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RESUMO

Pseudomonas aeruginosa é um importante patégeno no ambito
hospitalar. O presente estudo teve o objetivo de caracterizar isolados clinicos
de P. aeruginosa de pacientes portadores e ndao portadores de fibrose cistica
com relagdo a sua habilidade para a produgdo de biofiimes, requerimento
nutricional, expresséo fenotipica da produgcdo de moléculas autoindutoras do
sistema quorum-sensing (QS), detecgdo de genes envolvidos no controle do
sistema QS e deteccdo de genes de carbapenemases, sobretudo metalo-3-
lactamases (MBLs). Preliminarmente, 74 P. aeruginosa foram avaliadas com
relagdo a capacidade de produgéo de biofilme. Nesta analise, 68% mostraram
serem produtores de biofilme. Subseqientemente, a producédo de biofilme foi
avaliada em 124 isolados clinicos utilizando-se dois diferentes meios: Tryptic
Soy Broth (TSB) e um pool de escarros provenientes de pacientes com fibrose
cistica. A capacidade de produgao de biofiime, nos dois meios, ndo apresentou
diferenca estatisticamente significativa, independentemente da origem dos
isolados (fibrose cistica ou n&o). Entretanto, uma maior producgéo de biofilme foi
observada quando os isolados foram submetidos a este crescimento no meio
TSB (p=0,0198).

Os isolados clinicos produtores de biofilme que foram obtidos de pacientes sem
fibrose cistica mostraram ser mais resistentes aos carbapenémicos — imipenem
e meropenem - do que aqueles isolados de pacientes com fibrose cistica.

A auxotrofia foi avaliada entre 349 isolados de P. aeruginosa e detectada em
14 (4%) amostras, sendo apenas uma oriunda de paciente n&do-fibrocistico. O
aminoacido mais requerido foi metionina (Met) (8/14). As amostras
auxotréficas foram avaliadas quanto a capacidade de produzir biofiime e
apenas um isolado (Met") foi ndo produtor de biofilme. Este foi o primeiro relato
de auxotrofia entre P. aeruginosa isoladas de amostras clinicas no Brasil.

Muitos mecanismos, principalmente aqueles associados a viruléncia de
P. aeruginosa, sado controlados pelo sistema QS através de moléculas
conhecidas como autoindutoras (AHLs). Neste estudo ndo encontramos
diferenca significativa entre isolados de fibrose cistica e n&o fibrose cistica,
referente a deteccao fenotipica de AHLs. Entretanto, a produgéo de moléculas

autoindutoras parece estar associada aqueles com maior capacidade de
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producao de biofilme, mostrando ser uma caracteristica relacionada a
densidade microbiana.

Quanto aos genes de resisténcia aos carbapenémicos, 91 isolados foram
avaliados para presenca dos genes SPM-1, IMP-1 e VIM-2 codificadores de
MBLs, pela reagdo em cadeia da polimerase. Entre estes, 21 (23.1%) isolados
foram positivos para os genes de MBLs. A presenca do gene SPM-1 foi maior
entre os isolados nao-fibrocisticos. Por outro lado, nés encontramos uma
elevada prevaléncia do gene IMP-1 entre isolados de P. aeruginosa de
pacientes com fibrose cistica. Ao hosso conhecimento, este é o primeiro relato,
no Brasil, de P. aeruginosa IMP-1 em pacientes com fibrose cistica.
Adicionalmente, todos isolados positivos para a presenca de MBL mostraram
capacidade, sobretudo moderada e forte, para produgao de biofilme.

Testes fenotipicos tém sido utilizados para predizer a presenca de MBL em P.
aeruginosa. Entretanto, nenhum tem sido preconizado pelos comités
internacionais. Nos avaliamos 14 diferentes combinag¢des de testes fenotipicos
de 1) sinergismo utilizando ceftazidima (CAZ) e imipenem (IMP) como
substratos e acido 2-mercaptopropidnico (2MPA) e acido
etilenodiaminotetracético (EDTA) como agentes inibidores da enzima em
distancias de 1, 2 e 2,5 cm entre os discos e de 2) disco-combinado de IMP
e/ou CAZ com EDTA para predizer a presenca de MBL. Nesta etapa de estudo,
foram avaliadas amostras provenientes de um surto hospitalar (n=7) e
amostras de pacientes com fibrose cistica (n=14). Nés encontramos uma
tendéncia de melhor resultado para o teste de disco combinado IMP-EDTA,
embora um resultado falso-positivo tenha ocorrido.

Finalmente, foi realizada uma analise para avaliagdo da presenga dos genes
que compdem os principais sistemas de QS e sua correlagdo com a produgéo
de biofiime e moléculas AHLs. Um total de 91 isolados (85 produtores de
biofilme e 6 ndo produtores de biofiime) foi avaliado. Entre os ndo produtores
de biofilme, quatro isolados foram negativos para os genes /asl, lasR, rhll e
rhIR, e dois foram negativos para lasl e lasR. Este resultado mostra a
importancia do sistema /as no controle da viruléncia em P. aeruginosa,
sobretudo no processo de formagéo de biofilme.

Palavras-chave: Pseudomonas aeruginosa, fibrose cistica, biofilme,

resisténcia bacteriana.



ABSTRACT

Pseudomonas aeruginosa iisolated from cystic fibrosis and non-cystic
fibrosis patients: evaluation of biofilm production, quorum-sensing,

auxotrophy and antimicrobial resistance

Pseudomonas aeruginosa is an important pathogen that causes serious
illness, especially in hospital settings, such as pneumonia, bacteremia and
sepsis. This study aimed to characterize clinical isolates of P. aeruginosa
from patients with and without cystic fibrosis (CF) according to their ability to
produce Dbiofilm, nutritional requirement, phenotypic expression of
autoinducers molecules of quorum-sensing system (QS), detection of genes
involved in control of the QS system and detection of metallo-B-lactamases
(MBLs) genes. In a preliminary analysis, 74 P. aeruginosa were evaluated
for the ability to produce biofilm and 68% proved to be biofilm producers.
Subsequently, biofilm production was assessed in 124 isolates using two
different media: Tryptic Soy Broth (TSB) and a pool of sputum from CF
patients. There was no statistical difference in biofilm production regardless
the origin of isolates (cystic fibrosis or non-CF), in both media. However,
increased production of biofiilm was observed when the isolates were
submitted to grow in TSB medium (p = 0.0198).
Biofilm producers from non-CF patients showed to be more resistant to
carbapenems — imipenem and meropenem. Occurrence of auxotrophy is
well documented among P. aeruginosa isolates from CF, and represents a
bacterial adaptation to the pulmonary environment. The auxotrophy was
evaluated among 349 isolates of P. aeruginosa and was detected in 14 (4%)
isolates. All but one auxotrophic isolates were obtained from CF patients.
The single amino acid more required was methionine (Met) (8 / 14).
Auxotrophic isolates were evaluated for biofilm production and only one Met’
isolate was non-biofilm producer. This was the first report of auxotrophy in P.
aeruginosa isolated from clinical specimens in Brazil.
The virulence factors in P.aeruginosa are controlled by the QS system
through molecules known as autoinducers (AHLs). We found no significant

