws et al., 1994). As seqiiéncias ERIC ndo possuem
relagdo com as seqiiéncias REP.

A distribuigio dos elementos REP e ERIC em diversos genomas procariéticos, inclusive
em P. aeruginosa foi examinada por Versalovic e colaboradores (1991) pelo método de PCR.

Tais analises revelaram que as distdncias entre seqiéncias REP e ERIC tém um padrido
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especifico para diferentes cepas e espécies bacterianas. Este estudo demonstrou que as seqiiéncias
REP e ERIC estdo presentes em muitas espécies diferentes e podem ser utilizadas para gerar
diferentes “fingerprints” com reagdes de PCR para os diversos genomas bacterianos.

Além disso, a tipagem por métodos moleculares tem aumentado a nossa compreensdo no
estudo da epidemiologia de ambas as infec¢des, hospitalares e comunitdrias, causadas por
bactérias patogénicas (Arbeit, 1995). Muitos métodos de tipagem molecular t€m sido utilizados,
com um grande sucesso, para a tipagem de patogenos bacterianos. Porém, a ribotipagem, tem
sido dentre todos os métodos, o mais eficiente (Arbeit, 1995; Strulens et al, 1993) e o mais
sensivel na detec¢do de pequenas alteragGes na organizagdo do DNA (Picard et al., 1994).

Outros métodos baseados na amplificagio do DNA genOmico estéo tendo um papel muito
importante na identificacdo e detec¢do de microrganismos, bem como no diagndstico clinico
microbiolégico (Kostman et al., 1992).

O complexo ribossomal de Eubactérias € composto de quantidades equimolares de trés
tipos de RNAr (58S, 16S e 23S). Os genes estdo organizados em operons denominados DNAr e,
em muitas espécies bacterianas, podemos encontrar mais de uma cépia (Bingen ef al., 1994). Em
particular, a P. aeruginosa contam 4 unidades transcricionais por cromossomo. Enquanto que os
genes RNAr sdo altamente conservados, as regides intergénicas ndo o séo (Hartmann et al., 1986;
Romling ef al., 1989). Tal fato, permitiu a Grimont e Grimont (1986) sugerir o uso do RNAr de
E. coli para construir uma sonda universal empregada no estudo do polimorfismo de DNAr de
qualquer espécie bacteriana. Tais analises s30 conhecidas como ribotipagem.

A ribotipagem de P. aeruginosa tem sido usada por muitos autores utilizando diferentes

combinagSes de enzimas, sondas e quantidades de DNA genémico (Bingen ef al., 1994; Poh &
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Yeo, 1993). Cepas diferentes s3o evidenciadas por diferengas nos perfis de bandas revelados por
este método (Benekov et al., 1996).

Analises de PCR baseadas na amplificagdo da regido espagadora entre 16S-23S tém sido
sugerido como estratégia para tipagem de isolados de P. cepacia e N. meningitides (McLaughlin,
et al.,1993). Se essa regido for amplificada e cortada com enzimas de restrigdo € possivel
verificar as diferengas e similaridades entre cepas de uma mesma espécie.

A partir das técnicas anteriormente descritas caracterizaremos genotipicamente 56 cepas
de P. aeruginosa isoladas de 13 pacientes com Fibrose Cistica em tratamento no Setor de
Pediatria do Hospital de Clinicas da UNICAMP e verificaremos qual o método mais efetivo para

a discriminagdo dessas amostras.
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OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivos a caracterizagdo fenotipica e molecular de cepas de
P. aeruginosa, isoladas de pacientes com fibrose cistica, procurando verificar se os pacientes
poderiam estar contaminados com uma ou mais cepas, ou se varios pacientes poderiam estar
contaminados pela mesma cepa e qual € o método genotipico mais efetivo para esta
caracterizag3o.

Para tanto, as cepas foram analisadas, utilizando

1. Perfil de Exoenzimas (Hemolisina, Gelatinase e Elastase).

2. Perfil de Resisténcia a Antibioticos.

3. Polimorfismo genético através das técnicas de: RAPD (Ramdon Amplified Polimorfic
DNA), ERIC-PCR, REP-PCR, Ribotipagem.

4. Polimorfismo da regido intergénica entre os quais codificadores das subunidades

ribossdmicas 16S e 23S.
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MATERIAL E METODOS

1. CEPAS

As cepas de P. aeruginosa utilizadas foram cedidas pelo Prof. Dr. Ulisses M. de Oliveira,

do Departamento de Patologia Clinica da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP. Um

total de 56 cepas provenientes do escarro de 13 pacientes com fibrose cistica, foram obtidas no

periodo de 1996 e 1997. Dessas, 25 expressaram o morfotipo mucéide (M) e 31 o morfotipo néo

mucoéide (NM). As cepas encontram-se listadas na Tabela 1.

Tabela | — Idade dos pacientes e caracterizagdo das cepas de Pseudomonas

aeruginosa com as respectivas datas de coleta.

Paciente e Numero da Cédigo Data da Paciente e Numero da Cédigo Data da
Idade Cepa Coleta Idade Cepa Coleta
263NM PIANM 02/10/96 272M P6AM 25/10/96
P1 263M P1AM 02/10/96 272NM P6ANM 25/10/96
16 anos 281NM PIBNM 09/12/96 P6 22NM P6BNM 25/02/97
40M PICM 17/04/97 14 anos 49M P6CM 09/05/97
P2 264M P2AM 17/04/96 49NM P6CNM 09/05/97
3 meses 264NM P2ANM 17/04/96 23M P6DM 27/01/98
09NM P3ANM 23/01/97 P7 254NM P7ANM 25/10/96
P3 16NM P3BNM 04/02/97 10 anos 254M P7AM 25/10/96
10 anos 62M P3CM 22/05/97 273M P8AM 25/10/96
62NM P3CNM 22/05/97 P8 273NM PSANM 25/10/96
268NM P4ANM 10/10/96 15 anos 50M P8BM 09/05/97
P4 268M P4AM 10/10/96 17NM P9AM 04/02/97
23 anos 12M P4BM 23/01/97 P9 42M POBM 18/04/97
12NM P4BNM 23/01/97 18 anos 42NM PSBNM 18/04/97
61M P4CM 22/05/97 64M PICM 07/06/97
P5 18M P5AM 04/02/97 64NM P9CNM 07/06/97
9 anos 57T™M P5BM 16/05/97 68M P9DM 16/06/97
57TNM P5BNM 16/05/97 68NM PSDNM 16/06/97
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_IW—CM;—W mw
e Ceea Coleta Idade CeBa Coleta
265M P10AM 08/10/96 1M P12AM 14/02/97
P10 265NM P10ANM 08/10/96 P12 43M P12BM 18/04/97
6 anos 15M P10BM 23/01/97 7 anos 43NM P12BNM 18/04/97
15NM P10BNM 29/01/97 55M P12CM 16/05/97
250NM PI1ANM 26/08/96 55NM P12CNM 16/05/97
262NM P11BNM 26/09/96 252NM P13ANM 29/08/96
P11 275NM P11CNM 01/11/96 P13 266NM P13BNM 08/10/96
10 anos 21NM P11DNM 18/02/97 7 anos 266M P13BM 08/10/96
31INM P11IENM 27/03/97 28M P13CM 18/03/97
36NM P11FNM 01/04/97
67NM P11GNM 13/06/97
P = Paciente

A, B, C, D = Datas de diferentes coletas
M = Morfotipo mucdide
NM = Morfotipo ndo mucoide

2. ENSAIOS PARA DETERMINAGAO DO PERFIL DE PRODUGAO DAS

EXOENZIMAS HEMOLISINA, GELATINASE E ELASTASE.

Para a realizacdo do ensaio de hemolisina utilizou-se agar sangue preparado com 5% de
sangue de carneiro desfibrinado. Para a detecgdo da formagdo de halos de hemolise, as cepa de
Pseudomonas aeruginosa foram inoculadas em pontos equidistantes nas placas de Petri, e
incubadas a 37°C por 24 horas (Morihara, 1964). A atividade hemolitica foi verificada pela
formac@o de halos ao redor das coldnias pela agdo da enzima hemolitica.

A atividade proteolitica de P. aeruginosa foi testada em solug@o de gelatina. Inicialmente,
as cepas foram inoculadas em BHI (Brain Heart Infusion) e apos a incubagio a 37°C durante 24
horas, o pré-indculo foi inoculado em tubos de 13x130mm (semeadas em profundidade) contendo

5 mL de uma solugdo de gelatina a 12%, preparada em tampao fosfato pH 7,4. Apéds incubagio a
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37°C por 24 horas, a atividade proteolitica é observada quando ocorre liquefagdo da gelatina
(Wilson, 1930).

A produgio de elastase foi determinada pelo método descrito por Sbarra e colaboradores
(1960), Mull & Callahan (1963) e Morihara, (1964).

As placas de Petri, contendo o meio de cultura com: 1% de Elastina e 2% de agar
bacteriolégico, diluidos em tampdo Tris-HCI (hidroximetil) aminometano 0,03M pH 8,0, foram
inoculadas pontualmente com cepas de Pseudomonas aeruginosa e incubadas por 72 horas a
37°C. A atividade de elastase foi determinada pela observag@o de zonas claras ao redor do ponto

de inoculagdo, em decorréncia da a¢do da enzima (Morihara, 1964 — modificado).

3. PERFIL DE RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS

A determinagdo dos perfis de resisténcia das 56 cepas de P. aeruginosa aos antibioticos
foram realizadas pelo Setor de Microbiologia do laboratorio de Patologia Clinica da Faculdade de
Ciéncias Médicas da UNICAMP, pelo método de difusio em discos de papel. Os antibidticos
empregados foram: ampicilina (familia das penicilinas), ceftriaxone e cefotaxima (familia das
cefalosporinas de 3* Gerag@o), imipenema (familia carbepenemas), amicacina, gentamicina,
netilmicina (familia aminoglicosideos), cloranfenicol (familia cloranfenicol), ciprofloxacina e

ofloxacina (familia quinilonas de 3* Geragéo) e cotrimoxazol (familia sulfonamidas).
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4. EXTRAGAO DE DNA GENOMICO DAS CEPAS DE Pseudomonas aeruginosa

A extragdo de DNA das amostras de P. aeruginosa foi realizada de acordo com o método
descrito por Ausubel e colaboradores em (1987).

As cepas foram inoculadas em 4 mL de meio BHI, em duplicata, mantidas a 37°C por um
periodo de 24 horas e, em seguida, centrifugadas (12.000 rpm por 2 minutos). Os sobrenadantes
foram descartados e os sedimentos contendo as células bacterianas foram ressuspensos com
500ul de Tampdo T.E. 1X (ImM Tris-HCI pH 8,0; 0,5mM EDTA pH 8,0). As cepas foram
novamente centrifugadas (12.000 rpm por 2 min), os sobrenadantes descartados e aos sedimentos
adicionaram-se 400pL de Tampdo T.E. 1X, 49ul de lisozima (10mg/mL) e 1pL de RNAse
(10mg/mL). A mistura foi homogeneizada e incubada por 4 horas a 37°C. Transcorrido este
tempo, foram adicionados 70ul de SDS 10% e 5 uL de Proteinase K (10mg/mL). A mistura foi
novamente homogeneizada e colocada em banho maria a 65°C por 10 minutos. Transcorrido o
tempo foram adicionados 100ulL de SM NaCl e 100uL de solugdo de CTAB/NaCl sendo entédo
homogeizada até a formagdo de liquido com aspecto leitoso. A mistura foi colocada em banho
maria a 65°C por 10 minutos, e, em seguida, adicionaram-se 750ulL de uma mistura de
cloroférmio/alcool isoamilico (24:1). A preparagio foi agitada por pelo menos 10 segundos e
centrifugada a temperatura ambiente (12000 rpm por 5 minutos), obtendo-se ao final a formagao
de trés fases onde o DNA se encontrava na fase aquosa. O sobrenadante aquoso, contendo o
DNA da primeira fase, foi transferido para um tubo esterilizado e a este foram adicionados 0,6
volumes de isopropanol. Em seguida, a mistura foi mantida a —20°C por 30 minutos, sendo

centrifugada a temperatura ambiente e o sobrenadante descartado. O sedimento obtido foi lavado
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duas vezes com 1mL de Etanol 70% e seco a temperatura ambiente. Completado o processo de
secagem do DNA, este foi ressuspendido em Tamp@o T.E.1X pH 8,0.

