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RESUMO 
 
 

Objetivo: O presente estudo teve como objetivo caracterizar, por métodos 
fenotípicos e moleculares, mecanismos de resistência aos beta-lactâmicos, 
quinolonas, aminoglicosídeos e colistina mediados por plasmídeos e diversos fatores 
de virulência em isolados clínicos de Pseudomonas aeruginosa. Artigo científico 1: 
Uma coleção de duzentos e dez isolados de P. aeruginosa não sensíveis à 
ceftazidima e/ou aos carbapenêmicos foram incluídos no estudo. Os isolados foram 
recuperados no Laboratório de Microbiologia Clínica do Hospital Universitário de 
Londrina (HU) no período de junho de 2012 a maio de 2014. A identificação 
bacteriana foi realizada pelo Vitek-2® (bioMéurieux) e por testes bioquímicos 
convencionais, seguida pela confirmação por PCR. O teste de sensibilidade aos 
antimicrobianos foi realizado pelo método de disco-difusão para treze 
antimicrobianos. A concentração inibitória mínima (CIM) à ceftazidima, aos 
carbapenêmicos e às polimixinas foi determinada pelo método de microdiluição em 
caldo. Os perfis de sensibilidade aos antimicrobianos foram interpretados segundo o 
documento M100-S27 (CLSI,2017) e a classificação da resistência foi determinada 
segundo os critérios de Magiorakos (2012). A produção de carbapenemases foi 
avaliada pelo Blue Carba Test (BCT) e a produção de metalo-beta-lactamases (MBL) 
foi determinada pelo Teste de Sinergismo de Disco Triplo (TSDT). A presença de 
genes codificadores de beta-lactamases, carbapenemases, Qnr, 16S rRNA 
metiltransferases e integrases foi investigada por PCR convencional ou multiplex 
seguida por sequenciamento. A produção de fatores de virulência produzidos por P. 
aeruginosa foi detectada entre os isolados produtores de carbapenemases utilizando 
testes fenotípicos. Além disso, a capacidade de formação de biofilme foi avaliada em 
microplacas de poliestireno e os genes codificadores de fatores de virulência foram 
pesquisados por PCR. A clonalidade dos isolados produtores de carbapenemases 
foi avaliada por ERIC-PCR e o Sequence Type (ST), de cinco isolados escolhidos 
aleatoriamente produtores de diferentes genes de carbapenemases e de clones 
distintos, foi determinado por Multilocus Sequence Typing (MLST). Altas taxas de 
resistência aos carbapenêmicos foram verificadas (80,9% para o imipenem e 78,0% 
para o meropenem) e somente as polimixinas apresentaram 100,0% de atividade 
contra todos os isolados do estudo. Cerca de 54,7% dos isolados foram classificados 
como multirresistentes (MR) e 31,9% como extensivamente resistentes (ER). A 
produção de carbapenemases e de MBL foi detectada em 33,3% e 31,9% dos 
isolados pelo BCT e pelo TSDT, respectivamente. Uma diversidade de genes 
codificadores de carbapenemases foi verificada entre 70 isolados: blaSPM-1 

(63/30,0%), blaKPC-2 (3/1,4%), blaIMP-16 (2/0,9%), blaVIM-1 (1/0,4%) e blaVIM-7 (1/0,4%). 
Foram detectados genes codificadores de beta-lactamases (blaGES-26, blaOXA-46 e 
blaCTX-M-15) e de resistência aos aminoglicosídeos (rmtD). O gene blaIMP-16 foi 
detectado como o único gene cassete de um integron da classe I nos dois isolados 
produtores de IMP-16. O contexto genético dos genes blaVIM-1 e blaVIM-7 foram 
semelhantes: o gene codificador da MBL como o primeiro cassete gênico, seguido 



por uma enzima modificadora de aminoglicosídeos (aadA1) e o gene blaOXA-46 

anteriormente ao qac∆E/sulI. Todos os isolados produtores de carbapenemases 
formaram biofilme e apresentaram o gene lasI codificador de um dos componentes 
do quorum sensing. Um total de 98,6% e 94,3% foram produtores de hemolisinas e 
proteases, respectivamente. Os genes que codificam a fosfolipase hemolítica (plcH), 
elastase (lasB), exotoxina A (toxA) e exotoxina S foram detectados em 94,3% dos 
isolados produtores de carbapenemases. Apenas um e quatro isolados 
apresentaram os genes que codificam neuraminidase (nanI) e a exotoxina U, 
respectivamente. A tipagem molecular dos isolados produtores de carbapenemases 
evidenciou grande diversidade clonal com a presença de 18 genótipos distintos, dos 
quais os isolados portadores de blaSPM-1 foram agrupados em 14 genótipos e os 
isolados portadores de blaKPC-2, blaIMP-16, blaVIM-1 e blaVIM-7 foram agrupados em 
clones únicos. Diferentes STs foram obtidos para os cinco isolados submetidos ao 
MLST e dentre estes dois foram relacionados à disseminação de determinantes de 
resistência: o portador de blaSPM-1 pertenceu ao ST277, relacionado à disseminação 
de SPM-1 no Brasil e o portador de blaKPC-2 ao ST235, um importante clone 
epidêmico mundial. Artigo científico 2: Este estudo relatou a primeira descrição de 
um isolado de P. aeruginosa produtor de VIM-7 no Brasil. O isolado foi recuperado 
em maio de 2013 da secreção traqueal (107 UFC/mL) de um paciente internado no 
HU que apresentou resistência a todos os antimicrobianos, com exceção das 
polimixinas. A produção de carbapenemases foi avaliada pelo BCT e a de MBL pelo 
TDST. O gene blaVIM-7 foi localizado num plasmídeo de 52 Kb como o primeiro gene 
cassete de um integron da classe I seguido por um gene aadA1 e o blaOXA-46 situado 
anteriormente ao qac∆E/sulI. O isolado pertenceu ao ST1284, foi um forte produtor 
de biofilme e apresentou os genes codificadores de fatores de virulência lasI, lasB, 
plcH, toxA e exoS. Artigo científico 3: O artigo relata a presença de um isolado de 
P. aeruginosa produtor de KPC-2 pertencente ao ST235 em 2008, anteriormente à 
primeira detecção do gene blaKPC no Brasil e de um surto de Enterobactérias 
produtoras de blaKPC no HU. Este isolado foi recuperado da urina de uma paciente 
internada no setor de queimados do HU, foi classificado como ER e apresentou 
sensibilidade apenas às polimixinas. A produção de carbapenemases foi detectada 
pelo BCT e o resultado negativo no TSDT caracterizou uma carbapenemase não 
MBL. O gene blaKPC-2 apresentou localização cromossomal, em um contexto 
genético idêntico a isolados recuperados no HU em 2010. O gene blaKPC-2 foi 
flanqueado à montante pela sequência de inserção ISKpn6, entretanto à jusante não 
foram detectadas ISKpn7 e ISKpn8. O isolado foi considerado hipervirulento, um 
forte formador de biofilme, produziu hemolisina e protease e apresentou os genes 
lasI, lasB, plcH, toxA, exoY e exoU. Conclusões: As altas taxas de resistência aos 
antimicrobianos, a diversidade de genes codificadores de carbapenemases, a 
produção de importantes fatores de virulência e a detecção de STs relacionados a 
clones epidêmicos nacional e mundial refletem o problema da resistência aos 
antimicrobianos em P. aeruginosa no HU. Desta forma o estudo enfatiza a 
necessidade de medidas estritas de controle de infecção e de programas efetivos 
para o uso racional dos antimicrobianos neste hospital. 
 
Palavras-chave:  Carbapenemases. Clones de alto risco. Metalo-beta-lactamases. 
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ABSTRACT 
 
 

Objective: The aim of the present study was to characterize, by phenotypic and 
molecular methods, the resistance mechanisms to beta-lactams, quinolones, 
aminoglycosides and colistin mediated by plasmids and several virulence factors in 
clinical isolates of Pseudomonas aeruginosa. Scientific article 1: A collection of two 
hundred and ten P. aeruginosa isolates non-susceptible to ceftazidime and/or 
carbapenems were included in the study. The isolates were recovered in the Clinical 
Microbiology Laboratory of the University Hospital of Londrina (HU) from June 2012 
to May 2014. The bacterial identification was performed by Vitek-2® (bioMéurieux) 
and by conventional biochemical tests, followed by confirmation by PCR. The 
antimicrobial susceptibility testing for thirteen antimicrobials was performed by the 
disc-diffusion method. The minimum inhibitory concentration (MIC) to ceftazidime, 
carbapenems and polymyxins was determined by the broth microdilution method. 
Antimicrobial susceptibility profiles were interpreted according to M100-S27 (CLSI, 
2017) and the resistance classification was determined according to the criteria of 
Magiorakos (2012). The carbapenemase production was evaluated by the Blue 
Carba Test (BCT) and the metallo-beta-lactamase (MBL) production was determined 
by the Triple Disc Synergy Test (TSDT). The presence of beta-lactamases, 
carbapenemases, Qnr, 16S rRNA methyltransferases encoding genes and 
integrases were investigated by standard or multiplex PCR followed by sequencing. 
The virulence factors produced by P. aeruginosa were detected among the 
carbapenemase-producing isolates using phenotypic tests. In addition, the biofilm 
formation capacity was evaluated on polystyrene microplates and the virulence 
factors encoding genes were screened by PCR. The clonality of the carbapenemase-
producing isolates was evaluated by ERIC-PCR and the Sequence Type (ST) of five 
randomly selected isolates harboring different carbapenemases genes and distinct 
clones were determined by Multilocus Sequence Typing (MLST). High rates of 
carbapenem resistance were observed (80.9% for imipenem and 78.0% for 
meropenem) and only polymyxins showed 100.0% activity against all isolates of this 
study. Around 54.7% of the isolates were classified as multi-drug resistant (MDR) 
and 31.9% as extensively-drug resistant (XDR). The carbapenemases and MBL 
production were detected in 33.3% and 31.9% of the isolates by BCT and TSDT, 
respectively. A variety of carbapenemase encoding genes was found among 70 
isolates: blaSPM-1 (63/30.0%), blaKPC-2 (3/1.4%), blaIMP-16 (2/0.9%), blaVIM-1 (1/0.4%) 
and blaVIM-7 (1/0.4%). Beta-lactamase (blaGES-26, blaOXA-46 e blaCTX-M-15) and 
aminoglycoside resistance (rmtD) encoding genes were detected. The blaIMP-16 was 
detected as the only cassette gene of the class I integron in the two IMP-16-
producing isolates. The genetic context of blaVIM-1 and blaVIM-7 genes were similar: the 
MBL encoding gene was the first gene cassette, followed by an aminoglycoside 
modifying enzyme (aadA1), and the blaOXA-46 gene prior to qacΔE/sulI. All the 
carbapenemase-producing isolates formed biofilm and harbored the lasI gene, a 
component of quorum sensing. A total of 98.6% and 94.3% were hemolysin and 



protease producers, respectively. The hemolytic phospholipase (plcH), elastase 
(lasB), exotoxin A (toxA) and exotoxin S (exoS) encoding genes were detected in 
94.3% of the carbapenemase-producing isolates. Only one and four isolates 
harbored the genes encoding for neuraminidase (nanI) and exotoxin U, respectively. 
The molecular typing of the carbapenemase-producing isolates showed a high clonal 
diversity with the presence of 18 distinct genotypes, of which the blaSPM-1 isolates 
were grouped in 14 genotypes and the isolates harboring the blaKPC-2, blaIMP-16, 
blaVIM-1 and blaVIM-7 were assigned as single clones. Different STs were obtained for 
the five isolates submitted to the MLST and among these two were related to 
resistance determinants spread: the blaSPM-1-harboring isolate belonged to ST277, 
related to the dissemination of SPM-1 in Brazil and the blaKPC-2-harboring isolate to 
ST235, an important worldwide epidemic clone. Scientific article 2: This study 
reported the first description of a VIM-7-producing P. aeruginosa isolate in Brazil. The 
isolate was recovered in May 2013 from a tracheal secretion (107 CFU/mL) of a 
patient hospitalized in HU. The isolate was resistant to all antimicrobials, with the 
exception of polymyxins. The production of carbapenemases was evaluated by BCT 
and MBL by TDST. The blaVIM-7 was located on a 52 Kb plasmid, and was the first 
cassette gene of a class I integron followed by an aadA1 gene. The blaOXA-46 was 
located prior to qacΔE/sulI. The isolate belonged to ST1284, was a strong biofilm 
producer and presented the lasI, lasB, plcH, toxA and exoS encoding genes. 
Scientific article 3: The article reported the presence of a KPC-2-producing P. 
aeruginosa isolate belonging to ST235 in 2008, prior to the first blaKPC gene detection 
in Brazil and an outbreak of Enterobacteria harboring the blaKPC in HU. This isolate 
was recovered from the urine of a patient hospitalized in HU. The isolate was 
classified as XDR and showed susceptibility only to polymyxins. The carbapenemase 
production was detected by the BCT and the negative result in the TSDT 
characterized a non-MBL carbapenemase. The blaKPC-2 gene was flanked upstream 
by the ISKpn6 insertion sequence; however, no ISKpn7 and ISKpn8 were detected 
downstream. The isolate was considered hypervirulent, a strong biofilm producing. 
The isolate produced hemolysin and protease and harbored the lasI, lasB, plcH, 
toxA, exoY and exoU genes. Conclusions: High antimicrobial resistance rates, 
diversity of carbapenemase encoding genes, production of important virulence 
factors, and detection of STs related to national and global epidemic clones reflect 
the problem of antimicrobial resistance in P. aeruginosa in the HU. Thus, the study 
emphasizes the need for strict infection control measures and effective programs for 
the rational use of antimicrobials in this hospital. 
 