difference between CF and non-CF isolates regarding AHLs production.
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However, the production of autoinducers molecules appears to be
associated with isolates with major capacity to form biofilm.
Regarding resistance mechanisms, we evaluated 91 isolates for the
presence of SPM-1, IMP-1 and VIM-2 genes that encoding MBLs. A total of
21 (23.1%) isolates were MBL producers. The presence of SPM-1 gene was
more common among non-CF isolates while the IMP-1 gene was more
prevalent in CF P. aeruginosa isolates. To our knowledge, this is the first
report of P. aeruginosa harboring IMP-1 gene among CF patients.
Additionally, all isolates harboring MBLs showed ability, especially moderate
and strong, for biofilm production.
Phenotypic tests have been used to predict the presence of MBL in P.
aeruginosa. However, none has been recommended by international
committees. We evaluated 14 different combinations of the phenotypic tests
to predict the presence of MBL 1) double-disk synergy test, using
ceftazidime (CAZ) and imipenem (IMP) as substrates and acid 2-
mercaptopropiénico (2MPA) and ethylenediaminetetracetic acid (EDTA) as
inhibitors of the enzyme at distances of 1, 2 and 2.5 cm between the disks;
and 2) combined-disk using IMP and/or CAZ with EDTA. We evaluated
isolates from a hospital outbreak (n = 7) and isolates from CF patients (n =
14). We found a tendency toward better result for the combined-disk test
with  IMP-EDTA, although a false-positive result has occurred.
Finally, we evaluated the presence of genes that comprise the main QS
systems of P. aeruginosa in relation to biofilm and AHLs production. A total
of 91 isolates (85 producers and 6 non-biofilm producers) was evaluated.
Among non-biofilm producers, four isolates were deficient for /asl, lasR, rhll
and rhIR genes, and two isolates were deficient for /asl and /asR genes. This
result shows the importance of the QS systems, mainly /as system, in
controlling P. aeruginosa virulence, mainly in process in which biofilm
production can be occurring.

Key-words: Pseudomonas aeruginosa, cystic fibrosis, biofilm, antimicrobial

resistance
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I. INTRODUCAO

Pseudomonas aeruginosa € um dos principais agentes de infecgdes
nosocomiais e tem grande importancia clinica devido as elevadas taxas de
morbi-mortalidade (QUINN 2003).

Pseudomonas aeruginosa, além de causar diversos tipos de infec¢des,
tem implicacbes de mau prognéstico em infecgdes do trato respiratorio, tais
como pneumonias associadas a ventilagdo mecanica, mas principalmente entre
os pacientes portadores de fibrose cistica (SINGH et al, 2000). Estes
pacientes, uma vez infectados, dificilmente, ou mesmo nunca, deixarao de ser
colonizados (SINGH et al., 2000). A cronicidade de infec¢do nestes pacientes é

uma constante pela dificuldade de erradicagéo de P. aeruginosa.

A facilidade com que P. aeruginosa tem de se instalar, colonizar e
infectar estes pacientes tem sido alvo de inUmeros estudos (SINGH et al.,,
2000; AGARWAL et al, 2005; KOBAYASHI 2005). Porém, a grande
complexidade de mecanismos envolvidos, quer seja os ja conhecidos ou ainda
novos mecanismos, torna o assunto ainda pouco elucidado e de grande
importancia clinica e laboratorial para o desenvolvimento de novos recursos
para a pratica e a conduta terapéutica (KIRISITS et al,, 2005; SOBERON-
CHAVEZ et al., 2005).

Diversos mecanismos tém sido implicados em infecgbes por P.
aeruginosa. Producdo de biofilme tem sido descrita na literatura como
importante fator de refratariedade dos pacientes ao tratamento com
antimicrobianos (COSTERTON, 1999). Por outro lado, o mecanismo pelo qual
este se inicia em processo infeccioso bem como os mecanismos auxiliares do
controle de sua expressdo ndo estdo completamente elucidados
(COSTERTON, 1999; TINGPEJ et al., 2007).



Um dos mecanismos descritos no controle da expressao dos diversos
fatores de viruléncia em P. aeruginosa é o complexo sistema de comunicagéo
intercelular chamado “quorum sensing” (QS) (TINGPEJ et al., 2007). Dois
principais mecanismos de QS tém sido descritos em P. aeruginosa. Os
sistemas las e rhl que sao responsaveis pelo controle de expressdo dos
mecanismos de viruléncia associados ao QS. Um terceiro sistema mais
recentemente descrito, Mvfr (multiple virulance factor R) contribui de forma a

intercambiar a sinalizag&o entre os sitemas /las e rhl (TINGPEJ et al., 2007).

Mecanismos de resisténcia aos agentes antimicrobianos,
principalmente a producédo de metalo-B-lactamases (MBLs) tem sido motivo de
grande preocupacgdo entre os clinicos, uma vez que reduz as opg¢bes de
tratamento para as infeccbes (NORDMANN & POIREL, 2002). Em Porto
Alegre, foram descritos casos de surtos ocasionados por P. aeruginosa
produtoras de MBLs, principalmente SPM-1 (MARTINS et al., 2007). A
deteccéo deste tipo de mecanismo é realizada por métodos moleculares, como
a reacao em cadeia da polimerase, e através de testes fenotipicos. Entretanto,
ndo ha nenhuma padronizagdo reconhecida por comités oficiais quanto a sua
detecgdo laboratorial, o que dificulta sua pesquisa para a rotina de um

laboratério de microbiologia.

A abrangente diversidade de mecanismos de viruléncia e resisténcia
em P. aeruginosa e a ocorréncia concomitante destes mecanismos tornam sua

deteccdo ainda mais necessaria para o aprimoramento do manejo terapéutico.