O DNA gendmico teve sua concentragdo determinada por leitura em espectofotdmetria (A

260nm e A 280nm).

5. ELETROFORESE DE DNA EM GEL DE AGAROSE

A eletroforese foi realizada de acordo com o método de Sambroock ez al. 1989.

O DNA foi visualizado através do sistema de eletroforese horizontal em gel de agarose
submerso. A concentragio do gel de agarose foi variavel de acordo com o tamanho dos
fragmentos. A agarose foi fundida em tampdo TEB 1X, sendo o mesmo tampéo utilizado para as
corridas eletroforéticas.

Os produtos das reagdes de PCR, de RAPD e o DNA extraido, foram misturados com
tampdo de ressuspensdo 5X (Sacarose 50%; azul de bromofenol 0,25%; xileno cianol FF 0,25%).
As corridas eletroforéticas foram feitas inicialmente a 20 volts e, em seguida, a 80 volts até o
final.

Apbs o término da corrida, os géis foram transferido para uma cuba contendo solugio de
brometo de etidio (0,51g/mL) e incubados por 20 minutos.

A visualizacdio das bandas foi feita em transluminador de luz ultravioleta. Os géis foram
fotografados com filme de revelagdo instantdnea ASA 600 Polaroid, com o auxilio de filtro
vermelho.

Os géis de agarose também foram analisados pelo sistema Kodak Digital Science ™D

Image Analysis Software para o célculo do peso molecular dos fragmentos encontrados.
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6. AMPLIFICAGAO DE DNA POR PCR (Reagio de Polimerase em Cadeia)

As reagdes de RAPD (Random Amplification Polimorfic DNA - “Operon 10-mer Kit R”
- Operon Technologies, Inc.); ERIC-PCR (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus —
Versalovic ef al., 1991); REP-PCR (Repetitive Extragenic Palindromic - Versalovic ef al., 1991);
amplificagdo da Regido 16S do RNA ribossomico (Toschka ef al., 1988) e amplificagdo da regido

16S-23S (ITS) “Internal Transcribed Spacer” (Tyler ef al., 1995) foram realizados em triplicata,

utilizando a maquina de termociclagem (Gene Amp System PCR 9700 — Perkin Elmer Cetus).

6.1. Oligonucleotideos iniciadores (“primers”) utilizados na amplificagao do
DNA gendémico

Os “primers” utilizados na técnica de RAPD foram selecionados a partir do “Operon 10-
mer Kit R” (Operon Technologies, Inc), e os “primers” para as reagdes de ERIC-PCR, REP-PCR,
16S RNAr e 16S-23S, foram sintetizados pela “Gibco-BRL Custom Primers” tendo-se como
base, as seqiiéncias obtidas no Gene Bank (http://www.ncbi.nih.nlm.gov).

Os oligonucleotideos foram ressuspenssos em 1,0 ml de H,O ultrapurificada pelo Sistema
Mili-Q esterilizada e mantidos a 4°C até completa dissolugdo (cerca de 1 hora). A suspenséo foi
distribuida em aliquotas de 100ul mantidas a -20°C.

Os “primers” utilizados encontram-se listados na Tabela II.



Material e Métodos 21

Tabela Il - “Primers” utilizados nas técnicas de RAPD, REP-PCR, ERIC-PCR, RNAr

16S e 16S-23S ITS para a caracterizagdo molecular das cepas de

Pseudomonas aeruginosa isoladas de pacientes com FC.

Nome do Inicializador

. , . Técnica em que o
Seqiiéncia (5" = 3') ) o
"primer" foi utilizado

OPR 1 TgC ggg TCC T RAPD
OPR 2 CAC AgCTgCC RAPD
OPR 8 CCC gTTgCCT RAPD
OPR 13 ggA CgACAA g RAPD
ERIC 1 ATg TAA gCT CCT AT TCAC
g g 282 8 ERIC-PCR
ERIC 2 AAg TAA gTg ACT ggg gTg AgC g
REP 1 I ICg ICg ICA TCI ggC
878 £8 REP-PCR
REP 2 ICg ICI TAT Cig gCC TAC
RIBO16S1 GCg gAC TgA gTA ATg CCT
ggAl ggg igAag g 16S RNAr
RIBO16S2 CTT CTg gAg CAA CCC ACT CCC
1623RIBO1 ggA Cgg TTA CCA Cgg AgT GA 16S-23S
1623RIBO2 GgC ATC CAC CgT ATg CgCTT (ITS)

6.2. Reagdo de PCR

'Solugc”)es estoque dos desoxiribonucleotideos (dATP, dCTP, dGTP e dTTP), foram

misturados em quantidade equimolares para uma concentragio final de 10 mM.

A solugio estoque dos “primers”, os dNTPs, o DNA gendmico e o tampédo da enzima Tag

DNA polimerase (10x) foram sempre mantidos em gelo. A enzima 7ag DNA polimerase foi

mantida a -20°C até o uso.

Os reagentes foram misturados e mantidos em banho de gelo conforme protocolos da

Tabela III. Os tubos foram aquecidos a 95°C por 10 minutos e “Hot Start” por 5 minutos. A
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enzima 7ag DNA polimerase foi adicionada na concentragio de 2,5 unidades por reagdo. As

reagoes foram feitas de acordo com a Tabela I'V.

Tabela Il - Protocolos para a reagdo de RAPD, ERIC, REP, 16S e 16-23S,
utilizadas para a caracterizagao molecular das cepas de
Pseudomonas aeruginosa isoladas de pacientes com FC.

Tampao
o DNA  Inicializador 1 Inmicializador2 MgCl, dNTPs da H;0
Teenica 40ng/ul (50pM) (50uM) (50mM) (10mM) enzima @
(10x)

RAPD 5uL 1uL _ 1,5uL 1 uL S5uL  31,5uL
ERIC 5uL 1uL 2uL 1,5 uL 1 uL S5uL 29,5uL
REP 5uL 1,25 pL 1,25 uL 1,5 uL 1uL 5ul 30 uL

16S 5uL 1uL 1uL 1,5uL 1 uL S5ulL  30,5uL
16-23S 5uL 2uL 1 ul 1,5 uL 1 uL S5uL  29,5uL

(A) H;O Destilada pelo Sistema Mili-Q esterilizada

Tabela IV — Ciclos de amplificagao utilizados nas técnicas moleculares.

Extensao
Técnica Desnaturacao Anelamento  Extensio Estoque
Final
94°C 33°C 72°C
4°C
RAPD 1 min 1 min 2 min - ©
45 ciclos
90°C 52°C 72°C
72°C 4°C
ERIC - PCR 30 seg 1 min 8 min .
16 min 0

30 ciclos
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p_— = ]

Técnica Desnaturacio Anelamento Extensao EXI:::::I 0 Estoque
e U ——
90°C 40°C 72°C
72°C 4°C
REP - PCR 30 seg 1 min 8 min .
16 min oo
30 ciclos
94°C 63°C 72°C
72°C 4°C
RNAr 16S 1 min 2 min 1 min .
10 mun o0
30 ciclos
94°C 61°C 72°C
16S-23S 4°C
1 min 2 min 2 min -
(ITS) 0
30 ciclos

e ]

Apo6s o término dos ciclos as reagdes de PCR foram mantidas a 4°C e os produtos
amplificados foram submetidos & eletroforese em gel de agarose a 1,5 %. Aproximadamente 10
ul da reagio de PCR foram aplicados na canaleta juntamente com 5yl do tampdo de

ressuspensdo 5x (Apéndice 2).

7. DIGESTAO COM ENZIMAS DE RESTRIGAO PARA A REGIAO RNAr 16S DAS
CEPAS DE Pseudomonas aeruginosa.
Depois de amplificada, a regido RNAr 16S foi digerida com as seguintes enzimas de
restrigio: BamHI (GYGATCC), Sacll (CCGCYGG), EcoRI (GLAATTC), Pvull (CAGICTG)
(Sambroock ef al. 1989). Os reagentes foram misturados em tubos de centrifuga de 0,5 mL

esterilizados e mantidos a 37°C por 18 horas conforme indicado na Tabela V.
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Tabela V — Protocolos empregados para a digestdao da regiao RNAr 16S das cepas

de Pseudomonas aeruginosa isoladas de pacientes com FC.

Enzima Egz‘zfl:‘;i:;;’éa‘ffa DNA Tampio H,0 @
BamHI 1uL 5ul 4 ulL (2X) 10uL

Sacll 1 ul 5ulL 2 uL (1X) 12 uL

EcoR1 1 ulL 5ul 4 uL (2X) 10 uL

Pvull 1uL 5uL 2 ul (1X) 12 pL

%
Agua Destilada pelo Sistema Mili-Q esterilizada
Apbs a digestdo, os fragmentos obtidos foram novamente visualizados em eletroforese em

gel de agarose a 1,5%. Aproximadamente 10 pl da reagdo de PCR foram adicionados na canaleta

juntamente com 5 pl do tampao de ressuspensdo 5x.

8. DIGESTAO COM ENZIMAS DE RESTRIGAO PARA A REGIAO INTERGENICA
ESPACADORA 16S-23S DAS CEPAS DE Pseudomonas aeruginosa.
Depois de amplificada, a regido intergénica espagadora 16S-23S foi diferida, com as
seguintes enzimas de restrigio: Dral (TTTVAAA), Pvull(CAGYCTG), Sall (GITCGA) e
Sau3Al (VGATC) (Sambroock et al1989). Os reagentes foram misturados em tubos de

centrifuga de 1,5 mL esterilizados € mantidos a 37°C por 24 horas, conforme indicado na tabela

VL
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Tabela VI — Protocolo empregado para a técnica de digestdo com enzimas de
restricao para a regido 16S-23S de cepas de Pseudomonas aeruginosa isoladas

de pacientes com FC.

Enzima E?l:f::;“l‘:l‘l’; :;a DNA Tampéo H,0 @
Dral T il 5 uL 2 1L (1X) 12 1L
Pvull me 5L 2 1L (1X) 12 uL
Sall e 5L 4 uL (2X) 10 uL

Sau3 Al 1 uL 5uL 2 ul (1X) 12 ul

%
A Agua Destilada pelo sistema Mili-Q esterilizada

Em seguida os fragmentos obtidos pela digestdio foram novamente visualizados em
eletroforese em gel de agarose a 1,5%. Aproximadamente 10 pl da reagdo de PCR foram

adicionados na canaleta juntamente com 5 pl do tampao de ressuspens@o.

9. RIBOTIPAGEM
Southern Blotting (Sambroock et a/.1989)

9.1. Digestao do DNA gendémico
O DNA extraido das amostras de Pseudomonas aeruginosa, isolada de pacientes
mucoviscidtéticos, foi quantificado e digerido com a enzima de restrigio Pvull (CGATYCG). Os

reagentes foram misturados em tubos de centrifuga de 0,5 mL esterilizados e mantidos a 37°C

por 24 horas na seguinte ordem:
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Quantidade de

5 @A)
DNA Enzima Prull Ta.mpao da H,O
(3-5 pg/mL) atilizada enzima (10x) q.s.p
5ug 2ulL 2 uL (1X) 20 uL

(A) Agua Destilada pelo Sistema Mili-Q

Apos a eletroforese ter sido corada com Brometo de Etideo e visualizada, o gel foi

fotografado e seguiu-se a transferéncia para a membrana de Nylon.