Keywords:  Carbapenemases. High-risk clones. Metalo-beta-lactamases. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A resistência bacteriana aos antimicrobianos (RA) é um fenômeno 

biológico natural observado desde a descoberta dos antimicrobianos. Embora no 

início do século XX tenha sido um problema gerenciável com o desenvolvimento de 

novos antimicrobianos, na atualidade é considerado um problema de saúde pública 

mundial devido à emergência e disseminação da mesma em todos os continentes 

(WHO, 2014). 

A dificuldade de tratar infecções causadas por bactérias 

muiltirresistentes associada ao decréscimo no desenvolvimento de novos 

antimicrobianos reflete a magnitude do problema da RA, reconhecido pela 

Organização Mundial da Saúde (OMS) em 2014 como o principal problema de saúde 

pública do século XXI. De acordo com o relatório Review on Antimicrobial 

Resistance - Antimicrobial Resistance: Tackling a Crisis For the Health and Wealth of 

Nations, publicado em dezembro de 2014, setecentas mil mortes anuais são 

atribuídas às infecções causadas por patógenos resistentes aos antimicrobianos. No 

entanto, estimou-se neste estudo que, se a RA não for efetivamente controlada esta 

taxa poderá atingir dez milhões de mortes em 2050, superando o número de óbitos 

atribuídos ao câncer, doenças diarreicas e cardíacas (WHO, 2014, O´NEILL, 2014; 

2016). 

As infecções hospitalares (IH) são as principais causas de 

mortalidade e morbidade dos pacientes, afetando milhões de pacientes em todo o 

mundo a cada ano. Segundo a OMS, de cada cem indivíduos hospitalizados, sete 

pacientes de países desenvolvidos e dez de países em desenvolvimento adquirirão 

infecções associadas a instituições de cuidados à saúde (WHO, 2014; ZHU et al., 

2016). 

Com base nos dados publicados pelo Programa SENTRY de 

vigilância de resistência aos antimicrobianos (SENTRY Antimicrobial Surveillance 

Program), Pseudomonas aeruginosa é o terceiro patógeno mais frequentemente 

isolado no ambiente hospitalar (SADER et al., 2014). Dados do programa SCOPE 

(Surveillance and Control of Pathogens of Epidemiological Importance) relacionam P. 

aeruginosa como o quinto patógeno causador de infecções sanguíneas e a terceira 

espécie dentre os bacilos Gram negativos (BGN) causadores destas infecções 

(MARRA et al., 2011; CAMARGO et al., 2015). 
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P. aeruginosa está associada a infecções em pacientes 

imunocomprometidos, que fazem uso de dispositivos invasivos e/ou submetidos ao 

uso de antimicrobianos de amplo espectro (ZHU et al., 2016). Este microrganismo é 

o principal BGN causador de pneumonias associadas à ventilação mecânica (PAV) 

em pacientes hospitalizados (SADER et al., 2014; GUPTA et al., 2017), e está, 

também, associado a infecções em queimaduras e feridas, pneumonias 

comunitárias, bacteremias, infecções do trato urinário, foliculites, queratinites, 

endoftalmites, otites, osteomielites e meningites (OLIVER et al., 2015; FAN et al., 

2016).  

O genoma de P. aeruginosa é composto por aproximadamente 6,2 a 

7 mega pares de bases (Mpb) (NASCIMENTO et al., 2016), e apresenta genes que 

contribuem para a alta diversidade metabólica, um grande repertório de 

determinantes de virulência e um arsenal de resistência intrínseca e adquirida a 

diferentes classes de antimicrobianos (WINSOR et al., 2011; BREIDENSTEIN et al., 

2011; GELLATLY; HANCOCK, 2013; NASCIMENTO et al., 2016). A associação 

desses fatores leva a uma vasta versatilidade e adaptabilidade deste microrganismo, 

o que contribui para a patogênese e dificulta o tratamento de infecções causadas por 

isolados multirresistentes (GELLATLY; HANCOCK, 2013). 

Os carbapenêmicos são beta-lactâmicos amplamente utilizados no 

tratamento das infecções causadas por isolados multirresistentes de P. aeruginosa. 

No entanto, verifica-se um aumento crescente das taxas de resistência a estes 

fármacos com importantes mecanismos de resistência detectados nas últimas 

décadas (LIAKOPOULOS et al., 2013, HONG et al., 2015). 

A resistência aos carbapenêmicos em P. aeruginosa está 

relacionada a eventos mutacionais que resultam em perda ou modificações de 

porinas da membrana externa, com consequente impermeabilidade a estes 

fármacos, ou à hiperprodução de sistemas de efluxo. Adicionalmente, este 

microrganismo pode adquirir genes que codificam beta-lactamases inativadoras dos 

carbapenêmicos, denominadas carbapenemases (CHAVES et al., 2017; ROSTAMI 

et al., 2017; GOLLE et al., 2017). 

A produção de carbapenemases é um importante e preocupante 

mecanismo de resistência aos carbapenêmicos uma vez que estas enzimas podem 

inativar praticamente todas as classes de beta-lactâmicos disponíveis, inviabilizando 

o uso terapêutico destes fármacos no tratamento de infecções por este 
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microrganismo. Além disso, estas enzimas são codificadas por genes que podem ser 

transferidos lateralmente e estão frequentemente associadas a determinantes de 

resistência de outras classes de antimicrobianos (MELETIS et al., 2016; 

PAPAGIANNITSIS et al., 2017). 

As beta-lactamases são categorizadas em quatro classes segundo a 

classificação de Ambler (AMBLER, 1980). Dentre as serino beta-lactamases da 

classe A, variantes de GES (Guiana extended spectrum) e KPC (Klebsiella 

pneumoniae carbapenemase) apresentam atividade de carbapenemases enquanto 

OXA-40 e OXA-198 são carbapenemases da classe D detectadas em P. aeruginosa. 

As principais carbapenemases detectadas em P. aeruginosa pertencem ao grupo B 

de Ambler, denominadas metalo-beta-lactamases (MBL) e compreendem enzimas 

das famílias: IMP (Imipenemase), VIM (Verona integron-encoded metallo-beta-

lactamase), SPM (São Paulo metallo-beta-lactamase), GIM (Germany 

imipenemase), FIM (Florence imipenemase), NDM (New-Delhi metallo-beta-

lactamase) e HMB (Hamburg metallo-beta-lactamase) sendo a SPM-1 a MBL mais 

frequente no Brasil (POTRON et al., 2015; HONG et al., 2015). 

O aumento no número de isolados de P. aeruginosa produtores de 

carbapenemases muitas vezes tem levado a impossibilidade do uso de 

carbapenêmicos na terapia, gerando, por consequência, infecções praticamente 

intratáveis (MELETIS, 2016). Nestes casos, como última alternativa, tem-se 

retomado o uso das polimixinas, que apresentam nefrotoxicidade e neurotoxicidade 

(NORDMANN; POIREL, 2016). 

Além de importantes determinantes de resistência, isolados de P. 

aeruginosa apresentam diversos fatores de virulência, dos quais a produção de 

fatores secretórios (proteases, fosfolipases, citotoxinas) e a capacidade de formação 

de biofilme se destacam. Desta forma, no hospedeiro, os isolados podem aderir aos 

tecidos, promover a supressão do sistema imunológico, lesão tecidual e, 

consequente, morte celular (BALASUBRAMANIAN et al., 2013; REINHART; 

OGLESBY-SHERROUSE, 2016). 

A estrutura populacional de P. aeruginosa não é clonal, entretanto, 

grande número de infecções está relacionado a clones epidêmicos considerados 

hipervirulentos e que apresentam resistência a múltiplos antimicrobianos. Os 

principais clones epidêmicos mundiais de P. aeruginosa pertencem aos ST111, 

ST175 e ST235. O ST 235 é responsável pela disseminação de mais de cem 
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determinantes de resistência e, também, associado a um pior desfecho clínico dos 

pacientes. No Brasil, a disseminação da MBL mais frequentemente detectada, SPM-

1 está associada ao ST277 (OLIVER et al., 2015). 

Elevadas taxas de resistência aos carbapenêmicos, 43,2% para 

imipenem e 41,9% para meropenem, têm sido verificadas em isolados clínicos de P. 

aeruginosa no Hospital Universitário de Londrina (HU) nos últimos cinco anos. Estas 

taxas preocupantes ilustram bem a problemática do tratamento das infecções 

causadas por estes microrganismos no HU e explicam a necessidade da utilização 

de fármacos como as polimixinas. 

O monitoramento de isolados produtores de carbapenemases vem 

sendo realizado no HU desde o ano de 2002 quando Gales e colaboradores (2003) 

descreveram, pela primeira vez, isolados de P. aeruginosa produtores de SPM-1 

pertencentes ao clone epidêmico brasileiro SP. Desde então, pesquisas constantes 

foram desenvolvidas para detectar a presença de MBL e de outras carbapenemases 

em isolados clínicos de P. aeruginosa recuperados no laboratório de Microbiologia 

Clínica do HU.  

Em um estudo, entre os anos de 2003 e 2005, verificou-se que 

33,3% dos isolados de P. aeruginosa não sensíveis aos carbapenêmicos e/ou 

ceftazidima foram produtores de MBL, dos quais, 96,0% apresentaram o gene 

blaSPM-1 (CARRARA-MARRONI, 2009). Além disso, também foi detectada a 

emergência de blaIMP-16 em dois isolados de P. aeruginosa sensíveis ao meropenem, 

o que poderia representar um risco de disseminação silenciosa deste gene (PICÃO 

et al, 2012). 

Após um surto de infecção causada por Enterobactérias produtoras 

de KPC em 2009, passou-se a monitorar a presença do gene blaKPC em isolados de 

P. aeruginosa. Em 2010, isolados clínicos de P. aeruginosa carreadores de blaKPC-2 

e associados a infecções letais foram detectados (CARRARA-MARRONI et al, 

2015). A partir de então, fez-se necessário determinar a prevalência destes 

determinantes de resistência entre isolados clínicos de P. aruginosa do HU nos 

últimos anos e continuar com a vigilância para deteção destes ou de novos genes 

codificadores de carbapenemases entre esses isolados. 