Il. REVISAO DA LITERATURA

Il. 1. Taxonomia
A classificagdo original do género Pseudomonas em cinco grupos

homélogos de rRNA tem sofrido extensa reviséo, resultando na reclassificagéo
de muitas espécies de Pseudomonas em géneros separados. Estes géneros
incluem Burkholderia, Stenotrophomonas, Comamonas, Shewanella, Ralstonia,
Methylobacterium, Sphingomonas, Acidovorax e Brevundimonas (KISKA &
GILLIGAN 1999). Muitas espécies de Pseudomonas permaneceram no género,
embora estudos filogenéticos recentes baseados na seqiiéncia 16S do RNA
ribossOmico permitiram sua transferéncia a um novo ou ja existente género. O
género Pseudomonas pode ser distinguido de géneros relacionados com base
na composicdo celular de acidos graxos. Além disso, membros de
Pseudomonas (sensu stricto) pode ser identificado pela presenca do gene da
lipoproteina de membrana externa | (oprl) detectado por analises de PCR e/ou
Southern blot (KISKA & GILLIGAN 1999).

Il. 2. Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa € um bacilo gram-negativo, aerobio estrito,

ndo formador de esporos. Possui aproximadamente 1,5 a 5,0 um de tamanho e
0.5 a 1.0 um de largura e apresentametabolismo respiratorio estritamente
dependente de oxigénio como aceptor terminal de elétron (KISKA & GILLIGAN
1999). Alguns isolados podem crescer sob condigbes anaerdbicas pelo uso de

nitrato ou arginina como aceptores finais de elétron.

Pseudomonas aeruginosa sao bactérias moveis devido a presenca de
um flagelo polar. Isolados clinicos s&o oxidase positivos e catalase positivos.
Crescem sobre o Agar MacConkey, aparecendo como n&o-fermentadores de
lactose. P. aeruginosa, assim como a maioria das espécies de Pseudomonas,
degrada glicose pela via oxidativa e converte nitrato a nitrito ou a gas nitrogénio
(KISKA & GILLIGAN 1999). As coldnias de Pseudomonas aeruginosa podem

ser rapidamente identificadas por sua aparéncia no meio de cultura, por



pigmentacdo verde-azulada e pelo odor de frutas caracteristico (KISKA &
GILLIGAN 1999). As col6nias posem apresentar morfologias distintas, desde
plana e difusa até colénias bem diminutas. Colénias com aspecto mucdide sao
comuns nas amostras isoladas de infecgcbes do trato respiratério,
particularmente em isolados clinicos de pacientes com fibrose cistica
(AGARWAL et al., 2005).

Pseudomonas aeruginosa produz, no minimo, quatro pigmentos
distintos: piocianina (azul), pioverdina (amarelo-esverdiado), piorrubrina
(vermelho) e piomelanina (marrom a preto) (KISKA & GILLIGAN 1999). Sao
nutricionalmente pouco versateis, com diferentes espécies sendo habeis em
utilizar uma variedade de carboidratos simples e complexos, alcoois, e
aminoacidos como fontes de carbono. Certas espécies podem se multiplicar a
4°C, mas a maioria € mesofilica, com crescimento 6timo a temperaturas entre
30 e 37°C (KISKA & GILLIGAN 1999).

Espécies de Pseudomonas sé&o encontradas na agua e solo e em
plantas, incluindo frutas e vegetais. Devido a sua habilidade de sobreviver em
ambientes uUmidos, Pseudomonas aeruginosa tem sido problematica no
ambiente hospitalar. Ela é encontrada em uma variedade de solu¢gdes aquosas,
incluindo desinfetantes, sabdes, fluidos de irrigagdo, colirios, equipamentos e
fluidos de didlise. P. aeruginosa é frequentemente encontrada em ventiladores,
pias, banheiras de hidroterapia e equipamentos respiratérios (DE KIEVIT et al.,
2001). Adicionalmente as fontes hospitalares, P. aeruginosa pode ser
encontrada em piscinas, saunas, solu¢cdes de lentes de contato, cosméticos,
unhas artificiais, drogas injetaveis, e nas solas de calgados. (KISKA &
GILLIGAN 1999).

Pseudomonas aeruginosa € pouco freqientemente encontrada como
parte da flora microbiana de individuos saudaveis. A razdo de colonizagao
aumenta em pacientes hospitalizados, particularmente naqueles que tem um

longo periodo de internagao e/ou tem recebido terapia antimicrobiana de amplo
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espectro ou quimioterapia. Os sitios de colonizacdo nestes pacientes sé&o
semelhantes aquelas de pessoas saudaveis, mas também inclui o trato
respiratorio inferior, especialmente em pacientes intubados (DENERVAUD et
al., 2004).

Il. 3. Significado Clinico
Pseudomonas aeruginosa é o mais importante patbgeno humano no

género Pseudomonas com respeito ao numero e aos tipos de infec¢des
causadas e sua associacdo com altas taxas de morbi-mortalidade (QUINN
2003). O espectro das doengas causadas por este agente varia desde

infecgdes superficiais de pele a sepse fulminante.

Pseudomonas aeruginosa €& causa de pneumonias adquiridas na
comunidade em um pequeno numero de pacientes que apresentam
predisposicao como histérico de tabagismo, idosos, pessoas expostas a aguas
aerosolizadas contaminadas. Por sua uma causa pouco usual de pneumonia
comunitaria, os pacientes raramente recebem terapia antimicrobiana empirica
adequada e a mortalidade é relativamente alta (aproximadamente 33% dos

casos).

Bacteremia e choque séptico devido a P. aeruginosa continuam sendo
um dos principais problemas em pacientes hospitalizados com doencgas de
base, doengas cardiopulmonares, faléncia renal e diabetes. Em duas diferentes
pesquisas realizadas em hospitais norte-americanos, P. aeruginosa foi o
terceiro bacilo gram-negativo mais comumente isolado de sangue, atras
apenas de Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae (KISKA & GILLIGAN 1999;
KOBAYASHI 2005). Bacteremia devido P. aeruginosa em usuarios de droga
intravenosa é usualmente associada com endocardite bacteriana, como
resultado da injecdo de drogas contaminadas. Nestes individuos, pode haver
também o desenvolvimento de osteomielite (KISKA & GILLIGAN 1999).