9.2. Transferéncia para a Membrana de Nylon

Observando a técnica descrita por Sambroock ef al. (1989), o gel foi denaturado por 45
minutos em 500 mL de solugdo de denaturagdo (Apéndice 3), rapidamente lavado em agua
destilada pelo sistema Mili-Q e neutralizado com 300 mL da solugdo de neutralizagio (Apéndice
3) por 30 minutos. A solu¢do foi substituida e continuou-se a neutralizagdo por mais 15 minutos.

Enquanto o gel era neutralizado pedagos de papel Watman 3MM foram cortados e
rapidamente saturados com tampdo 10XSSC (Apéndice 3), colocado sobre o suporte de
transferéncia.

A membrana de Nylon foi cortada no tamanho do gel, rapidamente imersa em agua
destilada pelo sistema Mili-Q e colocada por 5 minutos numa solugdo 2XSSC. O gel foi
removido da solugdo de neutralizagdo e colocado invertido sobre o suporte de transferéncia. A
membrana de Nylon foi colocada sobre o gel e, em seguida, foram colocados 2 papéis de
Watman 3MM cortados do tamanho do gel e molhados com tampio 2XSSC.

Em cima desse sistema foram colocados 8cm de papel toalha e um peso de 500g. A

transferéncia do DNA ocorreu durante 48 horas. Transcorrido esse tempo, o papel toalha e o
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papel Watman 3MM foram removidos e os pontos de aplicagdo foram marcados com lapis
d’agua.
A membrana de Nylon foi passada por uma solugdo 6XSSC e seca em forno a vacuo por 2

horas a 80°C.

9.3. Marcagdo da Sonda

A sonda escolhida foi um fragmento de DNA de 600pb correspondente a regiao RNAr
16S, amplificado por PCR utilizando-se como molde o DNA gendmico de uma cepa de P.
aeruginosa isolada de paciente com Fibrose Cistica.

A quantidade de 1 pg de DNA amplificado, foi diluida em 20pul de Tampdo (Kit
BioPrime™ DNA Labeling System — Life Technologies) e colocados no gelo. No gelo foram
adicionados 20 pL de 2.5X Random Primers Solution (Kit BioPrime™ DNA Labeling System —
Life Technologies). A mistura foi colocada em banho maria a 95°C por 5 minutos e
imediatamente inserida no gelo. Foram adicionados logo em seguida Spl de uma solugdo de
10X dNTP (Kit BioPrime™ DNA Labeling System — Life Technologies) e agua destilada pelo
sistema Mili-Q esterilizada para um volume final de 49ul.. A mistura foi gentilmente agitada e
1ul de Klenow Fragment (Large Fragment of DNA Polymerase 1 - Kit BioPrime™ DNA
Labeling System — Life Technologies) foi adicionado. A mistura foi incubada por 60 minutos a
37°C. Adicionou-se 5 pL de Stop Solution (Kit BioPrime™ DNA Labeling System — Life

Technologies).
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9.4. Hibridizaca@o

Em uma garrafa de hibridizagdo foram colocados: a membrana de Nylon pré-hidratada em
2XSSC com 100uL por cm’ de solugio de hibridizagio (Hibridization Solution-Life
Technologies catalogo n° 15592-017). Incubou-se a 42°C por 4 horas. A solugdo de pré-
hibridizagdo foi removida e adicionou-se a nova solugdo contendo a sonda denaturada
(100ng/mL) e resfriada e 100uL/cm? de solugio de hibridizagdo. A membrana foi incubada por
16 a 18 horas a 42°C, apds o que esta foi lavada trés vezes com 250mL de 0,1XSSC por 30
minutos (cada lavagem) a 42°C. A membrana foi deixada durante 1 minuto no tampdo 1 (Kit
BlueGene ® Nonradioactive Nucleic Acid Detection System, catilogo 18279-018) e, em
seguida, foi incubada durante 1 hora a 65°C no Tampdo 2 (Kit BlueGene ® Nonradioactive
Nucleic Acid Detection System, cétélogo 18279-018). Depois, a membrana foi lavada em
tampao 1 por 15 minutos e posteriormente em tampao 3 (Kit BlueGene ® Nonradioactive
Nucleic Acid Detection System, catalogo 18279-018) por 10 minutos. A membrana foi incubada
em um saco de hibridizagio contendo a solugdo de coloragdo até total visualizagdo das bandas
(Kit BlueGene ® Nonradioactive Nucleic Acid Detection System catdlogo 18279-018)., apos o
que a membrana foi lavada duas vezes em agua destilada pelo sistema Mili-Q e seca a

temperatura ambiente entre folhas de papel de filtro.

10. DENDOGRAMA
O dendograma de similaridade foi montado pelo programa POPGENE desenvolvido por
Francis Yeh, Rongcai Yang e Timothy Boyle e distribuido gratuitamente pelo site

http://www ualberta.ca/~fyeh/info.htm.
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Através destas técnicas avaliaremos o grau de similaridade genética entre as cepas e a
ocorréncia de infecgdo cruzada entre os pacientes. Foi também possivel avaliar a incidéncia de

infecg@o por determinada cepa e sua precedéncia no periodo compreendido por este estudo.
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RESULTADOS

1. PERFIL DA PRODUCAO DAS EXOENZIMAS HEMOLISINA, GELATINASE E
ELASTASE DAS CEPAS DE Pseudomonas aeruginosa ISOLADAS DE PACIENTES

COMFC

Das 56 cepas de P. aeruginosa, isoladas de pacientes com Fibrose Cistica, 30 (33,6 %)
foram positivas para a produgdo de hemolisina, 21 (37.5 %) foram produtoras de gelatinase e 28
(50,0 %) apresentaram elastase positiva, como pode ser observado na Figura 1. As cepas
PIBNM., P3ANM, P4AM, P9BM, P9CNM, P9CM, P9DNM, P12AM, P12BM, P12CM,
P13BNM, P13CM ndo produziram as exoenzimas aqui estudadas (Tabela VIII). Ja as cepas

P1CM, P4ANM, P6AM, P6CM, P11DNM, P11GNM, P12BNM, P12CNM produziram as trés

exoenzimas.

Exoenzimas

100 -
90 -

80 -

70 -

60 - 53,57% 50.00%
50 -
= 37,50%

30 -

20 - 14,29%

N 0N &

10 -
Hemolisina Gelatinase Elastase Cepas produtoras das
3 exoenzimas

Porcentagem de cepas produtoras de
exoenzimas

Figura 1 - Porcentagem de cepas de Pseudomononas aeruginosa isoladas de pacientes com FC, produtoras das

exoenzimas (Hemolisina, Gelatinase e Elastase) (n=56).
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Além da capacidade de produgdo dessas exoenzimas, as amostras foram agrupadas de
acordo com a presenga ou nao da capsula polissacaridica (mucoéide ou ndo mucdide).

A producdo de hemolisina foi verificada através da formagdo de halos de hemolise ao
redor da area do indculo, em placas de agar sangue de carneiro, apds um periodo de 24 horas. De
um total de 56 cepas analisadas, 16 (28,57%) com o morfotipo mucoide foram positivas para essa
caracteristica enquanto que 14 (25,00%) cepas ndo mucoides, foram positivas (Figura 2).

A capacidade das cepas de Pseudomonas aeruginosa de produzir proteinase foi
determinada pelo teste de liquefagdo de gelatina, como descrito no item 3 de Material de
Meétodos.

Como expresso na Figura 2, pode-se verificar a produgio de gelatinase pelos diferentes
morfotipos, mucdide e ndo mucodide. Entre as 56 cepas estudadas, 9 cepas mucoides (16,07%)
mostraram-se positivas € 12 cepas ndao mucdides (21,43%) foram positivas.

A capacidade das cepas de produzirem elastina foi verificada, através da formagdo de
halos de degradagdo de elastina em volta da colonia no teste de ensaio em placa, como descrito
no item 3 do Capitulo de Material e Métodos. Das 56 cepas analisadas, 9 mucdides (16,07%)
foram positivas para o teste da elastase, enquanto que, das 19 (33,93 %) cepas ndo mucoides

foram positivas (Figura 2).
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Figura 2 — Porcentagem de cepas de Pseudomonas aeruginososa mucdides, ndo mucéides e totais produtoras

das exoenzimas Hemolisina, Gelatinase e Elastase

2. PERFIL DE RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS DE CEPAS DE Pseudomonas

aeruginosa ISOLADAS DE PACIENTES COM MUCOVISCIDOSE.

Na Figura 3 estdo expressos os resultados dos testes de resisténcia a antibidticos das
cepas de P. aeruginosa obtidos junto ao laboratério de Patologia Clinica do HC/UNICAMP.
Uma grande diversidade de resisténcia a antibioticos foi encontrada. Dentre as 56 cepas
analisadas: 96,4% (54/56) mostraram-se resistentes & Ampicilina; 85,7% (48/56) ao Clorafenicol
e Cotrimoxazol, 67,9% (38/56) & Cefotaxima; 48,2% (27/56) a Ceftriaxone; 28,6% (16/56) a
Gentamicina; 17,9% (10/56) a Netilmicina e Ofloxacina; 14,3% (8/56) & Amicacina e 1,8%

(1/56) a Imipenema e Ciprofloxacina.
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Figura 3 - Porcentagem das 56 cepas de Pseudomonas aeruginosa resistentes a diferentes antibioticos

Encontramos diferencas dos perfis de resisténcia entre os anos analisados como podemos
observar na Figura 4. Verificamos o aumento da resisténcia na passagem do ano de 1996 para
1997 para as drogas: Cefotaxima de 47,62% (10/21) para 80,00% (28/35), Ceftriaxone de
38,10% (8/21) para 54,29% (19/35) e Ofloxacina de 9,52% (2/21) para 22,86% (8/35).

Analisando as cepas mucéides, observamos uma diversidade no perfil de resisténcia a
antibi6ticos (Figura 5). Das 25 cepas estudadas, 96,00% (24/25) mostraram-se resistentes a
Ampicilina; 88,00% (22/25) a Cotrimoxazol, 84% (21/25) a Clorafenicol, e 60,00% (15/25) a

Cefotaxima; 40,00% (10/25) & Cefiriaxone; 28,00% (7/25) a Gentamicina; 24,00% (6/25) a
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Ofloxacina; 12,00% (3/25) & Amicacina e Netilmicina; 4,00% (1/25) a Ciprofloxacina e 0 % a

Imipenema.
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Figura 4 - Porcentagem de cepas de Pseudomonas aeruginosa resistentes a diferentes antibioticos nos anos de

1996 e 1997

Também foi encontrada diversidade de resisténcia a antibidticos entre as cepas nao
mucoides (Figura 5). Das 31 cepas analisadas, 87,10 % (27/31) mostraram-se resistentes a
Clorafenicol, 96,77% (30/31) Ampicilina; 83,87% (26/31) a Cotrimoxazol, 74,19% (23/31) a
Cefotaxima, 54,84% (17/31) a Ceftriaxone; 29,03% (9/31) a Gentamicina; 22,58% (7/31) a
Netilmicina; 16,13% (5/31) 2 Amicacina; 12,90% (4/31) a Ofloxacina; 3,23% (1/31) a Imipema e

0 % para Ciprofloxacina
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Figura 5 — Porcentagem de resisténcia das 25 cepas mucoides e 31 cepas nio mucoides de Pseudomonas

aeruginosa isolada dos pacientes com FC

Analisando o perfil de resisténcia de P. aeruginosa em relagdo aos 13 pacientes, pode-se
verificar que houve uma alteragdo nos perfis relativos aos fatores de viruléncia e de resisténcia
a0s antibiéticos. Estes dados estdo colocados na Tabela VII onde os quadrados preenchidos
significam resisténcia aos antibidticos e produgdo das exoenzimas hemolisina, gelatinase e

elastase.
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Tabela VIl - Perfil dos fatores de viruléncia e de resisténcia aos

antibidticos das cepas de

Pseudomonas aeruginosa isoladas dos pacientes mucoviscidoéticos
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P13ANM 29/02/96
P13BNM 081058
P13CM 1810397
P13BM 0B/10/98
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3. RANDOM AMPLIFICATION POLIMORFIC DNA (RAPD)

Apos a extragdo do DNA gendmico bacteriano, de acordo com o método descrito por
Ausubel (1987), o mesmo foi quantificado e submetido a reagdo de RAPD para os “primers”:
OPR1, OPR2, OPR8 e OPR13. Os perfis das bandas foram visualizadas em gel de agarose e
analisadas pelo programa Kodak Digital Science (1D Image Analysis Software), que calculou o
peso das bandas em pb. De posse desses resultados, foram montados os Zimogramas € o

dendograma de similaridade construido pelo programa POPGENE.