Desta forma, a caracterização de isolados de P. aeruginosa 

produtores de determinantes de resistência aos carbapenêmicos é de grande 

importância, bem como, monitorar a presença de clones epidêmicos se faz 
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necessário. Estas informações podem auxiliar o Serviço de Controle de Infecção 

Hospitalar do HU na correta implementação de medidas de controle de infecção por 

P. aeruginosa multirresistentes e no estabelecimento seguro de protocolos de 

terapias adequadas dos antimicrobianos, visando assim a melhoria, de forma 

indireta, no tratamento médico aos pacientes. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

Caracterizar, por métodos fenotípicos e moleculares, os principais 

mecanismos de resistência aos beta-lactâmicos, quinolonas, aminoglicosídeos e 

colistina mediados por transferência lateral de genes e de fatores de virulência em 

isolados clínicos de P. aeruginosa.  

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

 Confirmar a identificação fenotípica dos isolados clínicos de P. 

aeruginosa por método molecular. 

 Estabelecer o perfil de sensibilidade aos principais 

antimicrobianos utilizados na terapia das infecções causadas por P. aeruginosa. 

 Determinar a Concentração Inibitória Mínima (CIM) aos 

carbapenêmicos (imipenem e meropenem), ceftazidima, polimixina B e colistina 

entre os isolados produtores de carbapenemases. 

 Avaliar a produção de carbapenemases entre os isolados de P. 

aeruginosa. 

 Pesquisar a presença de genes relacionados à resistência aos 

beta-lactâmicos, carbapenêmicos, quinolonas e colistina associados à transferência 

lateral de genes. 

 Pesquisar a presença de integrases. 

 Identificar o contexto genético dos genes codificadores de 

carbapenemases detectados. 

 Estabelecer a relação clonal entre os isolados produtores de 

carbapenemase. 

 Avaliar a produção de fatores de virulência por isolados 

produtores de carbapenemases. 

 Detectar genes codificadores de fatores de virulência nos 

isolados produtores de carbapenemases. 
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

3.1. Pseudomonas aeruginosa  

 

3.1.1 Características Morfo-fisiológicas Gerais 

 

O gênero Pseudomonas pertence à família Pseudomonaceae e 

inclui aproximadamente 200 espécies, das quais P. aeruginosa é a mais importante. 

P. aeruginosa é amplamente disseminada no solo, na vegetação, na matéria 

orgânica em decomposição, em ambientes aquáticos e em animais 

(KLOCKGETHER; TÜMMLER, 2017). A capacidade de persistir em diferentes 

habitats é devido a sua notável versatilidade metabólica que apresenta, em conjunto 

com seus sistemas regulatórios adaptativos e resistência intrínseca aos 

antimicrobianos (HUBER et al., 2016). O grande genoma deste microrganismo é 

composto por aproximadamente 5549 genes distribuídos em 6,2 a 7 Mpb de DNA e 

pode ter genes adicionados pela aquisição de elementos genéticos por transferência 

horizontal (YAN; WU et al., 2017; MELETIS; BAGKERI, 2014; NASCIMENTO et al., 

2016). 

P. aeruginosa é um microrganismo reto ou ligeiramente curvado 

medindo em torno de 0,5-1,0 x 1,5-5,0 µm, podendo ocorrer como bactéria isolada 

ou em cadeias curtas, entretanto, é tipicamente disposto em pares. Este 

microrganismo apresenta um flagelo polar monotríqueo (CORNELIS, 2008; 

BROOKS et al., 2014; MURRAY et al., 2017). 

O metabolismo energético ocorre pela oxidação de carboidratos, 

sendo considerado aeróbio estrito, entretanto, em condições de baixa concentração 

ou ausência de oxigênio, nitrato ou arginina podem ser utilizados como aceptores de 

elétrons. Por não ser capaz de utilizar glicose na fermentação é conhecido como um 

Bacilo Gram-Negativo Não Fermentador (BGNNF). Esta espécie é capaz de utilizar 

muitos compostos orgânicos de baixo peso molecular como fontes de carbono e 

nitrogênio e, assim, apresenta necessidades nutricionais simples, crescendo 

facilmente em muitos tipos de meios de cultura ou até mesmo em água destilada 

(CORNELIS, 2008; BROOKS et al., 2014; MURRAY et al., 2017). 

Quatro pigmentos difusíveis importantes são produzidos por P. 

aeruginosa: piocianina, pioverdina, piomelanina e piorrubina, sendo os dois 
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primeiros mais frequentemente detectados, conferindo uma coloração azulada e 

amarelo-esverdeado, respectivamente. Quando estes dois pigmentos são 

produzidos em conjunto observa-se colônias verde-metálicas. Os pigmentos 

piomelanina e piorrubina são sintetizados por aproximadamente 2,0% dos isolados e 

são responsáveis pela cor marrom/preta e vermelha das colônias, respectivamente 

(CORNELIS, 2008; BROOKS et al., 2014; MURRAY et al., 2017). 

Em meios de cultura solidificados, P. aeruginosa pode formar três 

tipos de colônias principais: a morfologia mais comum é composta por colônias 

grandes, lisas, ovaladas, com bordas planas e centro elevado, esverdeadas com 

pigmento (brilho) metálico quando geralmente são provenientes de materiais 

clínicos; colônias pequenas, rugosas e convexas são observadas em isolados 

ambientais; colônias mucoides são formadas devido à abundância de alginato (um 

polissacarídeo capsular) e são observadas em isolados provenientes do trato 

respiratório e urinário (CORNELIS, 2008; BROOKS et al., 2014; MURRAY et al., 

2017). 

Por ser mesofílico, P. aeruginosa apresenta ótimo crescimento a 

37°C, no entanto, apresenta a habilidade de crescimento à temperatura de 42°C, a 

qual é uma característica diferencial de outras espécies do grupo fluorescente 

(produtoras de pioverdina) do gênero Pseudomonas, como P. fluorescens e P. 

putida (BROOKS et al., 2014; MURRAY et al., 2017).  

A identificação fenotípica das espécies do gênero Pseudomonas é 

realizada levando-se em conta a morfologia das colônias, produção de pigmentos 

caracterísiticos, reação da oxidase positiva e testes bioquímicos utilizando um 

conjunto complexo de substratos. A necessidade de cultura pura, o tempo de 

incubação de 24-48 horas e a existência de espécies muito relacionadas dificultam a 

identificação das mesmas por meio de testes bioquímicos e sistemas automatizados 

(GHOLAMI et al., 2016, LEE et al., 2017).  

Desta forma, metodologias que não dependam do crescimento 

bacteriano são importantes ferramentas para a identificação bacteriana. O MALDI-

TOF MS (Matrix Assisted Laser Desorption-Ionization - Time of Flight Mass 

Spectrometry), que se baseia na espectrometria de massa, é cada vez mais aceito 

pela Microbiologia Clínica e está substituindo a identificação fenotípica, 

principalmente por sua acurácia e menor tempo para obtenção dos resultados 

(PASTERNAK, 2012; CHARRETIER; SCHRENZEL, 2016; LEE et al., 2017). 
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Uma identificação rápida e confiável de espécies do gênero 

Pseudomonas tem sido realizada por metodologias moleculares como a Polymerase 

Chain Reaction (PCR) convencional ou em tempo real baseados na amplificação de 

genes conservados em P. aeruginosa como os que codificam a lipoproteína OprL ou 

em regiões conservadas do 16S rDNA (JAMI AL-AHMADI; ZAHMATKESH 

ROODSARI, 2016). Atualmente, estudos do genoma total dos isolados, além de 

permitir a identificação bacteriana, fornecem informações a respeito de genes de 

resistência (TALWALKARR; MURRAY, 2016). Ferramentas rápidas de identificação 

são extremamente importantes para direcionar o tratamento, diminuir o tempo de 

hospitalização e consequentemente, diminuir a mortalidade dos pacientes infectados 

por P. aeruginosa (JAMI AL-AHMADI; ZAHMATKESH ROODSARI, 2016). 

 

3.1.2 Importância Clínica e Tipos de Infecções Causadas por P. 

aeruginosa 

 

P. aeruginosa apresenta extraordinária habilidade para se 

desenvolver em uma grande variedade de nichos ecológicos, e pode, também, 

colonizar áreas úmidas do corpo humano, como orelhas, nariz, axilas, mucosa da 

garganta e intestino. Entretanto, a prevalência de colonização em indivíduos 

saudáveis é muito baixa (RUIZ-GARBAJOSA; CANTÓN, 2017; SAFAEI et al., 2017). 

Infecções por este patógeno acometem principalmente indivíduos 

imunossuprimidos, neutropênicos, diabéticos, vítimas de queimaduras e feridas, 

pacientes com fibrose cística, prematuros, em uso de dispositivos invasivos e/ou 

submetidos ao uso de terapia antimicrobiana de amplo espectro (SHI et al., 2013; 

GELLATLY; HANCOCK, 2013; JAPONI et al., 2014; ANVARINEJAD et al., 2015; 

CORREA et al., 2015; SERRA et al., 2015; ARIVETT et al., 2016; ZHU et al., 2016; 

KARIMINIK et al., 2017; DE SILVA et al., 2017). 

Uma grande variedade de infecções pode ser causada por este 

microrganismo como: pneumonia, bacteremia, infecções do trato urinário, 

meningites, otites, osteomielites, infecções cutâneas e de tecidos moles 

(THOMSON; BONOMO, 2005; POLOTTO et al., 2012; JAPONI et al., 2014; 

POBIEGA et al., 2015, GELLATLY; HANCOCK, 2013; ANVARINEJAD et al., 2015; 

OLIVER et al., 2015; CORREA et al., 2015; KARIMINIK et al., 2017). 
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Segundo Sader e colaboradores (2014), P. aeruginosa é o terceiro 

patógeno mais frequentemente isolado no ambiente hospitalar nos Estados Unidos 

(EUA) e na Europa. Em geral, estas infecções resultam em período prolongado de 

hospitalização, altos custos (€7,0 bilhões na Europa, US$6,5 bilhões nos EUA e 

valores maiores nos países em desenvolvimento) e geralmente estão associadas a 

altos índices de morbidade e mortalidade (ZIMLICHMAN 2013; OLIVER et al., 2015; 

CAI et al., 2017; CHEN et al., 2017). Nos EUA, estima-se que infecções por P. 

aeruginosa sejam responsáveis por 51 mil mortes por ano (CDC, 2016). 

De acordo com levantamento realizado em hospitais europeus, do 

total de infecções associadas à assistência a saúde, 9,0% foram causadas por P. 

aeruginosa. Alta prevalência de infecções hospitalares causadas por esta bactéria 

também foi observada na China (9,4%), EUA (7,1%) e Espanha (10,5%) (MAGILL et 

al., 2014; 2016; CHEN et al., 2016; EPINE-EPPS, 2016; ECDC, 2017). As taxas de 

infecção aumentam de 10,5% para 23,0% quando avaliada em unidades de 

tratamento intensivo (UTI), sendo considerado um dos cinco agentes etiológicos 

mais frequentes nestas unidades (MAGILL et al., 2014; ECDC, 2016; MARAOLO et 

al., 2017). Além disso, P. aeruginosa é um dos patógenos hospitalares mais comuns 

que colonizam e infectam pacientes internados nas UTI, centros de tratamento de 

queimados e centros de tratamento de fibrose cística (FAN et al., 2016). 