Pseudomonas aeruginosa é a principal causa de infecgbes do trato
respiratorio em ambiente hospitalar. Pacientes submetidos a ventilagcao
mecanica tem vinte vezes mais chance de desenvolver pneumonia hospitalar,
com P. aeruginosa sendo o microrganismo mais frequentemente isolado. Nesta
populacdo de pacientes, a mortalidade é de aproximadamente 40-50%
(DENERVAUD et al., 2004). P. aeruginosa também é um agente causador de
outras infecgbes, como trato urinario, principalmente em paciente
cateterizados, infecgbes de ferida, infeccbes em queimados e peritonite
(QUINN 2003).

Um fendtipo “mucoide” de P. aeruginosa infecta, de forma crénica,
aproximadamente 70-80% de adolescentes e adultos portadores de fibrose
cistica (MATHEE et al., 1999).. A superproducdo de alginato, um polimero
polissacaridico, é responsavel por este fenétipo “mucéide” (HENTZER et al.,
2001). Os eventos que estdo relacionados ao estabelecimento do fendtipo
mucoide nos pulmdes de pacientes fibrociticos ndo estdo bem esclarecidos e
sdo focos de muitos estudos (HENTZER et al., 2001; FRAVE-BONTE et al,,
2002; HAUSSLER et al., 2003). E especulado que ap6s infeccdo por um
isolado n&o-mucéide, a emergéncia do fenotipo mucoide ocorre devido a
mutag¢do no gene que controla a sintese de alginato (STAPPER et al., 2004). O
desenvolvimento de P. aeruginosa mucoide como “microcolénias”, as quais séo
pequenas colbnias de microrganismo envoltas em grande quantidade de
alginato, é peca central no desenvolvimento de infecgbes cronicas nas vias
aéreas de pacientes com fibrose cistica (ALKAWASH et al., 2006). A esta
forma de crescimento é creditada a capacidade de inibicdo da fagocitose, ao
aumento de resisténcia antimicrobiana e a indugcdo de uma significativa
resposta do sistema imune nos pulmdes de pacientes com fibrose cistica via
acao da elastase (ALKAWASH et al., 2006). Altos niveis de elastase danificam
o pulmao e tem um efeito cumulativo deletério sobre a capacidade pulmonar
por um periodo de anos ou décadas, eventualmente resultando em morte.
Bacteremia em pacientes com fibrose cistica é rara, provavelmente devido ao
alto nivel de anticorpos circulantes aos varios fatores de viruléncia de P.

aeruginosa nestes pacientes. P. aeruginosa mucoide ocasionalmente é vista



causando infec¢bes pulmonares em individuos com outras doencas
pulmonares cronicas ou infecgdes do trato urinario secundario a cateteres
(CHAN et al., 2005).

Il. 4. Auxotrofia em P. aeruginosa
Os microrganismos podem ser classificados de acordo com seu

requerimento nutricional para o crescimento em autotrofico e heterotréfico.
Autotréficos sdo as formas mais versateis e podem utilizar o CO, como Unica
fonte de carbono e obter energia por oxidagdo de compostos inorganicos
(quimioautotréficos) ou da luz solar (fotoautotréficos). A maioria das bactérias
saprofitas é classificada como autotréficas (BARTH & PITT, 1995).

Heterotréficos, por outro lado, estes necessitam de compostos
organicos como fonte de carbono. Carboidratos, aminoacidos, peptideos ou
lipideos sdo comumente usados como fontes de carbono e energia. A maioria
das espécies bacterianas causadoras de infec¢des é heterotrofica, mas podem
diferir grandemente na capacidade de utilizagdo de compostos organicos.
Alguns sao muito versateis, como a maioria das espécies do género
Pseudomonas, e podem utilizar uma variedade de compostos organicos como
Unica fonte de carbono e energia, ao passo que outras espécies sdo muito

mais especificas em seus requerimentos nutricionais (BARTH & PITT, 2005).

Heterotroficos podem ser subdivididos em prototréficos e auxotréficos.
Prototrépicos tem capacidade de crescer se forem providos de uma fonte Unica
de carbono, mas auxotroficos ndo possuem uma variedade particular de
enzimas necessarias para a sintese de moléculas essenciais (aminoacidos,
purinas e pirimidinas, por exemplo) e nescessitam destes fatores essenciais,
em adi¢do a fonte de carbono, para o crescimento. O termo auxotrofia (Latim
auxilium = “ajuda”; grego troph = “alimento”) &, assim, utilizado para denotar

isolados de P. aeruginosa com requerimento nutricional.



A auxotrofia em bactérias pode ser considerada em dois grupos
maiores de acordo com o status nutricional das espécies quando do isolamento
em uma amostra clinica. Certas bactérias s&o auxotroficas “naturais” e
requerem compostos particulares para isolamento, crescimento e identificacao
‘in vitro”. Exemplos destes auxotréficos naturais incluem Haemophilus
influenzae, Streptococcus pneumoniae, Neisseria gonorrhoeae, Legionella
pneumophila, Clostridium difficile e Helicobacter pylori, entre outros (CATLIN,
1978). Auxotrofia no estado nativo pode ser encontrada em algumas
Pseudomonas, como caracteristica do género para a versatilidade nutricional
de seus membros. Por outro lado, algumas bactérias as quais sao prototrépicas
no “estado nativo” podem tornar-se auxotroficas sub circunstancias especificas

usualmente relacionadas a pressao ambiental.

O fendbmeno da auxotrofia tem sido reportado em algumas bactérias que
colonizam pacientes com fibrose cistica (BARTH & PITT, 1995). Cepas
mucoéides de P. aeruginosa tem sido reconhecidas em pacientes com fibrose
cistica por sua habilidade de produ¢cé&o de mucoidia quando do crescimento em
meio minimo indicando que o crescimento destas cepas pode ser influenciado
pelo ambiente nutricional (BARTH & PITT, 1995).

Il. 5. Biofilmes em P. aeruginosa
Apesar das diferentes definicbes do termo biofilme, achados

especificos mostram a existéncia desta forma de vida estruturada e
metabolicamente ativa em comunidades microbianas embebidas em uma
matriz polimérica extracelular e localizada em uma interface (DONLAN &
COSTERTON, 2002). Em geral, biofilmes sdo formados em sistemas de fluxo
na presenga de substratos necessarios ao crescimento. Virtualmente, em
ambientes naturais, 95-99% dos microrganismos existem na forma de
biofilmes. Devido a auséncia do isolamento intracelular de processos aerobicos
e anaerdbicos, microrganismos, especialmente procariéticos, sado forcados a
formar associagbes com outros microrganismos e eles ganham protecdo da

potencial atividade danosa do oxigénio, especialmente das formas ativas



(SAUER et al., 2002). Esta € uma das razdes para o fato que microrganismos
existrem na natureza, em grande parte, na forma de comunidades
estruturadas. Assim, os biofilmes protegem seus habitantes microbianos n&o
somente ao oxigénio, mas consequentemente, também contra fatores de stress
do ambiente, nocivos aos microrganismos. S&o conhecidas quatro interfaces
onde pode haver a formagéo de biofilmes: liquido-sélido, liquido-ar, entre dois
liquidos imisciveis e sélido-ar (NIKOLAEV & PLAKUNOV, 2007).