3.1 “PRIMER” OPR1

O iniciador OPR1 gerou 12 fragmentos de perfis eletroforéticos distintos, variando de
908pb até 3007pb, como pode-se observar nas Figuras 6a e 6b. Vinte e seis genotipos puderam
ser observados na Tabela VIII. A banda de 1369 pb apareceu em 75% das cepas analisadas.

Observa-se que dentre as 56 cepas analisadas, as cepas de numero P4AM, POCM e

P12CM néo evidenciaram produto de amplificagio.

3.2 “PRIMER” OPR2

Para o iniciador OPR2 foram encontrados vinte fragmentos amplificados de peso
molecular distintos variando de 557pb a 3224pb (Figuras 7a e 7b). A banda de 1004pb apareceu
em 75% das cepas analisadas e as bandas de 1212 e 689 apareceram em 50% das cepas. Trinta e
dois genotipos diferentes foram evidenciados para esse "primer" como pode-se observar no
Zimograma (Tabela IX).

As cepas cujo DNA ndo resultou produto de amplificagdo foram: P1AM, P4AM, P4CM,

P5BNM, P6BNM e PSCM.
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Figura 6a — Teste de RAPD para o “primer” OPRI1 das cepas de Pseudomonas aeruginosa isoladas dos
pacientes FC.

1kb-Marcador de Peso Molecular; 1-P1ANM: 2- PIAM; 3-PIBNM; 4-P1CM; 5-P2AM; 6-P2ANM; 7-P3ANM; 8-
P3BNM: 9-P3CM: 10-P3CNM; 11-P4ANM; 13-P4BM; 14-P4BNM; 15-P4CM; 16-PSAM; 17-P5SBM; 18-P5SBNM;
19-P6AM: 20-P6ANM: 21-P6BNM; 22-P6CM; 23-P6CNM; 24-P6DM; 25-P7AM; 26 PTANM; 27-P8AM; 28-
PANM; 29-P8BM. Cepa nio amplificada: 12-P4AM .

1kb 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 5§

Figura 6b - Teste de RAPD para o “primer” OPRI1 das cepas de Pseudomonas aeruginosa isoladas dos

pacientes FC.

]kb-Marcador de Peso Molecular; 30-P9ANM; 31-P9BM; 32-P9BN; 33-P9CM; 34-P9CNM; 35-P9DM; 36-
PODNM: 37-PI0AM: 38-PI0ANM; 39-P10BM; 40-PI10BNM; 41-P11ANM; 42-P11BNM; 43-P1ICNM; 44-
PIIDNM: 45-P11ENM: 46-P11FNM; 47-PI1IGNM; 48-P12AM; 49-P12BM; 50-P12BNM; 51-P12CM; 52-
P12CNM; 53-P13ANM; 54-P13BNM; 55-P13BM; 56-P13CM
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Figura 7a — Teste de RAPD para o “primer” OPR2 das cepas de Pseudomonas aeruginosa isoladas dos
pacientes FC.

1kb-Marcador de Peso Molecular: 1-P1ANM: 3-P1IBNM; 4-P1CM; 5-P2AM; 6-P2ANM; 7-P3ANM,; 8-P3 BNM; 9-
P3CM: 10-P3CNM: 11-P4ANM; 13-P4BM; 14-P4ABNM; 16-P5AM; 17-P5SBM; 19-P6AM; 20-P6ANM; 22-P6CM;
23-P6CNM: 24-P6DM; 25-P7TAM; 26-PTANM; 27-P8AM; 28- PSANM; 29-P8BM. Cepas nio amplificadas: 2-
P1AM; 12-P4AM;15-P4CM; 18-PSBNM; 21-P6BNM.

1kb 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46§47 4849 50 51 52 53 5% 55 56

Figura 7b — Teste de RAPD para o “primer” OPR2 das cepas de Pseudomonas aeruginosa isoladas dos

pacientes FC.

1kb-Marcador de Peso Molecular; 30-P9ANM; 31-P9BM; 32-P9BN,; 33-P9CM; 35-P9DM: 36-P9DNM; 37-
PI0AM: 38-PI0ANM: 39-P10BM; 40-P10BNM; 41-P11ANM; 42-P11BNM; 43-P11CNM; 44-P1IDNM; 45-
PIIENM: 46-P11FNM; 47-P11GNM; 48-P12AM; 49-P12BM; 50-P12BNM; 51-P12CM; 52-P12CNM; 53-
P13ANM: 54-P13BNM; 55-P13BM; 56-P13CM. Cepa nio amplificada: 34-P9CNM.



Resultados 41

3233l

Ll

i
AR

R AR AL

T i

3
-
E
»
«

8 FIEIE nlz2lale

L |
|| , || i

SO3EPIOSLODNLI SBIBIoE SOP SEPR(S! BSoKPRiar S HOMOPRasy 3P $Bdad SBp THJO Jallid, 0 eled suiBouy - ) Blage)




Resultados 42

3.3 “PRIMER” OPR 8

Encontra-se 22 perfis de fragmentos eletroforéticos distintos variando de 475pb a
2115pb (Figuras 8a e 8b), distribuidos em 36 genotipos, como pode ser observado no Zimograma
apresentado na Tabela XI. A banda de 1867pb apareceu em mais de 60% das cepas analisadas.

As cepas cujo DNA ndo resultou produto de amplificagdo foram: P7AM, P11DNM,

P12CM, P12CNM, P13CM

3.4 “PRIMER” OPR13

Nenhuma cepa amplificou com esse “primer”.

4. ERIC-PCR

Na tipagem por ERIC-PCR, foram encontrados 19 perfis de amplificagdo. O tamanho dos
fragmentos amplificados variou de 12216pb até 396pb (Figuras 9a e 9b). As cepas foram
distribuidos em 34 genotipos (Zimograma construido na Tabela XII). Quatro bandas (12216pb,
1205pb, 674pb, 488pb) apareceram em mais de 50% das cepas analisadas, sendo que a banda de
488pb apareceu em 96% das cepas. As cepas cujo DNA ndo resultou produto de amplificagio

foram: P3CM e P6CNM.

5. REP-PCR

Nao consideramos os resultados para a amplificagio com esse "primer" porque das 56

cepas nenhuma amplificou.
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Figura 8a — Teste de RAPD para o “primer” OPRS8 das cepas de Pseudomonas aeruginosa isoladas dos
pacientes FC.

1kb-Marcador de Peso Molecular; 1-P1ANM; 2- P1AM; 3-PIBNM; 4-P1CM; 5-P2AM; 6-P2ANM; 7-P3ANM; 8-
P3BNM: 9-P3CM: 10-P3CNM; 11-P4ANM; 12-P4AM; 13-P4BM; 14-P4BNM; 15-P4CM; 16-P5AM; 17-P5BM;
18-PSBNM: 19-P6AM: 20-P6ANM; 21-P6BNM; 22-P6CM; 23-P6CNM; 24-P6DM; 26-PTANM; 27-P8AM; 28-
PSANM; 29-P8BM. Cepa nido amplificada: P7TAM

“.-; 30 31 32 33 34 35 36 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56

Figura 8b — Teste de RAPD para o “primer” OPRS8 das cepas de Pseudomonas aeruginosa isoladas dos

pacientes FC.

1kb-Marcador de Peso Molecular; 30-PO9ANM; 31-P9BM; 32-P9BN,; 33-P9CM; 34-P9CNM; 35-P9DM; 36-
PODNM: 37-P10AM: 38-PI0ANM: 39-P10BM; 40-P10BNM; 41-P11ANM; 42-P11BNM; 43-P11CNM; 45-
P1IENM: 46-P11FNM: 47-P11GNM; 48-P12AM; 49-P12BM; 50-P12BNM; 53-P13ANM; 54-P13BNM; 55-
P13BM. Cepas ndo amplificadas: 44-P11DNM; 51-P12CM; 52-P12CNM; 56-P13CM.
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Figura 9a - Teste de ERIC-PCR para as cepas de Pseudomonas aeruginosa isoladas dos pacientes FC.
1kb-Marcador de Peso Molecular; 1-PIANM; 2-P1AM; 3-P1BNM; 4-P1CM; 5-P2AM; 6-P2ANM; 7-P3ANM; 8-
P3BNM; 10-P3CNM; 11-P4ANM; 12-P4AM; 13-P4BM; 14-P4BNM; 15-P4CM; 16-PSAM; 17-P5BM; 18-PSBNM;
19-P6AM; 20- P6ANM; 21-P6CM; 22-P6BNM; 24-P6DM; 25- P12ANM; 26- P12BM; 27-P12CM; 28- P12BNM;
29-P12CNM. Cepas ndo amplificadas 9-P3ICM; 23-P6CNM.

1kb 30 31 3233 343536 3738 39 40 41 4243 4445 46 47 48 49 50 51 52 53 54 5556

L 2

Figura 9b - Teste de ERIC-PCR para as cepas de Pseudomonas aeruginosa isoladas dos pacientes FC.
Ikb-Marcador de Peso Molecular; 30-P7TANM; 31-P7AM; 32-P8AM; 33-PSANM; 34-P8BM; 35-P9AM; 36-
P9BNM; 37-P9BM; 38-POCM; 39- P9CNM; 40-P9DM; 41-P9DNM; 42-P10AM; 43-10ANM; 44-P10BM, 45-
P10BNM; 46-P11ANM:; 47- P11BNM; 48-P11DNM; 49-P11ENM; 50-P11FNM; 51-P11GNM; 52-P11CNM; 53-
PI3ANM; 54-P13BNM; 55-P13BM; 56- P13CM.
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6. PCR PARA A REGIAO DNAr 16S

Os DNAs extraidos de todas as amostras foram quantificados e submetidos a reagdo de
PCR com os “primers” RIBO16S (RIBOSiésl e RIBO16s2), por nos desenhados de acordo com
a sequiéncia abaixo descritas por Toshka et al., (1988) e depositadas no Gene Bank com o niimero
X06684 em 19/09/1991. Para o desenho esses "primers" foram utilizados o programa Blast, que
mostrou que essa seqliéncia € especifica para a regido DNAr 16S, e o programa Blast2
“Sequences” que analisou se o primer tinha homologia com a seqiiéncia descrita.