P. aeruginosa é um dos principais agentes etiológicos de infecções 

respiratórias; pneumonias, associadas ou não à ventilação mecânica, são as 

infecções mais comuns, apresentando maior prevalência nas UTI em diferentes 

regiões do mundo (JEVŠNIK et al., 2012; SADER et al., 2014; LUCENA et al., 2014; 

ENVIN-UCI 2016; ECDC, 2017; DJORDJEVIC et al., 2017; CAI et al., 2017; GUPTA 

et al., 2017; FENG et al., 2017). A prevalência de P. aeruginosa nestas infecções 

pode variar de acordo com os estudos e/ou instituições. Em vários hospitais 

europeus, este foi o patógeno mais frequentemente isolado em episódios de 

pneumonias adquiridas em UTI, sendo que, na Espanha, P. aeruginosa representa 

quase 21,0% dos episódios de pneumonias associadas à ventilação mecânica (PAV) 

(ENVIN-UCI 2016; ECDC, 2017). Já na Sérvia e Singapura esta bactéria figura como 

segundo agente mais frequente dessas infecções (CAI et al., 2017; DJORDJEVIC et 

al., 2017). Entretanto, outros estudos também reportam P. aeruginosa como principal 

bacilo Gram negativo (BGN) causador de PAV em pacientes hospitalizados, 

inclusive no Brasil (SADER et al., 2014; LUCENA et al., 2014; GUPTA et al., 2017). 
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P. aeruginosa possui significante papel em infecções urinárias 

comunitárias e hospitalares que frequentemente estão associadas ao uso de 

cateteres ou sondas (POBIEGA et al., 2014, LUCENA et al., 2014). Estas infecções 

podem levar a complicações, como permanente dano do rim e sepse de foco urinário 

(POBIEGA et al., 2016). P. aeruginosa tem sido o segundo BGN mais isolado neste 

tipo de infecção no continente europeu e asiático (ECDC, 2017; CHEN et al., 2017, 

CAI et al., 2017). Estudos realizados no Brasil também ressaltam a alta prevalência 

de infecções urinárias causadas por isolados de P. aeruginosa (LUCENA et al., 

2014; ALBUQUERQUE et al., 2014; PRESTES-CARNEIRO et al., 2015; FOLGORI 

et al., 2016). 

Elevadas taxas de mortalidade (variando de 20,0 a 38,0%) atribuídas 

às infecções sanguíneas hospitalares causadas por P. aeruginosa tem sido 

reportadas (SUÁREZ et al., 2010; VUOTTO et al., 2013; FOLGORI et al., 2016). Em 

UTI de hospitais europeus e asiáticos, P. aeruginosa foi o terceiro BGN mais isolado 

de bacteremias (ECDC, 2017; CAI et al., 2017). De acordo com os dados do 

programa SCOPE, no Brasil P. aeruginosa é o quinto maior patógeno causador de 

infecções sanguíneas, sendo a terceira principal espécie dentre os BGN (MARRA et 

al., 2011; CAMARGO et al., 2015). Segundo trabalho realizado com crianças com 

câncer no Brasil, P. aeruginosa configurou como o principal BGN responsável por 

bacteremias, sendo menos prevalente apenas em relação à Staphylococcus 

coagulase-negativo e Staphylococcus aureus (CARLESSE et al., 2016). 

P. aeruginosa é um importante microrganismo envolvido com 

infecções em pacientes queimados, muitas vezes considerado o BGN mais 

frequentemente isolado (RADAN et al., 2016; DE ALMEIDA SILVA et al., 2017; 

KHOSRAVI et al., 2017). Estas infecções muitas vezes se desenvolvem rapidamente 

e levam à disseminação sistêmica e à morte em dias ou semanas (TURNER et al., 

2014). 

Este microrganismo também é um importante patógeno em 

pacientes portadores de fibrose cística: aproximadamente 80,0% dos pacientes 

portadores desta patologia são infectados por P. aeruginosa no início da idade 

adulta e a maioria deles sucumbe à infecção (PIER et al., 1985; STEFANI et al., 

2017). Esta bactéria também é importante agente de infecções em sítios cirúrgicos 

(CAI et al., 2017) e queratinite infecciosa, neste último caso sendo uma das 
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principais causas de deficiência visual e cegueira, muitas vezes afetando 

populações marginalizadas (AUSTIN et al., 2017). 

 

3.2. RESISTÊNCIA AOS ANTIMICROBIANOS EM P. aeruginosa 

 

3.2.1 Definições Relacionadas à Resistência 

 

P. aeruginosa é dividida em diferentes fenótipos baseados no 

padrão de resistência aos antimicrobianos. Desta forma, na literatura médica são 

encontradas muitas definições diferentes para descrever os padrões de resistência 

em isolados responsáveis por infecções associadas à assistência a saúde. Os 

termos mais comumente descritos são: bactérias multirresistentes, extensivamente-

resistentes e pan-resistentes (MAGIORAKOS et al., 2012). 

Diante desta diversidade, pesquisadores do European Centre for 

Disease Prevention and Control (ECDC) e do Centers for Disease Control and 

Prevention (CDC) participaram de três grandes encontros, entre os anos de 2008 a 

2010, a fim de discutir estes perfis de resistência e as definições utilizadas. Esta 

iniciativa possibilitou o estabelecimento de um documento internacional para a 

padronização da terminologia relacionada aos perfis de resistência de diversas 

espécies comumente encontradas no ambiente hospitalar como S. aureus, 

Enterococcus spp., Enterobacteriaceae, P. aeruginosa e Acinetobacter baumannii 

(MAGIORAKOS et al., 2012).  

Neste documento, para cada microrganismo, foi estabelecida uma 

lista de antimicrobianos para serem utilizados nos testes de sensibilidade e 

interpretados segundo os critérios vigentes do Clinical and Laboratory Standards 

Institute (CLSI), European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing 

(EUCAST) e United States Food and Drug Administration (FDA) (MAGIORAKOS et 

al., 2012). 

Para avaliação da resistência em P. aeruginosa foram elencados 

dezessete antimicrobianos pertencentes a oito diferentes classes de antimicrobianos 

(Tabela 1). Segundo esta padronização, um isolado de P. aeruginosa é definido 

como multirresistente (MR) aos antimicrobianos quando não apresentar 

sensibilidade a pelo menos um agente em três ou mais categorias de 

antimicrobianos. Isolados não sensíveis a pelo menos um agente em todas as 
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categorias de antimicrobianos com exceção de duas classes, ou seja, se os isolados 

bacterianos permanecerem sensíveis a uma ou duas categorias estes serão 

considerados extensivamente resistentes aos antimicrobianos (ER). Pan-resistência 

(PR) aos antimicrobianos foi definida como não sensibilidade a todos os agentes 

antimicrobianos, em todas as classes (MAGIORAKOS et al., 2012). 

 

Tabela 1: Classes e agentes antimicrobianos usados para definir Pseudomonas 

aeruginosa MR, ER e PR segundo os critérios propostos por MAGIORAKOS et al., 

2012. 

Classe de Antimicrobianos Agente antimicrobiano 

Aminoglicosídeos Gentamicina 

 Tobramicina 

 Amicacina 

 Netilmicina 

Carbapenêmicos Imipenem 

 Meropenem 

 Doripenem 

Cefalosporinas Ceftazima 

 Cefepime 

Fluoroquinolonas Ciprofloxacin 

 Levofloxacin 

Penicilina + inibidor de beta-lactamase Ticarcilina + ácido clavulânico 

 Piperacilina + tazobactam 

Monobactâmico Aztreonam 

Ácido fosfônico Fosfomicina 

Polimixinas Colistina 

 Polimixina B 

Critérios para definir P. aeruginosa MR, ER e PR: MR: não sensível a ≥ 1 

antimicrobiano em ≥ 3 classes; ER: não sensível a ≥ 1 antimicrobiano em todas as 

classes, exceto 2; PR: não sensível a todos os antimicrobianos listados. 
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3.2.2 Impacto Clínico da Resistência aos Antimicrobianos 

 

A resistência instrínseca e a notável capacidade de P. aeruginosa 

em adquirir genes que codificam resistência são responsáveis pela múltipla 

resistência a diferentes classes de antimicrobianos como consequência da forte 

pressão que seleciona fenótipos adaptados a condições específicas do hospedeiro e 

do ambiente hospitalar (CIOFU et al., 2015; RADAN et al., 2016; RUIZ-

GARBAJOSA; CANTÓN, 2017; KAISER et al., 2017; WALKTY et al., 2017). 

O aumento da prevalência de infecções hospitalares por P. 

aeruginosa MR e ER é um problema mundial e compromete severamente o 

tratamento das mesmas, conduzindo a desfechos clínicos adversos incluindo o 

aumento da mortalidade dos pacientes (PEÑA et al., 2013; PEREIRA et al., 2015). 

Sabe-se que as taxas de resistência de P. aeruginosa variam entre 

regiões geográficas e até mesmo entre instituições da mesma região. Em estudo de 

vigilância de hospitais europeus, os perfis MR e ER foram detectados em 15,0% e 

5,0% dos isolados, respectivamente (YUSUF et al., 2017). Entretanto, em um 

hospital português observou-se taxa superior de isolados MR (39,9%) e menor de 

isolados ER (2,9%) (PEREIRA et al., 2015). Assim, importantes variações têm sido 

descritas nos diferentes países europeus, com maiores taxas de resistência no sul e 

países do leste em comparação com países do norte europeu (ECDC, 2017). 

Dados atuais de vigilância de hospitais canadenses relataram que 

14,5% e 2,6% dos isolados de P. aeruginosa foram considerados MR e ER, 

respectivamente. A maioria dos isolados (>75,0%) apresentou sensibilidade a 

colistina, amicacina, piperacilina-tazobactam, ceftazidima, gentamicina, meropenem 

e ciprofloxacin (WALKTY et al., 2017). Segundo Walkty e colaboradores (2017), no 

Canadá, a resistência aos antimicrobianos tem se mantido estável ou tem sido 

observada uma leve queda nas taxas de resistência dos isolados clínicos de P. 

aeruginosa. Nos hospitais americanos, ao avaliar isolados recuperados entre 2012 a 

2015, foi observada uma frequência de isolados MR entre 13,0 a 15,4% e ER 9,4%. 

Apesar das variações locais, estes valores estão aumentando consideravelmente 

nos EUA (CDC, 2016; SADER et al., 2017). 

Aproximadamente 27,0% de P. aeruginosa isoladas na América 

Latina são MR (VEGA; DOWZICHY, 2017). Especificamente em pacientes com 

bacteremias foi observada uma prevalência de 42,7% e 22,3% de isolados MR e ER, 
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respectivamente (DANTAS et al., 2017). Notadamente, nesta região foram 

observadas maiores taxas de resistência em relação aos demais continentes, 

inclusive em relação aos isolados recuperados nos EUA (FEHLBERG et al., 2012; 

GALES et al., 2012).  

Os carbapenêmicos são os antimicrobianos mais comumente 

utilizados no tratamento de infecções graves por P. aeruginosa. No entanto, a 

disseminação da resistência a estes fármacos compromete sua eficácia e, 

consequentemente, associa-se ao aumento das taxas de mortalidade (LIU et al., 

2015). Isolados clínicos de P. aeruginosa são mais resistentes aos carbapenêmicos 

do que Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae (IRONMONGER et al., 2015) e 

estas taxas têm sido ainda maiores nos isolados recuperados de pacientes 

hospitalizados nas UTI (taxas de resistência entre 18,9-20,9% em não-UTI e de 

28,4-33,0% nas UTI) (SADER et al., 2014). 

Em um estudo realizado com mais de oito mil amostras provenientes 

de 40 países de diferentes regiões geográficas (Ásia-Pacífico, Europa, América 

Latina, América do Norte e Oriente Médio) verificou-se que 27,7% dos isolados de P. 

aeruginosa foram resistentes ao meropenem (KAZMIERCZAK et al., 2015). Uma 

meta análise avaliou 17 estudos, publicados entre 1996 e 2014, incluiu 6660 

pacientes atendidos em hospitais de países de diferentes continentes, como 

Eslováquia, Estados Unidos, Coreia, Espanha, Índia, Brasil e China. As taxas de 

resistência aos carbapenêmicos em P. aeruginosa variaram entre 8,7% (USA) a 

50,4% (Coreia). Além disso, verificou-se que houve uma tendência global de 

aumento da resistência ao longo do tempo e que a distribuição se alterou entre as 

diversas regiões (LIU et al., 2015). 