Os biofilmes podem apresentar diferentes estruturas: uma simples
camada de células formada por uma ou diversas espécies microbianas, sem
diferenciacdo morfolégica expressa (este é o tipo de biofime mais primitivo);
comunidades microbianas formadas por diferentes espécies com diferentes
capacidades fotossintéticas, metanogénicas, sulfato-reducao, entre outros. As
camadas das espécies neste biofime exibem estratificagcdo com relagcdo ao
fator regulador (prototropismo, nutrientes, potencial de oxidagdo, entre outros)
e maior espessamento; biofilmes microbianos formados por uma complexa
interacdo entre patdogenos e sapréfitas (como nas placas dentérias); biofilmes
fungicos; biofilmes marinhos (bénticos ou “floculagdo” bacteriana suspensa na
agua); entre outras formas menos freqlientes ou menos estudadas (NIKOLAEV
& PLAKUNOQV, 2007).

Sob condi¢gdes naturais, uma superficie solida imersa em agua é
imediatamente coberta por um filme primario (condicionamento do filme), o qual
altera as propriedades desta superficie. A formacdo desta camada de
moléculas no primeiro estagio precede a formacao de um filme bacteriano. O
proximo estagio é a prépria adesdo microbiana de forma ainda reversivel. Até
este estagio, nenhuma forga fisico-quimica de interacdo atua entre as
moléculas e estruturas sobre a superficie dos microrganismos e substrato
sélido (forcas de Van der Waals, hidrofobica, eletrostatica). Tanto células
microbianas vivas quanto mortas sdo capazes deste tipo de adesédo. A fase
seguinte € a de adeséo irreversivel, onde as células microbianas aderem-se
irreversivelmente a superficie. Apés a aderéncia a superficie, as células podem
se locomover ao longo da superficie por meio de flagelos e pili tipo IV. Ao
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término desta motilidade microbiana, as células se aderem umas as outras e
através da excrecdo de substdncias poliméricas extracelulares
(polissacarideos, lipopolissacarideos, glicoproteinas) formam uma matriz
polimérica extracelular. Como resultado da divisdo celular, microcolénias
compactas emergem, ligando-se com esta matriz. Colonizadores secundarios
(microrganismos de outras espécies que se aderem as células aderidas a
superficie) tornam o filme ainda mais espesso e complexo. Simultaneamente,
com o aumento da espessura do biofilme, estruturas especificas sdo formadas:
cavidades, canais, protuberancias e poros. Sob condi¢des favoraveis, este leva
a formacédo de biofiimes maduros, que podem permanecer por grandes
periodos de tempo, enquanto que sob condi¢gdes desfavoraveis, este biofilme
entra em seu estagio final, de desintegracédo, degradacgéo, perda de algumas
células e liberacdo de outras na sua forma livre (plancténica) para o ambiente
(NIKOLAEV & PLAKUNOV, 2007).

Fatores ambientais ligados as células microbianas afetam o processo
de formacao de biofilme e suas caracteristicas. Os mais importantes fatores do
ambiente sdo: o pH, a salinidade, a osmolaridade, oxigénio, acesso as fontes
nutricionais, além da hidrofobicidade da intarface, forga fisico-quimica e

corrente de fluxo (principalmente em meios liquidos).

Um biofilme microbiano pode apresentar diversas interagdes. Entre as
diferentes interagbes de troca, a transferéncia de informacgéo genética entre
componentes do biofilme tem uma notavel importancia pela possibilidade de
disseminagdo de fatores relacionados a resisténcia antimicrobiana e a fatores
de viruléncia (DONLAN & COSTERTON, 2002).

Il. 6. Formagao de Biofilme e produgao de alginato
No crescimento em biofilme, as células bacterianas apresentam

arquitetura e propriedades bioquimicas e fenotipicas distintas daquelas que
crescem de forma livre (planctonicas) (YANG et al., 2005). Uma das
propriedades mais bem conhecidas, e especificas do biofime, é o
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desenvolvimento de resisténcia antimicrobiana, que pode ser até 1000 vezes
maior do que aquela apresentada por células plancténicas (MOSKOWITZ et al.,
2004).

A habilidade em formar biofimes é um fator crucial em infecgbes
causadas por P. aeruginosa e tem feito desta bactéria um organismo modelo
com respeito a formacédo de biofilme. Durante a colonizagdo crénica, P.
aeruginosa realiza a conversdo do fenétipo ndo mucoéide em mucédide. O
achado mais caracteristico do fenétipo mucédide é a secrecdo de uma grande
quantidade de exopolissacarideo extracelular altamente viscoso (STAPPER et
al., 2004). O copolimero alginato, o qual é composto de manuronato e
guluronato, aparece como o maior componente do polissacarideo secretado e,
além de acidos nucléicos e proteinas, € o principal fator no desenvolvimento de
biofilme mucodide. Infeccbes por P aeruginosa produtora de alginato, em
pacientes com fibrose cistica, tem sido associado com uma superativacao da
resposta imune e uma piora da condigéo clinica, sugerindo que a producéo de
alginato € um fator de viruléncia (HENTZER et al., 2001; STAPPER et al,,
2004). Biofilmes formados por P. aeruginosa tem sido associados ao aumento
da resisténcia aos antimicrobianos e de colonizagdo pulmonar em fibrose
cistica. A formacdo de uma matriz de substancias extrapoliméricas tem um
papel importante no estabelecimento de um biofilme sustentavel. E postulado
que a expressao de genes para produgdo de alginato pode ser critico para a
formacgéo de biofilme por P. aeruginosa porque a expressao do gene algC é
elevada em cepas mucéides, como a cepa PA 8830, sob condigdes de
crescimento em biofiime (HENTZER et al.,, 2001). Além disso, o produto de
gene algC estd envolvido na sintese de lipopolissacarideos e producédo de
alginato (HENTZER et al., 2001).