O padréo eletroforético apds amplificagdo foi visualizado em gel de agarose. Como
esperado, essa banda apresentou o peso molecular de 1300pb. Produtos de amplificacdo
inespecificos foram encontradas em alguns casos abaixo desse peso (Figura 10a e 10b). Como
padrdo de peso molecular foi utilizado o padrdo de 100pb.

Os “primers” por nés desenhados foram :

I gaactgaaga gtttgatcat  ggctcagatt  gaacgcetgge agcaggggec ttcaacacat  gcaagtcgag  cttatgaagg
5 3" - RIBO16S1
81 gagettgeet  tggattcage ggeggacggg tgagtaatge ctaggaatct  gectggtaglt .o

1201 i gccagggeta cacacgtget — acaatggtcg gtacaaaggg ttgccaagec  gegagtggga  gctaatccca

1281 taaaaccgat cgtagtccgg atcgcagtct — gcaactcgac tgegtgaagt  cggaatcget agtaatcgtg aatcagaatg
16RIBOSZ ¥’ 5

1361 tcacggtgaa tacgtccccg ggecettgtac  acaccgeecg tcacaccatg  ggagigpptt getccagaag tagctagtet

1441 aaccgcaagg gggacggtta ccacggagtg aftcatgact ggggtgaagt cgtaacaagg tagccgtagg —ggaacctgeg

1521 gctggatcac  ctcctta
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Figura 10a — Teste de PCR para a regiio DNAr 168 das cepas de Pseudomonas aeruginosa isoladas de
pacientes FC.

100pb-Marcador de Peso Molecular; 1-PLANM; 2- P1AM; 3-PIBNM; 4-P1CM: 5-P2AM; 6-P2ANM; 7-P3ANM. 8-
PIBNM: 9-P3CM: 10-P3CNM: 11-P4ANM; 12-P4AM; 13-P4BM; 14-P4BNM; 15-P4CM; 16-P5AM; 17-P5SBM:
18-PSBNM: 19-P6AM: 20-P6ANM:; 21-P6BNM; 22-P6CM; 23-P6CNM; 24-P6DM; 25-P7TAM: 26 PTANM; 27-
PRAM; 28- PRANM; 29-P8BM.

00 pb 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56
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Figura 10b Teste de PCR para a regiio DNAr 16S das cepas de Pseudomonas aeruginosa isoladas de

pacientes FC.

100pb-Marcador de Peso Molecular; 30-PO9ANM: 31-P9BM: 32-P9BN; 33-P9CM; 34-P9CNM; 35-
PODM: 36-PODNM: 37-P10AM; 38-P10ANM; 39-P10BM; 40-P10BNM: 41-P11ANM: 42-P1IBNM: 43-
P11CNM: 44-P11DNM:; 45-P11ENM; 46-P1 IFNM; 47-P11GNM; 48-P12AM; 49-P12BM; 50-P12BNM;
51-P12CM; 52-P12CNM; 53-P13ANM:; 54-P13BNM; 55-P13BM; 56-P13CM.
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7. POLIMORFISMO PARA A REGIAO DNAr 16S

O fragmento correspondente ao rDNA 16S das cepas de Pseudomonas aeruginosa
amplificado na Reagio da Polimerase em Cadeia foi digerido com diferentes enzimas de restrigdo
para determinagio de polimorfismo. As enzimas testadas para a detec¢do do polimorfismo foram:
Haelll, BamHI, Smal, Sacll, EcoRl, EcoRIV, Pvull.

Para todas as cepas analisadas, a digestdo com a enzima BamHI (Figuras 1la e 11b),
resultou em dois fragmentos de 700pb e 600pb, respectivamente. Um Unico padrdo de digestdo
foi obtido com a enzima Sacll e resultou nos fragmentos de 900pb e 400pb para todas as cepas
analisadas (Figuras 12a e 12b). Todos os fragmentos DNAr 16S apresentaram sitios para essas
enzimas.

Os genes DNAr ndo apresentaram sitios de restrigdo para as enzimas: Haelll, Smal,
EcoR], EcoRIV, Pvull.

Desta forma, nio foi possivel diferenciar as cepas entre si utilizando essa técnica

Nas Figuras 1la, 11b, 12a e 12b observamos uma banda de 1300pb referente ao
fragmento DNAr 16S amplificado que ndo foi totalmente digerido e, as bandas que aparecem

abaixo de 600pb sdo produtos inespecificos que ndo amplificaram na reagdo de PCR.
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Figura 11a — Polimorfismo para a enzima de restricio BamHI da regiao rDNA 16S para as cepas de
Pseudomonas aeruginosa isoladas de pacientes FC.

100pb-Marcador de Peso Molecular; 1-PIANM: 2- PIAM; 3-PIBNM; 4-P1CM: 5-P2AM: 6-P2AN M 7-P3ANM; 8-
P3BNM: 9-P3CM: 10-P3CNM; 11-P4ANM; 12-P4AM: 13-P4BM; 14-P4BNM: 15-P4CM; 16-PSAM: 17-P5SBM:
18-PSBNM: 19-P6AM: 20-P6ANM; 21-P6BNM; 22-P6CM; 23-P6CNM; 24-P6DM; 25-P7AM; 26 P7TANM: 27-
PSAM; 28-PSANM; 29-P8BM.

31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56
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Figura 11b — Polimorfismo para a enzima de restricio BamHI da regiio rDNA 16S para as cepas de

Pseudomonas aeruginosa isoladas de pacientes mucovisciddticos.

100pb-Marcador de Peso Molecular; 30-PO9ANM; 31-P9BM; 32-P9BN. 33-P9CM: 34-P9CNM; 35-
PODM: 36-P9DNM: 37-P10AM: 38-P10ANM; 39-P10BM; 40-P10BNM; 41-P11ANM: 42-P11BNM; 43-
P11CNM: 44-P11DNM: 45-P11ENM: 46-P11FNM; 47-P11GNM; 48-P12AM: 49-P12BM. 50-P 12BNM:
51-P12CM: 52-P12CNM; 53-P13ANM:; 54-P13BNM: 55-P13BM; 56-P13CM.
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Figura 12a - Polimorfismo para a enzima Sacll da regiio rDNA 16S para as cepas de Pseudomonas
aeruginosa isolada de pacientes FC

100pb-Marcador de Peso Molecular; 1-P1ANM: 2- PLAM; 3-P1BNM; 4-P1CM; 5-P2AM: 6-P2ANM; 7-P3 ANM; 8-
P3BNM: 9-P3CM: 10-P3CNM: 11-P4ANM; 12-P4AM: 13-P4BM; 14-P4BNM; 15-P4CM: 16-PSAM; 17-P5BM:
18-PSBNM: 19-P6AM; 20-P6ANM: 21-P6BNM; 22-P6CM; 23-P6CNM: 24-P6DM: 25-P7AM; 26 P7TANM: 27-
PSAM; 28-PRANM; 29-P8BM,

p530 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56
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Figura 12b - Polimorfismo para a enzima SacIl da regiio rDNA 16S para as cepas de Pseudomonas
aeruginosa isolada de pacientes mucoviscidéticos

100pb-Marcador de Peso Molecular; 30-POANM; 31-P9BM; 32-P9BNM; 33-P9CM: 34-P9CNM; 35-
PODM: 36-P9DNM; 37-P10AM; 38-P10ANM; 39-P10BM; 40-P10BNM: 41-P11ANM; 42-P1IBNM: 43-
P11CNM: 44-P11DNM:; 45-P1 lIENM; 46-P11FNM; 47-P11GNM; 48-P12AM; 49-P12BM: 50-P 12BNM:
51-P12CM; 52-P12CNM:; 53-P13ANM; 54-P13BNM; 55-P13BM; 56-P13CM.

i
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8. PCR PARA A REGIAC INTERGENICA CONSENSO ENTRE 16-23S (ITS)

A partir do DNA extraido, de acordo com o método descrito por Ausubel (1987), realiza-
se a reacdo de PCR utilizando os “primers” 1623RIBO1 e 1623RIBO2, por nés desenhadoss de
acordo com a seqiiéncia descrita abaixo por Tyler et al., (1995) e depositada no GenBank com o
nimero de acesso L28150. As seqiiéncias também foram submetidas aos programas Blast e Blast
2 “Sequence”.

Observa-se ap6s a eletroforese em gel de agarose 1,5% que todas as cepas amplificaram

com o par de “primers”, gerando um produto de 600pb (Figuras 13a ¢ 13b), conforme esperado.

DNAr 168
—>

5 P 3°- 1623RIBO2
I pccegtcaca ccatgggagt gggttgctcc  agaagtaget  agitctasccg  caagggggac ggttaccacg  gagtgattca

81 tgactggggt gaagtcgtaa caaggtagee gtaggggaac ctgeggelgg  atcacctcct  taatcgaaga tctcagette
161 ttcatasgct cccacacgaa  tigettgatt  cactggttag  acgattgggt ctgtagetca  gtiggftaga  gegeacccct
241 gataaggtga ggtcggeagt tcgaatctge ccagacccac caattgttgg tgtgotgogt  gatcogatac  gggocatage
321 tcagctggga gagegeetge tttgeacgca ggaggtcagg  agitcgatce  tecttggete  caccatctaa  aacaatcgic
401 gaaagctcag aaatgaaigt tcgtgaatga  acatfgattt  ctggtctitg  caccagaact  gtictitaaa aattcgggta
481 tgtgatagaa gtaagactga atgafctctt tcactggtga  tcalfcaagt caaggiaaaa  tifgegagfht caagcgegaa

1623RIBO2 ¥ ( 5
561 ttttcggega  atgtegictt  cacagtataa  ccagattget  tggggtiata  tggicaagtg aagaagegea tacggtggatgee

641 ttggcrrtc:zz,l saggcag

DNAr 238
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Figura 13a - PCR para a Regido Intergénica de Consenso 165-23S das cepas de Pseudomonas aeruginosa
isoladas de pacientes FC.

I-P1ANM: 2- PIAM: 3-PIBNM: 4-P1CM; 5-P2AM; 6-P2ANM; 7-P3ANM: 8-P3BNM: 9-P3CM: 10-P3CNM: 11-
P4ANM: 12-PAAM: 13-P4BM: 14-P4BNM: 15-P4CM; 16-P5AM; 17-PSBM; 18-PSBNM; 19-P6AM: 20-P6ANM:
21-P6BNM: 22-P6CM: 23-P6CNM; 24-P6DM; 25-P7AM; 26 PTANM; 27-P8AM; 28-PRANM; 29-P8BM.

100pb 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 48 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56

o Y T YT II A R R N i o -

Figura 13b - PCR para a Regido Intergénica de Consenso 16S-23S das cepas de Pseudomonas aeruginosa
isoladas de pacientes FC.

30-P9ANM: 31-P9BM: 32-P9BN: 33-P9CM; 34-P9CNM; 35-P9DM; 36-PI9DNM; 37-P10AM; 38-PIOANM: 39-
P1OBM: 40-P10BNM: 41-P11ANM: 42-P11BNM; 43-P11CNM; 44-P1IDNM; 45-P11ENM: 46-P11IFNM; 47-
P11GNM: 48-P12AM: 49-P12BM: 50-P12BNM; 51-P12CM; 52-P12CNM; 53-P13ANM; 54-P13BNM; 55-P13BM.
56-P13CM.
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9. POLIMORFISMO PARA A REGIAO INTERGENICA CONSENSO 165-23S

O fragmento correspondente ao rDNA 16s-23s das cepas de Pseudomonas aeruginosa,
amplificado por Reagio da Polimerase em Cadeia, foi digerido com diferentes enzimas de
restricgio para determinagio do polimorfismo. As enzimas testadas para a detec¢do do
polimorfismo foram: Dral, Sall, Sau3 Al, EcoRl, Pvull.