As taxas de resistência aos carbapenêmicos em P. aeruginosa são 

maiores em hospitais europeus do que em hospitais americanos (SADER et al., 

2014). Na Europa, a resistência aos carbapenêmicos chega a 33,7% e os valores 

aumentam durante o período de hospitalização (YUSUF et al., 2017). Taxas 

similares foram descritas no Marrocos (36,8% para imipenem e 27,9% para 

meropenem) e na China (25% para imipenem e 20,7% para meropenem (MAROUI 

et al., 2016; FENG et al., 2017). Na Lituânia esses valores aumentam 

significativamente, onde são encontradas taxas de resistência de 97,3% e 83,6% 

para imipenem e meropenem, respectivamente (MIKUCIONYTE et al., 2016). 

Entretanto, diferentemente da maioria dos países, no Japão, as taxas de resistência 
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aos carbapenêmicos tem se mantido estáveis em torno de 22,0% e 18,9% para 

imipenem e meropenem, respectivamente (YANAGIHARA et al., 2017).  

Em relação à América Latina, reportou-se, em média, 27,6% e 

34,7% de isolados de P. aeruginosa resistentes ao imipenem e meropenem, 

respectivamente. Além disso, observou-se taxas de resistência ao meropenem na 

Argentina (53,8%), Brasil (46,7%), Chile (33,3%) e México (28,8%) (GALES et al., 

2012). Mais recentemente, nesta mesma região, foram observadas elevadas taxas 

de resistência ao meropenem (36,9%) e esses valores foram ainda maiores em 

isolados MR (90,0%) (VEGA; DOWZIKHY, 2017). Outro estudo relatou que 24,9% 

dos isolados foram resistentes aos carbapenêmicos e essas taxas aumentam ainda 

mais quando avaliadas amostras de UTI (KARLOWSKY et al., 2017). No Brasil há 

relatos de taxas de resistência aos carbapenêmicos entre 22,9% e 45,8% (TUON et 

al., 2012; DANTAS et al., 2014; COSTA et al., 2015; DE ALMEIDA SILVA et al., 

2017) 

 

3.2.3 Mecanismos de Resistência aos Antimicrobianos em P. 

aeruginosa 

 

A combinação de vários mecanismos de resistência permite que P. 

aeruginosa prolifere em ambientes hospitalares mesmo diante de grande pressão 

seletiva devido ao uso de antimicrobianos. A multirresistência aos antimicrobianos 

em P. aeruginosa geralmente ocorre por meio da combinação de mecanismos que 

atuam sinergicamente: resistência intrínseca aos agentes antimicrobianos, somada à 

expressão de um vasto repertório de mecanismos de resistência adquiridos entre 

microrganismos intra ou interespécies (EL ZOWALATY et al., 2015; CAG et al., 

2016; DANTAS et al., 2017).  

P. aeruginosa é intrinsicamente resistente a diversos 

antimicrobianos, incluindo as cefalosporinas de primeira e segunda geração, 

macrolídeos, tetraciclinas, sulfametoxazol-trimetroprim, cloranfenicol, rifampicina e 

tigeciclina. Esta resistência é atribuída à baixa permeabilidade da sua membrana 

externa juntamente com mecanismos de resistência secundários como expressão de 

sistemas de efluxo e produção de beta-lactamases, cujos genes localizam-se no 

cromossomo bacteriano (EL ZOWALATY et al., 2015; GANG; JIE, 2016; SANTAJIT; 

INDRAWATTANA, 2016; CAG et al., 2016; XIA et al., 2016). 



 

 
34 

3.2.3.1 Alterações na permeabilidade da membrana 

 

P. aeruginosa, como uma bactéria Gram-negativa, apresenta uma 

membrana citoplasmática constituída por bicamada fosfolipídica e uma membrana 

externa assimétrica. Esta última apresenta uma face interna composta por 

fosfolipídeos e face externa por lipossacarídeos (LPS), além de numerosas 

proteínas, incluindo lipoproteínas e canais hidrofílicos (porinas) (REMANS et al. 

2010, LEE et al., 2017).  

A membrana externa atua como uma barreira semipermeável, a qual 

diminui a importação de substratos, inclusive de antibióticos. Entretanto, para sua 

sobrevivência, este microrganismo precisa permitir a importação de nutrientes 

(açúcares, aminoácidos) pela membrana externa, e para esta finalidade possui um 

sistema de canais proteicos preenchidos por água denominado porina (CHEVALIER 

et al., 2017). 

Alguns antimicrobianos hidrofílicos, como beta-lactâmicos, 

aminoglicosídeos e fluoroquinolonas atravessam a membrana externa utilizando as 

porinas. Desta forma, modificações e/ou deficiência de porinas são associadas à 

diminuição da entrada destes agentes e, consequentemente, responsáveis pelo 

aumento da resistência antimicrobiana em P. aeruginosa (EL ZOWALATY et al., 

2015; XIA et al., 2016; GEISINGER; ISBERG, 2017). 

Atualmente, em P. aeruginosa, são descritas as porinas OprG, 

OprH, OprF, OprP, OprO, OprB2, OprD (OccD1), OpdC (OccD2), OpdT (OccD4), 

OprQ (OccD6), OpdF (OccK2) e OprE (OccK8), que apresentam massa molecular 

entre 21,6 a 53,0 kDa (CHEVALIER et al., 2017). 

A porina mais abudante em P. aeruginosa é a OprF, a qual está 

fortemente envolvida na integridade da parede celular, principalmente por meio da 

interação com o peptideoglicano e outras proteínas da membrana externa como 

OprL e OprI. Embora seu papel na difusão de nutrientes ainda esteja em discussão, 

esta porina está associada à virulência deste patógeno, principalmente relacionada à 

adesão e reconhecimento de células do hospedeiro (HEMAMALINI; SHARE, 2014; 

CHEVALIER et al., 2017). Além disso, a ausência de OprF resulta em adesão 

prejudicada às células animais, secreção de citotoxinas T e S e produção de fatores 

de virulência regulados por quorum sensing como piocianina, elastase e exotoxina A 

(FITO-BONCOMPTE et al., 2011; CHEVALIER et al., 2017). 
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A OprD, a segunda proteína mais abundante na membrana externa 

de P. aeruginosa, é bastante estudada pelo seu envolvimento na entrada dos 

carbapenêmicos (e não de outros beta-lactâmicos), principalmente ao imipenem. A 

resistência mediada pela porina OprD pode resultar da diminuição da transcrição do 

gene oprD e/ou mutações que produzem porinas modificadas, conferindo resistência 

principalmente ao imipenem (SHEN et al., 2015; CAI et al., 2016; CHALHOUB et al., 

2016; HIRABAYASHI et al., 2017). 

A OprH é a menor porina descrita em P. aeruginosa, e está 

intimamente relacionada à estabilidade da membrana externa pela interação direta 

com o LPS. O gene codificador desta porina (oprH) forma um operon com phoP-

phoQ, um sistema de dois componentes que é induzido quando ocorre restrição de 

íons magnésio, ocasionando alterações do LPS e levando resistência às polimixinas. 

Desta forma, supõe-se que esta porina se associaria ao LPS para fortalecer e 

estabilizar a membrana externa (OLAITAN et al., 2014; LEE et al., 2017). 

 

3.2.3.2 Hiperprodução dos sistemas de efluxo 

 

A deficiência de porinas é um obstáculo efetivo para a entrada de 

antimicrobianos na célula, entretanto, baixas concentrações intracelulares dos 

agentes antimicrobianos também podem ser obtidas por meio da extrusão ativa 

destes fármacos por meio dos sistemas de efluxo (XIA et al., 2016). 

Embora os sistemas de efluxo possam ser específicos a um 

substrato, também podem transportar diversos substratos incluindo agentes 

antimicrobianos, detergentes, biocidas, corantes, sais biliares, ácidos graxos. Assim, 

estes sistemas são considerados como principal mecanismo responsável pela 

multirresistência aos antimicrobianos (POOLE, 2000; PIDDOCK 2006; NIKAIDO; 

PAGES, 2012; SANTAJIT; INDRAWATTANA, 2016; CAG et al., 2016). 

Os sistemas de efluxo responsáveis pela extrusão de apenas uma 

única classe de antibióticos, geralmente são codificados por transposons e 

plasmídeos transmissíveis. Entretanto, aqueles relacionados com a extrusão de 

antimicrobianos com diferentes mecanismos de ação geralmente são codificados no 

cromossomo bacteriano (EL ZOWALATY et al., 2015; PUZARI; CHETIA, 2017). 

Cinco superfamílias de sistemas de efluxo podem estar presentes no 

envelope celular: ABC (ATP-Binding Cassette), SMR (Small Multidrug Resistance), 



 

 
36 

MFS (Major Facilitator Superfamily), RND (Resistance-Nodulation-Division) e MATE 

(Multidrug and Toxic Compound Extrusion) (SAIER et al., 1998; VAN BAMBEKE et 

al., 2000; SUN et al., 2014; XIA et al., 2016). Destas, a família RND é a que 

apresenta especificidade a um maior número de substratos, desempenhando um 

papel chave para o desenvolvimento do fenótipo de multirresistência (PUZARI; 

CHETIA, 2017). 

O sistema de efluxo da família RND é tripartido, sendo uma estrutura 

que forma um canal que atravessa desde a membrana celular até a membrana 

externa da bactéria. O primeiro componente, uma proteína dependente de energia, é 

o transportador (bomba) localizado na membrana citoplasmática (MexB, MexD, 

MexF, MexY), o segundo é uma proteína de membrana externa (porina) (OprM, 

OprJ, OprN, OpmB, OmpG, OmpI) e o terceiro componente é uma proteína 

localizada no espaço periplasmático que conecta os dois componentes (MexA, 

MexC, MexE, MexY). Estudos revelam que os transportadores capturam substratos 

tanto da membrana citoplasmática quanto do espaço periplasmático (PAGÈS; 

AMARAL 2009; NIKAIDO; PAGÈS 2012; FERNANDO; KUMAR 2013; PHAN et al., 

2015; PUZARI; CHETIA, 2017). 

P. aeruginosa apresenta de 10 a 12 sistemas de efluxo da família 

RND, os quais são regulados independentemente e compartilham substratos, 

principalmente as fluoroquinolonas (POOLE 2000; FERNANDO; KUMAR, 2013; EL 

ZOWALATY ET AL., 2015). Destes, os sistemas MexAB-OprM, MexCD-OprJ, 

MexEF-OprN e MexXY-OprM contribuem fortemente na redução da sensibilidade 

aos antimicrobianos (MINE et al 1999; LOMOVSKAYA et al. 2001; POOLE, 2001; 

AESCHLIMANN, 2003; SCHWEIZER, 2003; MOREIRA et al. 2004; NIKAIDO; 

PAGÈS, 2012; SANTAJIT; INDRAWATTANA, 2016; PHAN et al., 2015; GEISINGER; 

ISBERG, 2017). 

O sistema MexAB-OprM é altamente conservado em isolados 

clínicos de P. aeruginosa indicando seu papel na resistência intrínseca bacteriana. 

Este sistema é responsável pela extrusão de diversos substratos como beta-

lactâmicos, fluoroquinolonas, cloranfenicol, tetraciclina, novobiocina, trimetropin, 

sulfonamidas, macrolídeos, brometo de etídeo, acriflavina, cristal violeta, SDS, 

hidrocarbonetos aromáticos, homo-serina lactona, cerulenina, tiolactomicina, 

triclosan (FERNANDO; KUMAR, 2013; EL ZOWALATY et al., 2015; GOLI et al., 

2017) Além disso, este sistema é considerado essencial para a sobrevivência, 
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colonização e virulência de P. aeruginosa (EL ZOWALATY et al., 2015; GOLI et al., 

2017).  

O sistema MexCD-OprJ em P. aeruginosa é responsável pela 

extrusão de cefalosporinas de quarta-geração, fluoroquinolonas, cloranfenicol, 

tetraciclina, novobiocina, trimetropin, macrolídeos, cristal violeta, brometo de etídeo, 

lincomicina, acriflavina, SDS, hidrocarbonetos aromáticos, triclosan e tetraciclinas 

(EL ZOWALATY et al., 2015; GOLI et al., 2017). Além disso, o sistema MexEF-OprN 

aumenta a resistência ao cloranfenicol, quinolonas, trimetropim triclosan e imipenem 

enquanto que o sistema MexXY-OprM tem como substratos as fluoroquinolonas, 

aminoglicosídeos, tetraciclina e eritromicina (EL ZOWALATY et al., 2015; GOLI et 

al., 2017). 