Entretanto, recentemente, foi notado que mutantes de P. aeruginosa
ndo produtores de alginato, assim como o fenétipo ndo mucéide, também sao
capazes de formar biofilme (WOZNIAK et al., 2003). Estes biofiimes né&o
mucoides possuem uma arquitetura diferente daqueles formados por isolados
de P. aeruginosa mucoéide superprodutores de alginato. Biofilmes néo
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mucodides produzidos por P. aeruginosa ou mutantes n&o produtores de
alginato n&o mostraram diferencas com respeito a sua arquitetura ou
resisténcia antimicrobiana. STAPPER et al., (2004) mostraram que a produc¢ao
de alginato afeta o desenvolvimento e a arquitetura do biofime de P.
aeruginosa, mas nao seria essencial para a formacdo do mesmo. De fato, a
associagao entre a producéo de alginato e formacgao de biofilme &, ainda, um
campo desconhecido que necessita de mais estudos para sua elucidagéo.

Il. 7. Biofilme e sua patogenicidade
A formacéao de biofilme leva a formagéo de estruturas que protegem as

células microbianas contra diferentes condigbes de stress, dentre estes:
privacdo de nutrientes, trocas de pH e oxidacdo. Diferentes camadas do
biofilme apresentam diferentes reagdes frentes as condigdes de stress. Devido
a este modo peculiar de resposta aos diferentes estimulos, temos o chamado
“fendtipo biofilme”, o qual pode expressar, por exemplo, diferentes vias de

metabolismo ou resisténcia (SAUER et al., 2002).

Na fibrose cistica, a reduzida hidratacdo das vias aéreas associada a
deficiéncia da atividade mucociliar, favorecem a formagédo de um muco mais
viscoso e propicio as reagdes inflamatorias e infecgbes bacterianas da vias
aéreas. Pacientes fibrocisticos adolescentes e adultos comumente tornam-se
colonizados com P. aeruginosa. A doenga “per se” propicia um nicho pulmonar
favoravel para colonizagdo microbiana, o qual inclui receptores especificos
sobre a superficie das células epiteliais, que facilitam o reconhecimento e

aderéncia inicial de P. aeruginosa.

Il. 8. Quorum-sensing e controle de expressao dos fatores de viruléncia
Sistemas de sinalizag¢des intercelulares, denominado quorum-sensing

(QS), permitem as bactérias regular a expressdo génica de acordo com a
densidade populacional (SINGH et al., 2000). Os mecanismos regulatérios de

QS sé&o disseminados entre os grupos de bactérias, sendo descritos em gram-
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positivos e gram-negativos (DE KIEVIT & IGLEWSKI 1999). Em sistemas QS
baseados na produgdo de moléculas N-acil-homoserina lactonas (HSLs), o
crescimento bacteriano produz estas pequenas moléculas, denominadas
autoindutores, que se acumulam ao redor do ambiente (DE KIEVIT et al.,
2001). A uma densidade celular especifica, a concentragédo de autoindutores
torna-se suficiente para interagir com proteinas ativadoras transcripcionais

autoindutores-dependentes e alteram a expressao génica.

Em P. aeruginosa, os sistemas de quorum-sensing tém sido
extensivamente estudados (DE KIEVIT & IGLEWSKI 1999; DE KIEVIT et al.,
2001; FRAVE-BONTE et al., 2003; DENERVAUD et al., 2004). Dois sistemas
baseados em HSLs, os sistemas /as e rhl, tem sido descritos. Os genes Lasl e
Rhll sintetizam os autoindutores N-(3-oxododecanoil)-L-homoserina lactona (3-
0x0-C12-HSL) e N-butiril-L-homoserina lactona (C4-HSL), respectivamente
(FRAVE-BONTE et al, 2003). Um terceiro sistema, mais recentemente
descrito, conhecido como Mvfr (multiple virulence factor R) atua de forma a

interagir com os sitemas /as e rhl (TINGPEJ et al., 2007).

Sistemas quorum-sensing s&o considerados cruciais para a
patogénese de P. aeruginosa. Um processo infeccioso no qual o QS tem papel
importante € a infeccdo pulmonar em fibrose cistica. Estas infecgbes podem
propiciar um ambiente perfeito para a expressao dos sistemas de quorum-
sensing, uma vez que os pulmdes sdo ambientes espacialmente limitados e P.
aeruginosa pode crescer em elevadas densidades (107 a 10%® / mL) em
secrecdes respiratoérias. Estas condicbes devem ser suficientes para induzir a
expressao dos genes que regulam o mecanismo de QS em P. aeruginosa em

pulmdes de pacientes com fibrose cistica (DE KIEVIT et al., 2001).

Il. 9. Quorum-sensing e biofilme
Pseudomonas aeruginosa pode colonizar permanentemente o pulmao

de pacientes com fibrose cistica apesar de agressivos tratamentos
antimicrobianos, o que sugere que P. aeruginosa pode estar na forma de
13



crescimento de biofilmes (DE KIEVIT et al., 2001). P. aeruginosa utiliza sinais
extracelulares de QS para coordenar a formacado de biofime. O sinal de
quorum-sensing requerido para a diferenciagdo em microcoloénias em biofilmes
€ 3-0-C12-HSL. Limitagdes dos ensaios normalmente utilizados para detectar
acil-HSLs entre os microrganismos podem subestimar a influéncia que estas
moléculas efetivamente provocam durante um processo infeccioso e seu papel

regulatorio sobre a viruléncia de P. aeruginosa (FRAVE-BONTE et al., 2002).

Quorum sensing € um relevante mecanismo associado a colonizagéo e
viruléncia de certas bactérias torna-o um atrativo alvo terapéutico. Compostos
naturais tém sido avaliados com relagdo a capacidade de inibigdo do sistema
quorum-sensing. Por exemplo, macrolideos tem um significante efeito sobre
mecanismos de quorum-sensing utilizado por P. aeruginosa na mediagédo de
fatores de viruléncia. Por diminuir a comunicagdo bacteriana, macrolideos
podem reduzir a aderéncia de P. aeruginosa as células epiteliais pela
supressdo da formacao de biofilme (IMAMURA et al., 2004).

Il. 10. Mecanismos de resisténcia em Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa apresenta resisténcia intrinseca a diversos

antimicrobianos num grau variado, sendo, caracteristicamente, menos
susceptivel que as Enterobactérias a maioria dos antimicrobianos
(LIVERMORE 2001).