A digestio com a enzima Pvull, resultou em dois fragmentos, um com 250pb e outro com
350pb para todas as cepas analisadas (Figura 14a e 14b).

Um unico padrio de digestdo foi obtido com a enzima Dral e resultou nos fragmentos de
200pb e 400pb como podemos verificar nas Figuras 15a e 15b. Para essa enzima, sO foi
apresentado um gel, ja que o segundo gel mostrou-se igual ao primeiro.

Todos os fragmentos amplificados ndo apresentaram sitios de restrigdo para as enzimas:
Sall, Sau3Al, EcoRl

Desta forma essa técnica mostrou-se ineficiente na discriminagdo entre as cepas de

Pseudomonas aeruginosa.



Resultados 355

2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112 1314 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29

Figura 14a — Polimorfismo apresentado pela enzima PyvulIl para a regiio intergénica de consenso 165-23S
para as cepas de Pseudomonas aeruginosa isoladas de pacientes FC.

1-P1ANM: 2- P1AM: 3-P1IBNM: 4-P1CM; 5-P2AM; 6-P2ANM: 7-P3ANM; 8-P3BNM: 9-P3CM; 10-P3CNM: 11-
P4ANM: 12-P4AM: 13-P4BM: 14-P4BNM; 15-P4CM; 16-P5AM; 17-P5BM; 18-PSBNM; 19-P6AM: 20-P6ANM;
21-P6BNM: 22-P6CM: 23-P6CNM:; 24-P6DM; 25-P7TAM; 26 PTANM; 27-PSAM; 28-PSANM; 29-P8BM.

loopb 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44’ 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56

ot 9 1Fr &L Wi RO
n g )

(L]

‘P b= R

Figura 14b — Polimorfismo apresentado pela enzima Pyull para a regido intergénica de consenso 165-23S
para as cepas de Pseudomonas aeruginosa isoladas dos pacientes FC.

30-P9ANM: 31-P9BM: 32-P9BN; 33-P9CM; 34-P9CNM: 35-P9DM; 36-PI9DNM; 37-P10AM; 38-PLOANM: 39-
P1OBM: 40-P10BNM. 41-P11ANM; 42-P11BNM; 43-P11CNM; 44-P1IDNM; 45-PLIENM: 46-P1IFNM; 47-
P11GNM: 48-P12AM: 49-P12BM: 50-P12BNM; 51-P12CM; 52-P12CNM; 53-P13ANM; 54-PI3BNM; 55-P13BM;
56-P13CM.
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Figura 152 - Polimorfismo apresentado pela enzima Dral para a regiio intergénica de consenso 16S-235 para
as cepas de Pseudomonas aeruginosa isoladas dos pacientes FC.

I-PIANM: 2- PIAM: 3-P1BNM; 4-P1CM; 5-P2AM; 6-P2ANM; 7-P3ANM; 8-P3BNM; 9-P3CM; 10-P3CNM: 11-
P4ANM: 12-P4AM: 13-P4BM; 14-P4BNM; 15-P4CM; 16-P5AM; 17-P5SBM; 18-PSBNM: 19-P6AM; 20-P6ANM.
21-P6BNM: 22-P6CM: 23-P6CNM; 24-P6DM: 25-P7AM; 26 PTANM; 27-P8AM; 28-PSANM; 29-P8BM.

obbso 3132 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56
-
P
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200039

Figura 15b - Polimorfismo apresentado pela enzima Dral para a regido intergénica de consenso 16S-23S para

as cepas de Pseudomonas aeruginosa isolada de pacientes FC.

30-P9ANM: 31-P9BM; 32-P9BN; 33-P9CM; 34-P9CNM; 35-P9DM; 36-P9DNM; 37-P10AM: 38-P10ANM; 39-
PIOBM: 40-P10BNM: 41-P11ANM; 42-P11BNM; 43-P11CNM; 44-P1IDNM; 45-P11ENM. 46-P11FNM: 47-
P11GNM: 48-P12AM: 49-P12BM; 50-P12BNM; 51-P12CM: 52-P12CNM; 53-P13ANM; 54-P13BNM: 55-P13BM.
56-P13CM.
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10. RIBOTIPAGEM

O DNA gendmico das cepas de Pseudomonas aeruginosa foi digerido com a enzima
Pyull e os fragmentos resultantes separados por eletroforese em gel de agarose, transferidos para
membrana de nylon e hibridizados com sonda do rDNA 168 amplificado. Os perfis
eletroforéticos encontram-se nas Figuras 16a a 16e.

As cepas foram consideradas idénticas quando os perfis de bandas apresentaram
fragmentos com tamanhos iguais, e consideradas diferentes quando um ou mais fragmentos de
restri¢do, que hibridizaram com a sonda, apresentaram tamanhos diferentes.

As linhagens cujo DNA ndo hibridizou com a sonda foram: PSBNM, P6DM, PSANM,
P12AM, P12BM, P12CM.

Foram detectados 8 bandas de peso molecular distintas entre 2151 a 12216 pb, os quais
agruparam as cepas em 10 ribotipos, como pode ser observado no Zimograma construido na

Tabela XIII.

Figura 16a: Ribotipagem para a sonda rDNA 16S amplificado cepas de Pseudomonas aeruginosa isoladas de

pacientes FC
1- PLANM: 2- PIAM: 3-PIBNM; 4-P1CM; 5-P2AM; 6-P2ANM; 7-P3BNM; 8-P4BM; 9-P4BNM; 10-P4CM; 11-
P5AM; 12-P5BM; PM- Padrio de peso molecular de 1KB.
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Figura 16b: Ribotipagem para a sonda rDNA 16S amplificado cepas de Pseudomonas aeruginosa isoladas de

pacientes FC
13-P9BM: 14-P9ANM; 15-PSBM; 16-PSAM; 17-P7AM; 18-P7ANM; 19-P12CNM; 20-P6CNM; 21-P6CM: 22-

P6BNM: 23-P6ANM; 24-P6 AM; PM- Padrdo de peso molecular de 1KB.

Figura 16¢: Ribotipagem para a sonda rDNA 16S amplificado cepas de Pseudomonas aeruginosa isoladas de

pacientes mucovisdititicos
25-P9BNM; 26-P9CNM; 27-P9DM; 28-P9CM; 29-P10AM; 30-P10ANM; 31-P10BM; 32-P10BNM; 33-P1IANM:

34-P11DNM; 35-P1 IENM; 36-P11FNM; PM- Padrdo de peso molecular de 1KB.
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Figura 16d: Ribotipagem para a sonda rDNA 168 amplificado cepas de Pseudomonas aeruginosa isoladas de

pacientes mucovisditéticos
37-PSAN: 38-P12CM: 39-P12BM; 40-P12AM; 41-P6DM; 42-P6CNM; 43-PSBNM; 44-P4AM; 45-P4ANM; 46-

P3CNM: 47-P3CM; 48-P3ANM; PM- Padrio de peso molecular de 1KB.

49 50 51 52 53 54 55 56

Figura 16e: Ribotipagem para a sonda rDNA 16S amplificado cepas de Pseudomonas aeruginosa isoladas de

pacientes mucovisditoticos
49-P13CM: SO-PI3BM: 51-P13BNM; 52-P13ANM; 53-P11CNM; 54-P11GNM; 55-P11BNM: 56-P9CM; PM-

Padrdo de peso molecular de 1KB.
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11. DENDOGRAMA DE SIMILARIDADE UTILIZANDO O PROGRAMA POPGENE

(UPGMA)

Os padrdes de bandas obtidos apos a amplificagdo com os "primers" OPR, ERIC-PCR e
da Ribotipagem foram submetidos ao programa Kodak Digital Science (1D Image Analysis
Software) que calculou o peso molecular das bandas. De posse desses resultados, os dados foram
inseridos no programa POPGENE que construiu os dendogramas de similaridade mostrados a
seguir.

Foi construido um dendograma (Figura 17a) nico para os "primers" OPR, o que resultou
na formagio de 51 genotipos, distriuidos em dois grandes grupos com 2,26% de similaridade. O
primeiro grupo foi ligado a 12,64% de similaridade. Em 73,30%, encontramos 28 genotipos
diferentes e em 89,24% 8 genotipos diferentes foram encontrados.

Para o dendograma de similaridade montado a partir dos resultados de ERIC-PCR
(Figura 17b), foram encontrados 35 genotipos distribuidos em dois agrupamentos, com 2,31% de
similaridade. A maioria das linhagens encontram-se unidas a 5,51%. A 74,22% de similaridade
encontramos 16 grupos genotipicos e 10 grupos genotipicos foram encontrados em 87,48%.

O dendograma de similaridade montado para a Ribotipagem evidenciou 8 perfis de
ribotipagem (Tabela XII) distribuidos em 10 ribotipos (Figura 17c). Dois grandes grupos sdo
formados com 1% de Similaridade. A maioria das amostras ligam-se em 46,72% de similaridade.
Metade dos genotipos possuem 76% ou mais de similaridade.

Dos dendogramas montados o que foi mais eficiente para a analise de epidemiologia
molecular foi o dendograma RAPD (Figura 15a), porque ele permitiu um maior numero de

genotipos.
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Figura 17a — Dendograma de Similaridade para os "primers" OPR.
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Figura 17b — Dendograma de Similaridade para a técnica ERIC-PCR.
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17¢ — Dendograma de Similaridade para a técnica de Ribotipagem.
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DISCUSSAO

Pseudomonas aeruginosa é o patdégeno mais frequente, encontrado em pacientes
mucovisciddticos e diferengas morfotipicas desse microrganismo como: auséncia de flagelo,
auxotrofias, deficiéncia em LPS, resistencia a antibidticos e na produg@o da capsula podemos
encontrar cepas mucdides que sio comumente encontradas em amostras de escarro isoladas
desses pacientes (Mereghetti ez al., 1998, Olivier ef al., 2000). Cepas mucoides de P. aeruginosa
sd0 importantes patogenos bacterianos pulmonares, responsaveis pelas altas taxas da mortalidade
e morbidade em pacientes com Fibrose Cistica e servem para o estabelecimento da infec¢do no
hospedeiro (Hoiby, 1977, Olivier et al., 2000). A observagdo que pacientes mucoviscidoticos
estejam inicialmente colonizados por uma unica cepa nio mucoide de P. aeruginosa que
converte para a variante mucoéide in vivo ndo é mais aceita diante das evidéncias. Agora sabemos
que muitos pacientes sdo colonizados por ambas cepas, mucoides e ndo mucoides, € que, em
muitos casos, € bem possivel demonstrar a existéncia de vérias cepas mucoides e ndo mucoides
no trato respiratorio de um unico paciente (Pugashetti et al., 1982).

Dos 13 pacientes analisados no presente trabalho e no periodo compreendido pro este
estudo, apenas o paciente P11 apresentou somente cepas ndo mucodides. Todos os outros
pacientes apresentaram cepas mucodides e ndo mucoides para o mesmo periodo.

A infecgdo por P. aeruginosa ¢ um processo multifatorial que envolve fatores bactenianos
e do hospedeiro. A interagdo entre eles contribui para o largo espectro de doengas causadas por
este microrganismo, podendo ainda se observar infec¢do aguda em vitimas de queimadura, em

pacientes neutropénicos com infecgdo cronica e no pulméo de pacientes com Fibrose Cistica.
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P. aeruginosa elabora um grande nimero de exoenzimas, incluindo enzimas proteoliticas
(elastase e protease alcalina) e hemolisina, além de fatores de colonizagdo e capsula de alginato,
0s quais, sdo determinantes nas infecg¢des causadas por este microrganismo.