 

3.2.3.3 Alteração ou modificação do alvo 

 

P. aeruginosa apresenta a capacidade de substituir ou modificar 

moléculas alvo evitando o reconhecimento dos agentes antimicrobianos a fim de 

evitar os efeitos nocivos destes fármacos. Alterações do alvo são mais 

frequentemente responsáveis pela resistência às fluoroquinolonas, entretanto, a 

ação de 16S rRNA metilases e alteração de proteínas ligadoras de penicilina (PBPs) 

estão associados a resistência aos aminoglicosídeos e beta-lactâmicos, 

respectivamente (EL ZOWALATY et al., 2015; CAG et al., 2016; SANTAJIT; 

INDRAWATTANA, 2016). Estas mudanças de alvo podem consistir em mutações 

pontuais nos genes que codificam a estrutura alvo, alterações enzimáticas do local 

de ligação (por exemplo, adição de grupos metil) e/ou substituição do alvo original 

(MUNITA; ARIAS, 2016). 

 

3.2.3.3.1 Alterações de PBPs 

 

As PBPs são um grupo de enzimas periplasmáticas que funcionam 

como transpeptidases, carboxipeptidases ou endopeptidases durante a síntese da 

parede celular bacteriana, desta forma, são responsáveis pela polimerização, ligação 

cruzada e modificação do peptideoglicano bacteriano. Estas proteínas são 

classificadas de acordo com sua estrutura molecular e são divididas em 2 grupos: i) 

PBPs de alta massa molecular (classe A e B) que funcionam como transpeptidades 
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e são muitas vezes essenciais; ii) PBPs de baixa massa molecular (classe C) que 

geralmente funcionam como carboxipeptidases e endopeptidases e sua ausência 

não acarreta em perda da viabilidade celular ou crescimento bacteriano (ROPY et 

al., 2015; CHEN et al., 2016). 

Sabe-se que os beta-lactâmicos se ligam às PBPs impedindo sua 

ação na síntese do peptideoglicano. Desta forma, alterações em PBPs dificultam a 

ligação do beta-lactâmico ao sítio ativo da enzima, consequentemente, continuam 

promovendo a síntese da parede mesmo na presença do antimicrobiano (SMITH et 

al., 2013).  

Segundo Ropy e colaboradores (2015) a PBP5 é a PBP mais 

expressa em P. aeruginosa, sendo considerada a principal carboxipeptidase, e 

quando ausente, sua ação é compensada pelas PBP4 e PBP7, as quais apresentam 

atividade de endopeptidase. A estrutura cristalizada da PBP5 mostra que esta 

proteína apresenta atividade de beta-lactamase, implicando também na resistência 

aos antimicrobianos (SMITH et al., 2013). Além disso, Chen e colaboradores (2016) 

relataram que a PBP3 é aparentemente a única PBP essencial para o crescimento 

de P. aeruginosa e que a sua deleção resultou em alterações nas concentrações 

inibitórias mínimas (CIMs), aumentando a sensibilidade aos beta-lactâmicos 

cefepime e ceftazidima. 

 

3.2.3.4 Produção de enzimas hidrolisadoras 

 

Outro importante mecanismo de resistência aos antimicrobianos é a 

produção de enzimas que, irreversivelmente, modificam e inativam os 

antimicrobianos, como as beta-lactamases e as enzimas modificadoras de 

aminoglicosídeos (EL ZOWALATY et al., 2015; CAG et al., 2016; SANTAJIT; 

INDRAWATTANA, 2016). 

 

3.2.4 Resistência Aos Beta-lactâmicos e Produção de Beta-

lactamases 

 

A resistência aos beta-lactâmicos é multifatorial e envolve perda de 

porinas, hiperexpressão de sistemas de efluxo, alterações de estruturas alvo (PBPs), 

bem como produção de enzimas inativadoras (beta-lactamases). Destes, a produção 
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de beta-lactamases é o principal mecanismo envolvido na resistência aos beta-

lactâmicos, uma vez que se ligam ao anel beta-lactâmico do antimicrobiano, 

hidrolisando-o, e tornando o fármaco inativo. Em BGNs, as beta-lactamases 

concentram-se no espaço periplasmático, onde degradam estes antimicrobianos, 

antes que se liguem às PBPs (BĂLĂŞOIU et al., 2014; CASTANHEIRA et al., 2014; 

BOYLE; ZEMBOWER, 2015). 

Segundo a classificação proposta por Ambler (1980) as beta-

lactamases foram agrupadas em quatro classes (classe A, B, C e D) de acordo com 

sua estrutura proteica primária (Figura 1). As beta-lactamases das classes A, C e D 

atuam por um mecanismo serino-dependente, ou seja, necessitam de um 

aminoácido serina em seu sítio ativo enquanto as beta-lactamases da classe B 

utilizam o íon zinco (Zn2+) como cofator para sua atividade catalítica (BĂLĂŞOIU et 

al., 2014). 

Outro sistema de classificação destas enzimas foi proposto por Bush 

em 1995 e atualizado em 2010. Este esquema leva em consideração os substratos 

preferenciais e inibidores de beta-lactamases na tentativa de agrupá-las de maneira 

que possam ser correlacionadas com seu fenótipo em isolados clínicos. Entretanto, 

os principais grupos geralmente se correlacionam com a classificação molecular de 

Ambler (Figura 1) (BUSH; JACOBY, 2010). 

De acordo com a Figura 1, primeiramente as beta-lactamases 

podem ser distinguidas pelo íon/aminoácido presente no sítio ativo da enzima: Zn2+ 

nas metalo-beta-lactamases e o aminoácido serina nas serino-beta-lactamases. 

Estas enzimas também podem ser divididas em quatro classes moleculares de 

acordo com a estrutura proteica primária, segundo a classificação de Ambler. Uma 

terceira classificação, proposta por Bush-Jacoby é conhecida por classificação 

funcional (grupos e subgrupos funcionais) que se baseia nos antimicrobianos 

preferencialmente degradados por estas beta-lactamases e pelas substâncias 

capazes de inibí-las. 
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Figura 1: Características molecular e funcional dos principais grupos de beta-

lactamases (Adaptação de Bush, 2013). Cf: cefalosporinas; Esc: cefalosporinas de 

espectro estendido; Pn: penicilinas; M: monobactâmico; Cb: carbapenêmicos; CA: 

ácido clavulânico; EDTA: ácido etilenodiamino tetra-acético. 

 
Baseado na especificidade do substrato, quatro principais grupos de 

beta-lactamases podem ser identificadas: penicilinases, beta-lactamases de 

espectro estendido (Extended spectrum beta-lactamases - ESBLs), beta-lactamase 

cromossomal (AmpC) e carbapenemases (BĂLĂŞOIU et al., 2014; ROOD; LI, 2017).  

a) Penicilinases: conferem resistência as carboxipenicilinas, 

ureidopenicilinas, cefoperazona. Ceftazidima, cepefime, imipenem e inibidores de 

beta-lactamases não são inativadas por estas enzimas. 

b) ESBLs: maior e mais prevalente grupo de beta-lactamases, 

estas enzimas podem hidrolisar as cefalosporinas de espectro estendido 

(cefotaxima, ceftriaxona, ceftazidima), cefepime e aztreonam, apenas não hidrolisam 

as cefamicinas e carbapenêmicos. São inibidas pelo ácido clavulânico, tazobactam e 

sulbactam. Estas enzimas pertencem às classes A e D de Ambler 

c) AmpC: são cefalosporinases constitutivas ou induzíveis, 

pertencentes à classe C de Ambler, que hidrolisam as penicilinas, cefalosporinas de 

1ª, 2ª e 3ª geração (mas não de 4ª geração) e aztreonam. Estas enzimas não são 

inibidas pelo ácido clavulânico, tazobactam e sulbactam. 
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d) Carbapenemases: 

- Classe A de Ambler: hidrolisam as penicilinas (exceto temocilina), 

cefalosporinas de 3ª geração (ceftazidima, cefamandole, cefoperazona) e 

metoxicefalosporinas (cefamicinas) e carbapenêmicos. Estas enzimas não são 

inibidas por EDTA, mas podem ser inibidas por inibidores de beta-lactamase como 

ácido clavulânico, sulbactam ou tazobactam. 

- Classe B de Ambler: conferem resistência a todos os beta-

lactâmicos, exceto ao aztreonam. 

- Classe D de Ambler: apresentam a capacidade de hidrolisar os 

carbapenêmicos, contudo, não apresentam atividade sobre o aztreonam e 

cefalosporinas de 3ª e 4ª geração. 

Além disso, a associação na produção de beta-lactamases pode 

levar ao aumento de hidrólise dos antimicrobianos, por exemplo, cefalosporinas de 

2ª geração não são hidrolisadas por ESBLs, mas são hidrolisadas pela associação 

ESBL/AmpC (ROPY et al., 2015). 

 

3.2.4.1 Beta-lactamases da Classe A de Ambler 

 

Em P. aeruginosa, as beta-lactamases da classe A ou grupo 2 

incluem as serino-beta-lactamases, das quais os subgrupos funcionais 2b e 2c, 2be 

e 2f são conhecidas como beta-lactamases de espectro limitado (LSBLs), beta-

lactamases de espectro ampliado/estendido (ESBLs) e serino carbapenemases, 

respectivamente. 

As LSBLs são enzimas que conferem resistência às penicilinas, 

carbenicilinas e cefalosporinas de 1ª e 2ª geração e são inibidas por inibidores de 

serino-beta-lactamases (ácido clavulânico e tazobactam). Em P. aeruginosa as 

LSBLs mais frequentemente detectadas são TEM-1 (Temoniera beta-lactamase), 

TEM-2, TEM-90, TEM-110, SHV-1 (Sulfhydryl-variable beta-lactamase). Além disso, 

PSE-1 (Pseudomonas specific enzyme), PSE-4, CARB-3 (Carbenicillin resistance), 

CARB-4 e AER-1 (Aeromonas) já foram relatadas (PHILLIPPON et al., 2016). 

Inicialmente, as ESBLs eram variantes do grupo 2b (TEM e SHV) 

que adquiriram a capacidade de hidrolisar cefotaxima ou ceftazidima devido a 

mutações pontuais. Contudo, atualmente, as ESBLs incluem não apenas variantes 
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das famílias TEM e SHV (grupo 2be), mas também enzimas da classe A e D (grupo 

2de) (PHILLIPPON et al., 2016).  

As ESBLs conferem resistência às penicilinas, cefalosporinas (1ª, 3ª 

e 4ª geração) e aztreonam e são, muitas vezes, sensíveis aos inibidores de serino-

beta-lactamases. Embora extensivamente identificadas em enterobactérias, têm sido 

menos relatadas em P. aeruginosa. A primeira ESBL detectada em P. aeruginosa foi 

PER-1 (Pseudomonas extended resistant) em um isolado clínico recuperado de um 

paciente turco em 1991 na França, desde então esta enzima tem sido detectada em 

países europeus. Atualmente, nove variantes desta enzima foram descritas 

(ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/pathogen/betalactamases/Allele.tab, acesso em 

07/12/2017), das quais PER-2 foi detectada em P. aeruginosa apenas na Bolívia. 

Desde então outras ESBL foram reportadas em P. aeruginosa: TEM-4, TEM-21, 

TEM-24, TEM-42, TEM-92, TEM-116, SHV-2a, SHV-5, SHV-12, VEB-1 (Vietnam 

Extended-Spectrum beta-lactamase), VEB-2, VEB-3, GES-1, GES-8, GES-9, GES-

13, CTX-M-1(Cefotaxime Munich), CTX-M-2, CTX-M-3, CTX-M-14, CTX-M-15, CTX-

M-43, PME-1 (Pseudomonas aeruginosa ESBL), BEL-1 (Belgium extended-spectrum 

beta-lactamase), BEL-2 e BEL-3 foram ESBLs relatadas nesta espécie. 