Os principais mecanismos de resisténcia em P. aeruginosa séo:

¢ sistema de efluxo;

¢ perda de porina;

¢ expressado de enzimas, como AmpC, betalactamases de espectro
estendido (ESBL), carbapenemases (em especial metaloenzimas), entre

outras.
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A expressdo da bomba de efluxo MexA-MexB-OprM em P. aeruginosa
aparece com elevada freqiiéncia como resultante de mutagdes, culminando na
elevacdo da concentragdo inibitéria minima (CIM) de penicilinas,
cefalosporinas, quinolonas, tetraciclinas e cloranfenicol, mas com modesta
atuacdo sobre a classe dos carbapenémicos. As cepas mutantes podem ser
selecionadas in vitro ou durante terapia com fluoroquinolonas, penicilinas e
cefalosporinas (LIVERMORE 2001).

A resisténcia a classe dos carbapenémicos reflete-se na absorgéo
reduzida deste antimicrobiano como resultado da perda da porina OprD, uma
proteina permedvel, principalmente a imipenem (TSAKRIS et al, 2000).
Resisténcia plena aos agentes carbapenémicos, imipenem e meropenem,
surge a partir de dois eventos mutacionais que levaria a perda de OprD
somada a superexpressdo da bomba de efluxo MexA-MexB-OprM
(LIVERMORE 2001).

Outro mecanismo de resisténcia que tem grande impacto na conduta
clinico-terapéutica e epidemioldgica, devido a sua grande capacidade de
disseminagao, é a producéo de enzimas que tem atividade hidrolitica sobre os
antimicrobianos. As ESBL, que compreendem a classe A de Ambler, ja foram
descritas, embora de forma pouco freqliente, em P. aeruginosa, com os tipos
TEM, SHV, PER-1, VEB-1 e GES, que tem atividade hidrolitica sobre
ceftazidima e cefepima, sendo que a enzima GES pode, ainda, apresentar uma

fraca atividade hidrolitica sobre carbapenémicos.

As enzimas da classe B de Ambler, denominadas de metalo-B-
lactamases (MBL) compreendem as familias IMP, VIM, SPM, GIM e SIM, e sao
as principais enzimas ja descritas em P. aeruginosa. As MBL possuem um
amplo perfil de hidrélise conferindo resisténcia todos os agentes [3-lactdmicos
exceto monobactans (LIVERMORE 2001; NORDMANN & POIREL 2002).
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lll. OBJETIVOS

= Caracterizar, fenotipicamente, amostras de P. aeruginosa isoladas de
espécimes clinicos do trato respiratério de pacientes portadores e nao
portadores de fibrose cistica, provenientes de unidades hospitalares do

Hospital de Clinicas de Porto Alegre;

= Avaliar a formagao de biofilmes entre os isolados de P. aeruginosa;

= Determinar a freqiiéncia da resisténcia aos antimicrobianos utilizados
para o tratamento de infecgcbes causadas por P. aeruginosa:

aminoglicosideos, macrolideos, quinolonas e carbapenémicos.

= Avaliar o fendmeno da auxotrofia entre os isolados de P. aeruginosa,;

= Detectar, através de testes fenotipicos e da Reacdo em Cadeia da
Polimerase, os determinantes genéticos envolvidos no sistema de
quorum-sensing e genes que codificam para a produgdo de metalo-3-

lactamases.
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V. DISCUSSAO GERAL

Diversos estudos tém avaliado os diferentes mecanismos de viruléncia e
resisténcia antimicrobiana em P. aeruginosa. Tais estudos objetivam melhor
elucidar a influéncia destes mecanismos sobre o0 processo infeccioso causado por
este microrganismo nos diferentes tipos estagios de evolugéo clinica dos
pacientes. Entretanto, novos mecanismos tém sido recentemente descritos, tais
como o complexo sistema de comunicagao intercelular, “qguorum sensing’, e a
formacdo de aglomerados celulares, “slimes” ou biofilmes, j& melhor elucidados
em ambientes naturais, mas ainda um campo ainda ndo bem elucidado no que se

refere ao seu envolvimento com a patogénese das infec¢des.

Os resultados apresentados neste estudo mostraram  que,
independentemente da origem (pacientes com ou sem fibrose cistica), mas
internados, principalmente em unidades de terapia intensiva, os isolados de P.
aeruginosa nao diferiram quanto a capacidade de produgcdo de biofilme
(manuscritos 1, 2 e 4). Nossos achados corroboram com outros estudos com
relacdo as elevadas taxas de producdo de biofilme, embora haja na literatura
resultados que reportam uma grande variabilidade, variando desde 18 a 100% de

producao de biofilme.

Diferentes metodologias tém sido aplicadas para avaliagdo da formacgao de
biofilmes (microplacas com ou sem “pegs”, microscopia confocal, sistemas
contendo fluxo continuo de meio liquido, como o “biofilm reactor’ ou “Calgary
Device”, ou ainda aqueles com base a utilizacdo de meios sélidos, como o agar
“congo red”. Variabilidade entre os diferentes métodos ¢é previsto. Contudo, devido
a sua praticidade, facilidade de incorporagéo a rotina laboratorial e menor custo, o
ensaio utilizando microplacas € o mais amplamente utilizado nas pesquisas
cientificas. Adaptacbes a este modelo tem sido realizadas de forma a obter
padronizagdo, com excelentes resultados de reprodutibilidade, para a

determinagdo da concentracdo minima para erradicagao de biofilmes. Em nosso
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estudo, o ensaio em microplacas foi testado para a categorizacédo das amostras
em fraca, moderadas, fortes ou ndo produtores de biofiimes. A maioria das
amostras analisadas foram categorizadas como fraca produtoras de biofiime, nas
condi¢cbes estabelecidas (incubacédo a 35+1°C, durante um periodo de 24h, sem
agitacdo). Uma pequena amostragem de isolados susceptiveis a meropenem
revelou que as amostras em estado de crescimento em biofilme foram até 64
vezes mais resistentes do que quando crescidas em estado planctbénica

(manuscrito 5).

Auxotrofia € um fenébmeno que ocorre devido a uma adaptacao microbiana
ao seu microambeinte. P. aeruginosa deixa de sintetizar elementos importantes
para seu crescimento por estes estarem em concentracdes elevadas no ambiente
em que a bactéria se encontra. Esta condigédo & bem caracterizada no ambiente
pulmonar de pacientes com fibrose cistica. Nosso estudo demonstrou a ocorréncia
de isolados auxotroficos em pacientes com fibrose cistica e, ainda, um isolado
auxotrofico foi encontrado em amostra de paciente n&o fibrocistico. O maior
requerimento nutricional Unico foi metionina, achado concordante com dados da
literatura. Entretanto, auxotrofia para outros aminoacidos, ou combinagdes destes
foi também estabelecida (manuscrito 3). Como esperado, todos isolados

auxotréficos, exceto um, foram capazes de produzir biofilmes in vitro.