A produgdo de hemolisina aparece como importante determinante de viruléncia entre as
cepas de P. aeruginosa, nais quais propicia o aumento da capacidade para provocar lesdo e
colonizagdo do tecido pulmonar (Liu, 1979 e Southern et al., 1970).

Berka e colaboradores (1981), realizaram um estudo comparativo entre linhagens de P.
aeruginosa de diferentes origens (10 cepas isoladas de pacientes com Fibrose Cistica, onde 5
amostras possuiam o morfotipo mucdides e 5 ndo mucoides e 18 cepas de outros casos clinicos),
quanto a produgdo de hemolisina. Esses autores verificaram que dos isolados 80% mucéides e
20% ndo mucdides foram responsaveis pela produgio dessa enzima. Posteriormente, Matjan e
colaboradores (1991), relataram que entre 218 cepas de P. aeruginosa isoladas de diferentes
quadros clinicos, 57% delas apresentaram atividade hemolitica.

Em nossos estudos, observa-se que dentre as 56 cepas estudadas, 30 (53,6%) foram
positivas para a produgdo de Hemolisina. Entre as 25 cepas mucoides isoladas de FC, 14 (56 %)
foram positivas para essa caracteristica, enquanto que das 31 cepas nio mucéides, 16 (51,6%)
foram positivas (Figuras 1, 2). Assim, os resultados aqui apresentados diferem dos relatados por
Berka e colaboradores (1981), contudo observa-se semelhanga com aqueles obtidos por Majtan e
colaboraradores (1991) para a produgio de hemolisina.

Assim, conclui-se que o estudo da produgdo de hemolisina como fator de viruléncia em
cepas de P. aeruginosa isoladas de pacientes com Fibrose Cistica deve ser conduzido com
cautela, visto que um grande numero de cepas Mucdides e Nio Mucdides podem expressar este

fenétipo.
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Algumas bactérias sdo capazes de produzir a enzima gelatinase, a qual hidrolisa proteinasv
em aminoacidos. Esses aminoacidos podem ser transportados para o interior da célula bacteriana
favorecendo o seu metabolismo. A hidrolise da gelatina tem sido associada a patogenicidade em
alguns microrganismos, acreditando-se que bactérias patogénicas podem quebrar os arranjos
celulares, destruindo os tecidos e espalhando-se por tecidos adjacentes.

Sheehan e colaboradores (1982), descreveram que dentre 25 cepas de P. aeruginosa
isoladas de diferentes quadros clinicos, 48% delas apresentavam a caracteristica de liquefazer a
gelatina e, mais recentemente, Majtan e colaboradores (1991), relataram dentre as 218 cepas de
diferentes origens clinicas estudadas, 95,2% eram gelatinase positiva. Dentre as 56 cepas por nds
estudadas 37,5% apresentaram a capacidade de liquefazer a gelatina. Dentre as cepas de P.
aeruginosa de morfotipo mucoéide 36% foram positivas enquanto que as de morfotipo nio
mucodide 38,7% mostraram-se positivas (Figura 1 e 2). Logo, nossos resultados erdo mais
proximos daqueles encontrados por Sheehan e colaboradores (1982) que dos resultados
encontrados por Majtan e colaboradores (1991).

Estes resultados ja eram esperados, ja que a capacidade para degradar proteinas €
fundamental na fase de colonizagdo e adaptagdo do microrganismo no tecido do hospedeiro, por
iss0 as cepas ndo mucodides apresentaram uma porcentagem maior.

A elastina € um dos principais componentes do pulmio, dai a importancia de estudar-se a
capacidade de expressio das cepas bacterianas para a exoenzima elastase. Sheehan e
colaboradores (1982), observaram que, dentre as 25 cepas isoladas de espécimes clinicos 28%
foram positivas para essa enzima. Ja Majtan ef al., (1991), relataram que dentre as 218 cepas de
P. aeruginosa isoladas de diferentes quadros clinicos, somente 17,1% apresentaram atividade

elastolitica.
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Em nossos resultados, verificamos que dentre as 56 cepas analisadas 50% mostraram-se
positivas para esse fator. Nossos resultados também demostraram que, 61,29% das cepas de P.
aeruginosa com morfotipo ndo mucoéide expressaram esse fator enquanto que apenas 36% das
cepas com morfotipo mucoéide foram positivas para essa caracteristica.

Como a elastina € encontrada no tecido alveolar e endotélio, as cepas que estio em
contato direto com o sangue e tecidos adjacentes devem ser capazes de expressar essa enzima
afim de facilitar a adesdo, penetragio e colonizagio desses tecidos. Através dos nossos
resultados, podemos inferir que as cepas nio mucotides devem expressar maior atividade
elastolitica que as cepas mucoide, o que permitird a sua instalagdo e posterior adaptagio as
condigbes ambientais do trato respiratério inferior do paciente com Fibrose Cistica.

Uma vez que a P. aeruginosa estabeleceu-se no pulmdo dos pacientes mucoviscidoticos é
muito dificil erradica-la pelo processo de quimioterapia antimicrobiana (Govan & Nelson, 1992)
e, segundo Romling et al., (1994), a resisténcia a diversos antibidticos é desenvolvida durante o
tratamento, e que em uma Unica amostra de escarro de pacientes portadores de mucoviscidose
multiplas col6nias com diferencas de resisténcia antimicrobiana podem ser isoladas (Mereguetti
et al, 1998).

Strulens e colaboradores (1993), estudando cepas de P. aeruginosa isoladas de pacientes
mucoviscidéticos encontraram uma diversidade na resisténcia a antibidticos. As cepas
mostraram-se resistentes para até os 14 tipos de antibidticos analisados (Piperacilina,
Ceftazidima, Aztreonama, Imipenemaa, Ciprofloxacina, Canamicina, Neomicina, Estreptomicina,
Gentamicina, Tobramicina, Netilmicina, Amicacina, Sisomicina, e Espectomicina).

Em nossa pesquisa, verificou-se uma alta variedade de resisténcia a antibiéticos entre as

cepas analisadas, podendo-se observar cepas resistentes de 1 até 9 antibioticos diferentes de 11
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antibidticos analisados e ainda, que a maioria das cepas foram resistentes a 5 ou mais antibioticos
(Tabela VII).

Lari e colaboradores (1998), realizaram um estudo onde 2488 amostras de P. aeruginosa
foram coletadas entre 20 de margo de 1995 e 20 de margo de 1997. A resisténcia dessas cepas a
Carbenicilina, Cotrimoxazol e Tetraciclina foi superior a 95% durante o periodo estudado. Em
1995, a resisténcia a Gentamicina era de 89%, passando para 98% em 1997. Também a
resisténcia de Amicacina foi de 49% em 1995 e 90% em 1997. A porcentagem de cepas de P.
aeruginosa resistente a Ciprofloxacina foi de 45% em 1995 e 82% em 1997.

Os nossos resultados para os testes de avaliagdo de resisténcia para os antibidticos
Cotrimoxazol encontrou-se 90% de resisténcia em 1996 e 82,9% para o ano seguinte. Verificou-
se também aumento na porcentagem de cepas de P. aeruginosa resistentes aos antimicrobianos
Ceftriaxone, Cefotaxima e Ofloxacina os quais passaram de 40 para 54,3%, de 50 para 80% e de
10 para 22,9%, respectivamente, nos isolados dos anos de 1996 para 1997. De acordo com o Prof.
Dr. Ulysses M. de Oliveira, as drogas: Amicacina, Cefalotina, Oxacilina, Cefotaxima e
Cirpofloxacina foram administradas aos pacientes quando internados na Enfermaria, o que sugere
que o uso de tais medicamentos selecionaram cepas resistentes a algumas drogas.

Walton ef al., (1997), estudando P. aeruginosa isoladas de pacientes que haviam sofrido
queimaduras, observaram que 79% das cepas isoladas mostraram-se resistentes aos
aminoglicosideos e que 58% foram multiresistentes para os aminoglicosideos de primeira e
segunda geragdes, imipenema e cefalosporinas. Em nossa pesquisa verficamos que 80% das
cepas apresentaram multiresisténcia aos antimicrobianos Ampicilina, Cloranfenicol e

Cotrimoxazol (Figura 3 e Tabela VII).
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Mereguetti e colaboradores (1998), estudando 250 isolados de 6 pacientes, obtiveram 8
diferentes antibiotipos. Analisando especificamente as cepas isoladas de um mesmo paciente,
observamos que do paciente P9 foram estudadas 7 cepas e dentre estas 6 antibiotipos podem ser
observados; entre as 6 cepas do paciente P6 foram encontrados 5 antibiotipos e entre as 6 cepas
do paciente P11 encontrou-se 6 antibiotipos (Tabela VII). As variagdes por nds observadas
podem ser devido ao maior nimero de pacientes e a0 menor numero cepas estudadas ou ainda,
por que essas cepas foram obtidas num periodo de 17 meses

Uma grande diversidade de padrGes de resisténcia a antibidticos foi encontrada nas cepas
isoladas de pacientes com Fibrose Cistica, variando de 1 a 9 marcas de resisténcia. Strulens e
colaboradores (1993) citam que muitos pacientes mucoviscidoticos tém contato social regular
com outros pacientes portadores da enfermidade e com outras pessoas tanto no ambiente
hospitalar como no ambiente familiar e escolar. De acordo com o Prof. Dr. Ulysses M. Oliveira, o
Departamento de Pediatria do HC da Unicamp estabeleceu uma rotina de atendimento preventivo
para o grupo de pacientes com Fibrose Cistica, rotina essa que inclui consultas mensais,
fisioterapia e coleta de escarro para fins de isolamento. Eventualmente outras consultas sdo
realizadas quando o paciente apresentava um agravamento na infecgdo pulmonar. Acredita-se que
esta rotina possibilite que diferentes pacientes fossem contaminados com as mesmas cepas de P.
aeruginosa e que o tratamento desenvolvido com cada um desses pacientes somado as
caracteristicas individuais de cada um serviu de diferencial na sele¢@o das cepas predominantes.

Convencionalmente métodos como sorotipagem, tipagem de piocianina, e fagotipagem
sio ineficientes na caracterizagio de cepas de P. aeruginosa isoladas de pacientes
mucoviscidoticos em razdo da variabilidade fenotipica e da convergéncia adaptativa (Ojeniyi &

Hoiby, 1991; Pitt, 1988 ). A analise do perfil plasmidial ¢ também de uso limitado neste grupo de
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cepas, uma vez que menos de 20% das P. aeruginosa apresentam plasmideos (Pitt, 1988;
Struelens ef al., 1993)

Métodos de tipagem molecular sdo importantes para a analise das rotas de transmissao e,
pelo monitoramento da variabilidade genética, distdncias filogenéticas podem ser calculadas
mostrando-nos as interrelages entre essas cepas bacterianas. Recentes estudos tém examinado a
diversidade genotipica e a evolucdo das cepas de P. aeruginosa isoladas de pacientes
mucoviscidéticos por métodos genotipicos, incluindo RFLP, RAPD, Ribotipagem e ERIC-
PCR(Renders, et al., 1996). Segundo Liu et al, (1996), a técnica de ERIC-PCR tem sido
utilizada para obtencdo de fingerprints de DNA, onde pode-se notar as diferengas e semelhangas
entre duas cepas. RAPD tem recebido consideravel atengdo como um método de tipagem
molecular gragas a sua simplicidade, sensibilidade, flexibilidade e baixo cuto (Pacheco ef al.,
1997).

Mereghetti e colaboradores(1998), estudando 6 pacientes colonizados por P. aeruginosa
obtiveram 8 tipos diferentes de RAPD em 250 cepas isoladas, sendo que 52% eram mucoide e
28% eram ndo mucdides, e 20% foram consideradas como “crenallates”. Essas cepas foram
isoladas juntas ou separadas. Relataram ainda que nd3o ocorreu correlagédo entre perfil de
resisténcia a antibi6ticos, morfologia das colonias e RAPD.