(NORDMANN et 1993; POTRON et al., 2015; OLIVER et al., 2015; PHILLIPPON et 

al., 2016). 

As carbapenemases da classe A de Ambler detectadas em P. 

aeruginosa são KPC e GES, estas enzimas apresentam atividade contra penicilinas 

e cefaloporinas, bem como contra os carbapenêmicos. A família GES apresenta 31 

variantes (ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/pathogen/betalactamases/Allele.tab, acesso em 

07/12/2017), as quais todas são capazes de hidrolisar cefalosporinas de amplo 

espectro. Entretanto, algumas apresentam uma habilidade adicional de degradar os 

carbapenêmicos devido a uma substituição de um aminoácido no sítio ativo da 

enzima em isolados de P. aeruginosa produtores de GES-2 (Glu170Asn), GES-5 e 

GES-18 (Glu170Ser) (POTRON et al., 2015; OLIVER et al., 2015; PHILLIPPON et 

al., 2016; ESCANDÓN-VARGAS et al., 2017). 

A KPC é uma importante enzima do grupo 2f da classe A de Ambler 

também encontrada em P. aeruginosa. Originalmente descrita em K. pneumoniae, 

esta enzima hidrolisa eficientemente todos os beta-lactâmicos, com exceção das 

cefamicinas. KPC foi primeiramente detectada em P. aeruginosa na Colômbia e 

após em Porto Rico, Trinidade e Tobago, EUA e China. Tem sido mais 

ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/pathogen/betalactamases/Allele.tab
ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/pathogen/betalactamases/Allele.tab
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frequentemente identificada em isolados provenientes das Américas e da região do 

Caribe. No Brasil, foi primeiramente detectado em P. putida, em 2008. Em P. 

aeruginosa foi identificada em dois hospitais em 2010, nas cidades de Recife e 

Londrina e desde então estão cada vez mais frequentes (JACOMÉ et al., 2012; 

CARRARA-MARRONI et al., 2015; ESCANDÓN-VARGAS et al., 2017). Atualmente 

23 diferentes variantes válidas foram descritas e estas enzimas diferem entre 1 a 3 

aminoácidos (ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/pathogen/betalactamases/Allele.tab, acesso 

em 07/12/2017). Os genes que codificam estas enzimas podem ter localização 

cromossomal ou plasmidial e estes plasmídeos podem carrear outros determinantes 

de resistência (SHI et al., 2017). 

 

3.2.4.2 Beta-lactamases da Classe B de Ambler da subclasse B1: 

metalo-beta lactamases 

 

As beta-lactamases mais frequentemente encontradas em P. 

aeruginosa são as MBLs, as quais hidrolisam eficientemente os carbapenêmicos e 

outros beta-lactâmicos, com exceção do monobactâmico (aztreonam) e também não 

são afetadas por inibidores de beta lactamases como ácido clavulânico e 

tazobactam (SANTAJIT; INDRAWATTANA, 2016; TADA et al., 2016). 

Desde o início da década de 90 foram detectados isolados de P. 

aeruginosa produtores de IMP e VIM, desde então outras enzimas foram detectadas 

nesta espécie, tais como: SPM, GIM, NDM, FIM e HMB (SANTAJIT; HONG et al., 

2015; INDRAWATTANA, 2016; PFENNIGWERTH et al., 2017). 

 

3.2.4.2.1 Metalo-beta-lactamase da subclasse IMP  

 

A primeira MBL descrita em P. aeruginosa foi a IMP-1 

(Imipenemase) em 1988 no Japão, localizada em um integron de classe I em um 

plasmídeo conjugativo (pMS350). Desde então, 58 variantes foram descritas em 

isolados de diversas espécies, principalmente de P. aeruginosa, A. baumannii e 

enterobactérias, em países de todos os continentes (WATANABE et al., 1991; 

ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/pathogen/betalactamases/Allele.tab, acesso em 07/12/2017; 

SANTAJIT; INDRAWATTANA, 2016). A tabela 2 apresenta as variantes de IMP 

ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/pathogen/betalactamases/
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detectadas em P. aeruginosa, bem como os países onde foram isoladas e os 

Sequence Types (STs) em que foram associadas. 

 

Tabela 2: Clones associados e países de isolamento de variantes de IMP. 

Variante 
de IMP 

ST frequentemente 
encontrado 

País de  
Isolamento 

IMP-1 111, 175, 186, 235, 244, 
277, 308, 360, 357, 593, 

645, 964, 1015, 1070, 1162 

Japão, Coréia do Sul, Brasil, China, 
Turquia, Singapura, Tailandia, Irã, 

Brasil, Líbano, Polônia, Reino Unido 

IMP-2 - Japão, Líbano 

IMP-4 - Malásia, Austrália, China, 

IMP-5 - Portugal 

IMP-6 235, 244, 591, 744, 745, 
1015, 1162 

Coréia do Sul 

China 

IMP-7 235, 357, 744, 745 Canadá, Malásia, Eslováquia, 
Japão, Singapura, República Checa, 

Dinamarca, Arábia Saudita 

IMP-8 308 Alemanha 

IMP-9 - China, Malásia,  

IMP-10 - Japão, China 

IMP-11 - Japão 

IMP-13 111, 308, 621 Áustria, Itália, França, Bélgica, 
Argentina, Reino Unido 

IMP-14 260 Thailândia 

IMP-15 606, 654, 1446 México, Espanha, Alemanha 

IMP-16 - Brasil 

IMP-18 - Estados Unidos da América, 
México, Porto Rico 

IMP-19 235 Japão, Itália 

IMP-20 - Japão 

IMP-21 - Japãp 

IMP-22 175, 620 Áustria, Itália 

IMP-25 - China 

IMP-26 235, 654 Malásia, Singapura, Vietnã 

IMP-29 235 France 

IMP-30 - Rússia 

IMP-31 235 Alemanha 

IMP-33 - Itália 
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Variante 
de IMP 

ST frequentemente 
encontrado 

País de  
Isolamento 

IMP-35 622 Alemanha 

IMP-37 111, 308, 621 França 

IMP-40 - Japão 

IMP-41 - Japão 

IMP-43 235, 357 Japão 

IMP-44 357 Japão 

IMP-45 308 China 

IMP-48 - Estados Unidos da América, 
Tailândia 

IMP-49 - Brasil 

IMP-51 - Japão 

Fonte: HONG et al., 2015, LABARCA et al., 2016, KAZMIERCZAK et al., 2015; 
TADA et al., 2013; TURTON et al., 2015; SHIMIZU et al., 2015; ABIRI et al., 2015; 
MOOSAVIAN et al., 2015; TADA et al., 2015; 2016; WOLKOWICS et al., 2016; 
HAMMOUDI et al., 2017; PAPAGIANNITSIS et al., 2017; AL-AGAMY et al., 2016; -: 
não determinado. 

 

3.2.4.2.2 Metalo-beta-lactamase da subclasse VIM 

 

VIM-1 foi primeiramente descoberta em um isolado de P. aeruginosa 

em Verona, na Itália, em 1997, em seguida este gene foi detectado em um isolado 

de Achromobacter xylosoxidans recuperado no mesmo hospital (LAURETTI et al., 

1999; RICCIO et al., 2001). Desde então, foram descritas 51 variantes, das quais 27 

foram reportadas em P. aeruginosa (Tabela 3) 

(ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/pathogen/betalactamases /Allele.tab, acesso em 

07/12/2017; HONG et al., 2015; SAFFARI et al., 2016; CAI et al., 2016; 

KAZMIERCZAK et al., 2015; AL-AGAMY et al., 2016; PFEIFER et al., 2017; 

MALKOÇOĞLU et al., 2017; PEYMANI et al., 2015; BALERO DE PAULA et al., 

2017). 

 

Tabela 3 - Variantes de VIM encontradas em isolados de P. aeruginosa 

Variantes 
de VIM 

STs frequentemente 
encontrados 

País de isolamento 

VIM-1 17, 111, 227, 228, 235 Itália, França, Grécia, Alemanha, Irã, 
China, Arábia Saudita, Turquia, 

Bélgica 
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Variantes 
de VIM 

STs frequentemente 
encontrados 

País de isolamento 

VIM-2 17, 111, 155, 175, 179, 
229, 233, 235, 244, 309, 
364, 639, 640, 654, 773, 

811, 973, 1020, 1074, 
1699, 1700 

Tunísia, Tailândia, Áustria, México, 
Índia, Quênia, Hungria, Malásia, 
Coréia do Sul, Japão, Portugal, 

Espanha, Croácia, Polônia, Colômbia, 
México, Chile, Argentina, Estados 
Unidos da América, Venezuela, 

Bélgica, Turquia, Egito, Irã, Arábia 
Saudita, Bulgária, Brasil, República 
Checa, França, Alemanha, Grécia, 
Romênia, Espanha, Reino Unido, 
China, Taiwan, Tailândia, Nigéria, 

África do Sul 

VIM-3 298 Taiwan, Kwait 

VIM-4 111, 229, 230, 235, 313 Grécia, Suíça, Polônia, Hungria, 
França, Arábia Saudita, Turquia, 

Kuwait 

VIM-5 85, 534 India, Turquia, Tailândia, Nigéria 

VIM-6 85, 746 India, Indonésia, Coréia do Sul, 
Filipinas, Malásia 

VIM-7 1284 Estados Unidos da América, Brasil 

VIM-8 - Colômbia 

VIM-9 - Reino Unido 

VIM-10 - Reino Unido 

VIM-11 - Índia, Argentina, Itália, Malásia, Arábia 
Saudita 

VIM-13 235 Espanha 

VIM-14 260 Espanha, Itália 

VIM-15 - Bulgária 

VIM-16 - Alemanha 

VIM-17 - Grécia 

VIM-18 - Índia 

VIM-20 - Espanha 

VIM-28 - Egito, Arábia Saudita 

VIM-30 - França 

VIM-36 111 Bélgica 

VIM-37 - Polônia 

VIM-38 - Turquia 

VIM-43 - Estados Unidos da América, Hungria 

VIM-44  Portugal 
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Variantes 
de VIM 

STs frequentemente 
encontrados 

País de isolamento 

VIM-45  Tailândia 

VIM-47 235, 175 Espanha 

Fonte: HONG et al., 2015; SAFFARI et al., 2016; CAI et al., 2016; KAZMIERCZAK et 
al., 2015; AL-AGAMY et al., 2016; PFEIFER et al., 2017; MALKOÇOĞLU et al., 
2017; PEYMANI et al., 2015; BALERO DE PAULA et al., 2017; -: não determinado. 

 

3.2.4.2.3 Metalo-beta-lactamase da subclasse SPM 

 

A enzima SPM-1 é composta por 216 aminoácidos e apresenta 

35,5% de identidade com IMP-1 (HONG et al., 2015). Esta enzima foi primeiramente 

identificada em P. aeruginosa isolada da urina de uma paciente admitida em um 

hospital de São Paulo em 1997 e desde então tornou-se a MBL predominante no 

Brasil (TOLEMAN et al., 2002; NASCIMENTO et al., 2016). A produção de SPM-1 

em P. aeruginosa tem sido observada em isolados clínicos e ambientais e a 

disseminação deste determinante de resistência é restrita ao território brasileiro, 

sendo relatada em diversos estados (Tabela 4) (CACCI et al., 2016, TURANO et al., 

2016; KALLUF et al., 2017).  

 

Tabela 4 - Estudos que apresentam taxas de isolamento de SPM-1 em diferentes 

estados brasileiros.  