Uma grande preocupacédo para a conduta terapéutica das infecgbes por P.
aeruginosa é devido ao fato deste microrganismo apresentar uma grande
versatilidade de mecanismos de resisténcia e viruléncia. A associagédo destes, em
muitos processos infecciosos, € freqlente. Nés alertamos para a ocorréncia de
amostras que abrigavam genes codificadores para produgdo de metalo-3-
lactamases com elevada capacidade de formagao de biofilmes (manuscrito 5).
Conforme previsto, de acordo co dados da literatura, os isolados recuperados de
amostras de pacientes sem fibrose cistica possuiam o gene SPM-1.

Surpreendentemente, isolados de P. aeruginosa abrigando gene IMP-1 foram
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encontrados em nosso estudo. Ao nosso conhecimento, esta € a primeira
descricdo no Brasil. Resisténcia aos carbapenémicos em amostras de P.
aeruginosa isoladas de pacientes com fibrose cistica deve-se, principlamente, a
mecanismos outros (impermeabilidade de membrana e perda de porina) que ndo a
producdo de metalo-enzimas. E de notar também a diferenca entre os grupos de
amostras avaliadas (fibrocisticas e néo fibrocisticas). A ocorréncia maior de IMP-1
em amostras de pacientes com fibrose cistica mostra bem uma diferenca entre os
grupos de pacientes, uma vez que todos aqueles sem fibrose cistica que isolaram

P. aeruginosa com metalo-enzima, esta foi do tipo SPM-1 (manuscritos 5 e 6).

Tendo em visto o elevado custo das metodologias moleculares, sua
implantagcdo na rotina laboratorial ndo tem sido incentivada para a maioria dos
laboratérios. Consequentemente, a utilizagdo de métodos fenotipicos para
predizer o mecanismo de resisténcia aos carbapenémicos mediado pela produgao
de MBLs tem sido amplamente descrito. Contudo, é importante ressaltar que
nenhum comité preconiza, oficialmente, a utilizacdo de técnicas moleculares,
tampouco fenotipicas. N6s avaliamos, para um seleto grupo de amostras, em 14
combinacbes diferentes para cada isolado clinico, a performance de duas
metodologias fenotipicas (teste de sinergismo com duplo disco e teste de disco
combinando) utilizando como substratos cefatazidima (CAZ) e imipenem (IMP) e
como agentes inibidores da enzima o acido etilenodiamintetracético (EDTA) e o
acido 2-mercaptopropidnico (2MPA). Para os isolados provenientes de um surto
hospitalar, todos foram positivos para o gene SPM-1. Uma maior concordancia de
resultados, para estes isolados, foi verificada com o teste do disco combinado
IMP-EDTA. Para o outro grupo de amostras, provenientes de pacientes com
fibrose cistica, uma maior concordancia foi também verificada para o teste de
disco combinado EDTA-IMP. Entretanto, para este grupo de amostras, mais
resultados falso-positivos (teste fenotipico positivo sem a presenca do gene) foi
verificada, principalmente para os testes de sinergismo com duplos discos
(manuscrito 6). Cabe salientar que o inibidor 2MPA parece ter produzido

resultados menos preditores do que o EDTA.
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Por fim, n6s avaliamos a presenga dos principais genes envolvidos nos
circuitos de quorum sensing descritos em P. aeruginosa. Nossos revelaram quatro
amostras deficientes para os genes lasl, lasR, rhll e rhIR, e duas amostras
deficientes para os genes lasl e lasR. Interessantemente, todos estes isolados
foram incapazes de produzir biofiime in vitro. Este resultado corrobora com
achados de outros estudos que demonstram uma perda de infecividade/viruléncia
entre P. aeruginosa defectivas no sistema quorum sensing, principalmente com
relagdo ao sistema /as (manuscrito 7). Ao nosso conhecimento, no Brasil, esta é a
primeira descricdo de amostras lasl/lasR™ e rhll/rhIR". Uma amostra abrigando
todos os genes foi incapaz de produzir biofilme. Isto pode demonstrar que outros
fatores/componentes genéticos ainda pouco elucidados possam estar
concomitantemente influenciando sobre o mecanismo de produgédo de biofilme e

expressao de moléulas acil-homosserina-lactonas.
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VI. CONCLUSOES GERAIS

Este trabalho obteve as seguintes conclusdes:

A producgao de biofilmes é uma caracteristica da maioria das amostras de P.
aeruginosa, independentemente do sitio de isolamento e da condig&o clinica do

paciente;

Um variado grau de formacdo de biofilme pode ser apresentado por P.
aeruginosa. Esta caracteristica possivelmente é influenciada por condigdes

intrinsicas e extrinsecas a bactéria;

Pseudomonas aeruginosa isoladas de pacientes com fibrose cistica
apresentam niveis de resisténcia semelhantes aquelas isoladas de pacientes sem
fiborose cistica quanto as diferentes classes de antimicobianos, exceto

carbapenémicos (imipenem e meropenem);

A auxotrofia € um fenbmeno relacionado a condigdo do paciente,
principalmente aqueles portadores da doenga fibrose cistica, embora, menos

freqlentemente, é possivel sua ocorréncia em outras condi¢des clinicas;

7

Metionina € o principal aminoacido unico requerido pela maioria dos

isolados auxotroficos;

A produgdo de moléculas autoindutoras (AHLs) é semelhantemente
produzida por P. aeruginosa (tal qual a produgédo de biofilme) e parece ser uma

caracteristica dependente da densidade celular;
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SPM-1 foi o gene de metalo-B-lactamase (MBL) mais prevalente entre os
isolados de P. aeruginosa de origem néo fibrocistica e IMP-1, em nosso grupo de

amostras, foi o mais prevalente entre isolados clinicas de fibrose cistica;

O modo de crescimento em biofiilme e expressdo de mecanismos de
resisténcia, como producéo de MBL, pode coexistir. A sobreposigéo destes fatores
leva a uma maior dificuldade de erradicagdo das infec¢des ocasionadas por P.

aeruginosa;

A deficiéncia em algum sistema de quorum sensing pode tornar a bactéria
menos virulenta ou, até mesmo, avirulenta e representa um importante alvo para

novas estratégias de tratamento das infecgdes.
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