Renders et al., (1996) trabalhando com 87 cepas de P. aeruginosa isoladas de pacientes
com Fibrose Cistica demonstraram que o tamanho de fragmentos gerados pela técnica de RAPD
eram claramente dependentes dos "primers" utilizados. Com o "primer" ERIC-2 foram gerados
de 8 a 15 fragmentos, com pesos moleculares variando de 100 a 2500pb e para o "primer"

RAPD1 17 fragmentos foram gerados, com o "primer" 325, 16 fragmentos foram gerados.
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Assim como Renders e colaboradores (1996), em nosso trabalho, obteve-se diferentes
fragmentos genotipicos no RAPD e esses fragmentos variaram de acordo com o "primer"
utilizado. Os "primers" de RAPD que mais se destacaram foram os "primers" OPR2, OPRS
(ambos com 70% GC na sua sequéncia) os quais geraram 20 e 22 fragmentos, respectivamente,
distribuidos em 32 e 36 agrupamentos genotipicos (Tabelas X e XI).

Na técnica de ERIC-PCR foram obtidos 19 fragmentos distribuiidos em 34 diferentes
genotipos (Tabela XII). Através desses resultados pode-se inferir que esses trés "primers" sdo os
mais discrimininativos para esse grupo de cepas (Figuras 15a e 15b).

Nossos resultados para a técnica de RAPD também mostraram que de 56 cepas isoladas,
foram formados 51 perfis genotipicos, levando-se em consideragdo o dendograma montado pelo
programa POPGENE (Figuras 15a e 15b), sendo que as linhagens P2AM e¢ P2ANM ¢ P10BM e
P10BNM mostraram-se identicas para os "primers" OPR e ERIC, apesar de diferirem
fenotipicamente visto que a cepa P2AM mostrou-se hemolisina positiva e elastase negativa
enquanto que a cepa P2ZANM mostrou resultados contrarios. A cepa P10BM foi sensivel para o
antibidtico Gentamicina, negativa para hemolisina e positiva para elastase, enquanto que a cepa
P10BNM foi resistente para Gentamicina, positiva para hemolisina e negativa para elastase.

As cepas P13ANM e P13BNM, P6ANM e P6AM, P11BNM e P11ENM, menores de
0,14% de Dissimilaridade, foram consideradas semelhantes. Os pacientes P7, P8, P9, P10 e P13,
apresentaram todas as suas cepas dentro de um "cluster” . Os pacientes P6 e P8, que sdo irm3os,
apresentaram cepas dentro de um mesmo "cluster" com um grau de similaridade proximo de
46%.

Para explorar a estrutura genética e epidemiolégica de populagbes de P. aeruginosa

dentro e entre pacientes mucoviscidoticos, Olivier ef al., (2000) executaram o teste de RAPD de
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128 cepas de P. aeruginosa isoladas de 30 pacientes. Os resultados obtidos por esses autores
mostraram que, vinte cinco pacientes com FC apresentaram cepas identicas quanto a técnica de
RAPD distintos, trés pacientes mucoviscidoticos apresentaram cepas com dois perfis de RAPD e
outros dois pacientes apresentaram 3 tipos. Néo foi encontrada evidéncias de transmissio entre os
pacientes.

O dendograma apresentado na Figura 15a apresenta os resultados globais dos “primers”
OPR, e nele pode-se observar que nio houve colonizag@o cruzada pelas cepas de P. aeruginosa
entre os pacientes.

Por outro lado, no dendograma obtido pelo ERIC-PCR pode-se constatar que os pacientes
P1 e P2, cepas P1ICM, P2AM e P2ANM,; P3, P4 e P6, cepas P3ANM, P4AANM, P4AM e P6DM,;
P3 e P6, cepas P3CNM e P6BNM apresentaram 100% de similaridade.

Como Mereghetti et al., (1998) também verifica-se que nfo existe nenhuma correlagio
entre perfil de resisténcia a antibioticos, morfologia das colonias € RAPD ja que provavelmente
esses "primers" amplificaram regiGes cromossomicas diferentes de onde essas marcas fenotipicas
ndo sdo expressas, por isso nio conseguiu-se encontrar nenhuma correlagio.

Investigagdes da epidemiologia nosocomial de P. aeruginosa tém sido dificultadas pela
inadequada capacidade discriminatéria dos métodos fenotipicos convencionais. Técnicas
modernas baseadas na ribotipagem tem sido utilizadas (Liu et al., 1996, Ojeniyi et al., 1991).

A ribotipagem baseia-se na visualizagdo de segmentos de genes ribossomais altamente
conservados entre as mais diferentes espécies bacterianas, além disso € discriminatéria e pode ser
aplicada a uma grande variedade de espécies bacterianas. Diferencas entre as cepas sdo

detectadas por diferengas entre as bandas analisadas e pela presenga ou auséncia de sitios de
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restri¢éo entre as cepas. Os espagos intergénicos entre os ribossomos (rDNAs) sio tidos como as
regides mais conservadas entre as cepas bacterianas (Bennekov et al., 1996).

O ribossomo bacteriano 708 é composto por quantidades equimolares de 3 tipos de rRNA
(235,168 e 5S). Os genes de rRNA séo organizados em operons (rDNA) e, em muitas espécies
bacterianas estio presentes em inumeras copias (Bingen ef al, 1994). P. aeruginosa, em
particular, contém quatro unidades transcricionais por cromossomo. Enquanto que os genes de
TRNA sdo altamente conservados, suas regides flanqueadoras nio sio (Hartmann ef al., 1986;
Romling ef al., 1989). Analises do polimorfismo de DNA em regides cromossdmicas contendo
genes de RNAr sdo referidas como Ribotipagem. Ribotipagem tem sido utilizada por muitos
laboratorios para a analise epidemioldgica, ja que possui um alto poder discriminativo e pode ser
aplicada a muitas espécies baterianas, ndo requerendo equipamentos sofisticados (Nociari ef al.,
1996). A ribotipagem de P. aeruginosa tem sido apresentada por muitos autores utilizando
diferentes combinagdes de enzimas, sondas e quantidades de DNA gendmico (Bingen et al,
1994).

Nossos resultados demonstraram que a regido intergénica entre a regiio 16S e 23S e a
reigdo RNAr 16S sdo altamente conservadas, visto que em nossos experimentos nio pudemos
observar diferengas genotipicas para as enzimas de restrigdo utilizadas (Figuras 12a, 12b, 13a e
13b).

Nociari ez al., (1996) estudaram 51 cepas de P. aeruginosa pela digestio de seus DNAs
gendmicos com as enzimas Pvull, EcoRl, Hindlll, BamHl, Pstl, Clal, Cfol, NspV e posterior
hibridizagdo com a sonda de ¢cDNA de E. coli carregando RNAr 16S-23S. A combinagio das

enzimas EcoRI-BamHI-PstI-Clal distinguiu 17 genotipos. A combinag¢io de Pvull-BamHI ou



Discussdo 75

Pvull-EcoRI discriminou 19 genotipos. A combinagdo de Pvull-HindlIl também distinguiu 19
genotipos. A digestdo somente com Pvull gerou 18 genotipos.

Os nossos resultados da digestdo do DNA cromossomico pela enzima Pvull hibridizado
com a sonda de rDNA 16S apresentou a formagdo de 10 ribotipos. Nestes, 41 cepas foram
agrupadas em 4 “clusters” sendo que o maior agrupou 21 das 50 cepas (Figura 17c). Neste
experimento, observamos um numero de “clusters” inferior ao observado por Nociari ef al.,
(1996) .

Os dados aqui apresentados suportam as conclusdes apresentadas por Rommling et al.,
(1994), de que os genoétipos discordantes em P. aeruginosa desenvolvem um fenétipo comum
durante a infec¢do na Fibrose Cistica. E ainda, concordou-se com Mahenthiralingan et al., 1996
quando conclui que a persisténcia de P. aeruginosa na fase cronica da Fibrose Cistica envolve
diferentes alteragdes fenotipicas que favorecem a capacidade de sobreviver no trato respiratorio
inferior (Pedersen ef al., 1986, Speert et al., 1982).

Descri¢bes anteriores sobre a infecgdo cruzada na populagdo de pacientes com FC foram
baseados em marcadores fenotipicos tais como sorotipo O e padrdes de resisténcia a antibioticos
pouco adequados para estea analise (Kelly ef al,, 1982, Pedersen et al., 1986, Speert ef al., 1982).

Evidéncia descrita da infec¢do cruzada esta limitada ao trabalho de Wolts er al., 1989.
Outros relatos baseados em marcadores genéticos mostraram que pacientes de FC
epidemiolgicamente relacionados podem ser colonizados pela mesma cepa (Fegan ef al., 1991,
Grouthues et al., 1988; Oyeniyi & Hoiby, 1991; Strulens ef al,, 1993;Tumler ef al.,1991)

Os nossos resultados no nos permitem concluir se houve infecgdo cruzada entretanto,
investigagdes futuras sdo necessarias para melhor definir a extensdo, a via, e o significado da

transmissdo de P. aeruginosa entre pacientes de FC e para auxiliar no tratamento dos mesmos.
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CONCLUSOES

A analise comparativa entre as diversas cepas de Pseudomonas aeruginosa, através dos
métodos tradicionais e moleculares nos permite concluir que:

As cepas de morfotipo ndo mucéide isoladas de pacientes com fibrose cistica expressam
em maior freqiiéncia, as enzimas elastase e gelatinase, do que as cepas mucoides, enquanto que
as mucoides expressaram em maior freqiiéncia hemolisina.

As familias de antibidticos mais efetivos contra o grupo de cepas de Pseudomonas
aeruginosa estudado mostraram ser da familia das Carbepenemas, Aminoglicosideos e
Quinilonas de 3° Geragdo, enquanto que os menos efetivos foram das familias de Penicilinas,
Cefalosporinas de 3° Geragdo, Cloranfenicol, Sulfonamidas.

Encontramos uma unica cepa resistente ao antibidtico Imipenema enquanto todas as
demais mostraram-se sensiveis. Todas as cepas ndo mucoides mostraram-se sensiveis ao
antibidtico Ciprofloxacina.

Entre os anos de 1996 e 1997, houve um aumento da resisténcia para os antibioticos
Cefiriaxone, Cefotaxima, Ofloxacina.

Entre os testes utilizados para a analise genotipica, 0 mais discriminatério mostrou ser o
teste de RAPD j4 que produziu o maior nimero de genotipos: OPR ~ 51 genotipos.

E entre os "primers" utilizados para esse teste os mais discriminatorios foram os
"primers" OPR2 e OPRS.

Os ensaios de determinagio do polimorfismo da regido intergénica 16s-23s aqui utilizados

ndo apresentaram resultados discriminatdrios.
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Nossos resultados nos testes de ribotipagem utilizando a enzima Pvull para a digestdo do
DNA cromoss6mico e hibridizagdo com a sonda 16S resultaram na identificagdo de 10 ribotipos.
O ribotipo 1 agrupou 21 cepas isoladas de 9 pacientes.

Pudemos concluir que existe uma grande diversidade fenotipica e genotipica entre as
cepas de P. aeruginosa isolada de pacientes portadores de Fibrose Cistica.

Este trabalho sugere que futuras investigagGes poderdo ser realizadas utilizando maior
mimero de cepas isoladas em um nimero menor de pacientes num periodo maior, levando-se em
consideragio, data de internagdo desses pacientes, data de fisioterapia e antibioticoterapia

empregada.
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