Estado Taxa de Isolados 

produtores de SPM-1 

(n/N) 

Referência 

Distrito Federal 4,4% (2/45) b SADER et al., 2005 

Goiás 41,9 (26/62) a GONÇALVES et al., 2009 

Maranhão 7,5% (6/80) a VIANA-VIEIRA et al., 2005 

Minas Gerais 26,3% (5/19) a DIAS et al., 2017 

 11,1% (4/36) a DANTAS et al., 2014 

 26,7% (4/15) d CEZÁRIO et al., 2009 

Paraná 25,5% (41/161) a KALLUF et al., 2017 

 31,9% (45/141) a CARRARA-MARRONI, 2009 

Pernambuco 83,56% (61/73) a CAVALCANTI et al., 2012 

 20,69% (6/29) a JACOMÉ et al., 2012 



 

 
48 

Estado Taxa de Isolados 

produtores de SPM-1 

(n/N) 

Referência 

 35,5% (11/31) a JACOMÉ et al., 2016 

Rio de Janeiro 2,86% (1/35) b 

5,88% (1/17) b* 

CACCI et al., 2016 

 20,0% (13/6) a CARVALHO et al., 2006 

 82,0% (18/22) a PELLEGRINO et al., 2006 

 44,0% (14/32) a NOUÉR et al., 2005 

Rio Grande do Sul 19,3% (6/31) a WIRTH et al., 2009 

 19,56% (18/92)a MARTINS et al., 2007 

 9,21% (14/152)a ZAVASCKI et al., 2005 

Santa Catarina 20,7% (6/29) a SCHEFFER et al., 2010 

São Paulo 100% (3/3) a* TURANO et al., 2016 

 33,33% (43/129) a RIZEK et al., 2014 

 6,09% (5/82) b FEHLBERG et al., 2012 

 17,86% (10/56) a POLOTTO et al., 2012 

 24,63% (17/69) a FRANCO et al., 2010 

 56,86% (29/51) a DOI et al., 2007 

 5,26% (4/76) b MARRA et al., 2006 

 24,39% (20/82) a 

10,93% (20/183) b 

SADER et al., 2005 

 34,9% (15/43) a GALES et al., 2003 

Sergipe 2,1% (2/49) c COSTA et al., 2015 

Coleção de isolados não sensíveis aos carbapenêmicos; b Coleção total de isolados; 

c Coleção de isolados resistentes à ceftazidima; d Coleção de isolados positivos para 

teste fenotípico para a detecção de MBL; e Coleção de isolados MR; * isolados 

ambientais. 

 
A disseminação deste determinante de resistência está atrelada a 

um clone endêmico no Brasil primeiramente denominado clone SP pelas análises de 

PFGE e então ST277 por MLST, o qual é considerado um clone de alto risco 

(OLIVER et al., 2015; KALLUF et al., 2017). 
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Recentemente, pesquisadores têm realizado estudos para relacionar 

possíveis fatores genéticos ao sucesso deste clone em instituições brasileiras. 

Comparações entre o genoma de isolados produtores de SPM-1 e da PA01 revelou 

que os isolados produtores de SPM-1 apresentaram variações no tamanho do 

cromossomo devido à aquisição de ilhas genômicas. Além disso, na ilha genômica 

PAGI-34 foram identificados genes que codificam um sistema relacionado ao 

controle da transferência horizontal por elementos móveis como fagos e plasmídeos, 

denominado Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats and 

CRISPR-associated (CRISPR-Cas). Este sistema previne a inserção de elementos 

móveis que possam causar interrupções de genes ou rearranjos genéticos, sendo 

em parte, responsável pela estabilidade do genoma nos isolados produtores de 

SPM-1. (NASCIMENTO et al., 2016). 

 

 

Figura 2 - Contexto genético do gene blaSPM-1. O gene codificador desta enzima 

encontra-se flanqueado por duas cópias de elementos ISCR-4. Fonte: 

NASCIMENTO et al., 2016. 

 

Segundo Nascimento e colaboradores (2016), o gene blaSPM-1 foi 

detectado em outra ilha genômica (PAGI-15), flanqueado por elementos ISCR4. Em 

alguns isolados este gene estava duplicado, conforme a figura 2. Esta ilha genômica 
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sem o gene codificador de SPM-1 encontra-se disseminada intra- ou inter-gêneros 

bacterianos, sugerindo a recente inserção deste transposon e a aquisição de blaSPM-1 

em P. aeruginosa. (NASCIMENTO et al., 2016; SILVEIRA et al., 2016). 

 

3.2.4.2.4 Metalo-beta-lactamase da subclasse NDM 

 

Em 2009, uma paciente sueca de ascendência indiana viajou para 

Nova Delhi e adquiriu uma infecção por K. pneumoniae resistente aos 

carbapenêmicos. Os testes fenotípicos para a detecção de carbapenemases e 

metalo-beta-lactamases comprovaram a produção de uma MBL, entretanto nenhum 

gene para MBL até então conhecido foi detectado por PCR. Análises do integron de 

classe I mostraram que na terceira parte deste elemento havia um novo gene 

denominado então de blaNDM. NDM-1 foi caracterizada como uma enzima 

monomérica de massa molécular de 28 kDa e capaz de hidrolisar todos os beta-

lactâmicos, com exceção do aztreonam (YONG et al., 2009).  

Após o primeiro relato, este determinante de resistência foi 

rapidamente disseminado em outras espécies bacterianas, inclusive em P. 

aeruginosa, e em diversos países. Esta ampla disseminação se justifica por este 

gene ser carreado, na maioria dos casos, por plasmídeos conjugativos. Em especial, 

em P. aeruginosa este gene foi detectado em isolados pertencentes ao clone 

epidêmico mundial ST235 (KHAN et al., 2017; HONG et al., 2015). 

Dezesseis variantes de NDM foram descritas em enterobactérias, P. 

aeruginosa e A. baumannii (KHAN et al., 2017; 

ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/pathogen/betalactamases/Allele.tab, acesso em 

07/12/2017). Contudo, até o momento, somente NDM-1 foi detectada em isolados de 

P. aeruginosa em diversos países como Sérvia, França (paciente da Sérvia), Índia, 

Itália, Egito, Eslováquia, Colômbia e Kwait (KHAN et al., 2017; KAZMIERCZAK et al., 

2015; POTRON et al., 2015, HONG et al., 2015; ESCANDÓN-VARGAS et al., 2017). 

 

3.2.4.2.5 Metalo-beta-lactamase da subclasse GIM 

 

GIM-1 foi primeiramente identificada em isolados clínicos de P. 

aeruginosa na Alemanha em 2002. Em seguida outros relatos foram feitos em 

isolados provenientes de materiais clínicos e do ambiente hospitalar os quais foram 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kazmierczak%20KM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26643349
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classificados como ST111, um clone de alto risco (CASTANHEIRA et al., 2004; 

SKAGSETH et al., 2015; 2017). Outras espécies bacterianas (Serratia marcescens, 

Enterobacter cloacae, P. putida, E. coli, Klebsiella oxytoca e Acinetobacter pitti) 

isoladas neste país também apresentaram esta enzima, indicando que o gene 

codificador está presente em elementos genéticos móveis. 

Estudos têm mostrado que este gene está localizado, em todos os 

casos, em integrons de classe I associado a outros determinantes de resistência 

como enzimas modificadoras de aminoglicosídeos (aacA4 e aadA1) e beta 

lactamases da classe D (OXA-2) (WENDEL et al., 2013; HONG et al., 2015).  

Em 2014, uma nova variante (GIM-2) foi detectada em um isolado de 

E. cloacae, também na Alemanha, sendo que esta nova enzima apresenta uma 

mutação simples (A290G) (SKAGSETH et al., 2015; WENDEL; MACKENZIE, 2015).  

 

3.2.4.2.6 Metalo-beta-lactamase da subclasse FIM  

 

Em 2012, uma nova metalo-beta-lactamase, FIM-1, foi detectada em 

um isolado clínico de P. aeruginosa MDR recuperado na Itália. Esta enzima 

apresenta maior similaridade (40% de identidade dos aminoácidos) com enzimas do 

tipo NDM. Este isolado pertence ao clone de alto risco epidêmico (ST235) e as 

análises do contexto genético mostraram que o gene localiza-se no cromossomo e 

está associado com ISCR19. Além disso, ensaios utilizando a enzima FIM-1 

purificada revelou um amplo espectro de hidrólise, apresentando preferência para as 

penicilinas e carbapenêmicos, entretanto, não foi capaz de hidrolisar o aztreonam 

(Pollini et al., 2013; Hong et al., 2015; Potron et al., 2015). 

 

3.2.4.2.7 Metalo-beta-lactamase da subclasse HMB 

 

Este ano, uma nova metalo-beta-lactamase, HMB-1, foi detectada 

em P. aeruginosa recuperado de um swab de um paciente hospitalizado em um 

hospital na Alemanha. Esta enzima apresentou maior similaridade (74,3% de 

identidade dos aminoácidos) com a enzima KHM (Kyorin Health Science MBL)-1 

detectada em Citrobacter freundii no Japão. As análises do contexto genético 

mostraram que o gene localizou-se no cromossomo, associado ao transposon 

Tn6345. Além disso, ensaios utilizando a enzima purificada mostrou que a mesma 
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hidrolizou todos os beta-lactâmicos, com exceção do aztreonam, e as maiores taxas 

de hidrólise foram observadas para cefoxitina, imipenem e meropenem 

(PFENNIGWERTH et al., 2017). 

 

3.2.4.3 Beta-lactamases da Classe C de Ambler: AmpC ou 

cefalosporinases cromossomais 

 

A resistência intrínseca aos beta-lactâmicos ocorre, também, pela 

produção de beta-lactamases do grupo funcional 1 ou da classe C de Ambler, 

denominadas AmpC ou cefalosporinases cromossomais. Estas enzimas geralmente 

são codificadas por genes de localização cromossomal e sua produção confere a 

hidrólise de ureidopenicilinas (piperacilina), cefamicinas (cefoxitina e cefotetan), 

monobactâmico (aztreonam), oximino-cefalosporinas (cefalosporinas de 3ª geração), 

mas não do cefepime e dos carbapenêmicos (BADER et al., 2017; HAIDAR et al., 

2017; LIVERMORE et al., 2017). 

Apesar de P. aeruginosa produzir AmpC em níveis basais muito 

baixos, a expressão desta enzima é altamente induzível na presença de beta-

lactâmicos, como cefoxitina e imipenem. Vários genes (ampG, ampD e ampR) estão 

envolvidos na regulação da expressão de ampC, um processo intimamente ligado à 

reciclagem do peptideoglicano. Em P. aeruginosa, a inativação de AmpD (N-acetil-

anidromuramil-L-alanina amidase) e mutações pontuais em ampR (regulador 

transcricional do tipo LysR) estão associadas ao aumento da produção de AmpC, 

levando ao fenótipo de resistência aos beta-lactâmicos (ROPY et al., 2015; PÉREZ-

GALLEGO et al., 2016; BERRAZEG et al., 2016; BADER et al., 2017; HAIDAR et al., 

2017). 

O gene ampG codifica uma permease da membrana interna que 

transporta os anidromuropeptídeos (GlcNAc-1,6-anidromuropeptídeos), os quais são 

catabólitos do peptideoglicano, que após entrada no citosol, são processados pela 

N-acetilglucosaminidase para gerar 1,6-anidromuropeptídeos, os quais interagem 

com AmpG, um regulador negativo de AmpC. Durante o crescimento bacteriano na 

ausência de indutores, o 1,6 anidromuropeptídeo é hidrolisado por AmpD, evitando a 

indução de ampC. Entretanto, durante o crescimento na presença de forte indutor de 

beta-lactamase (como os carbapenêmicos), grande quantidade de muropeptídeos 
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são gerados e acumulados no citoplasma, o qual leva a indução de ampC mediado 

por AmpR (ROPY et al., 2015; PÉREZ-GALLEGO et al., 2016; LI et al., 2016). 

A inativação por mutação de AmpD leva ao acúmulo de 1,6 

anidromuropeptídeo e a hiperexpressão de ampC, mesmo na ausência de indutores 

de beta-lactamase, resultando em uma desrepressão constitutiva com 

superprodução de AmpC e consequente fenótipo de resistência. Estudos porteriores 

mostraram que P. aeruginosa possui, além de AmpD, duas amidases (AmpDh2 e 

AmpDh3). A inativação dos genes que codificam estas enzimas leva a uma 

regulação positiva da produção de AmpC, conduzindo a níveis muito altos (1000 

vezes em relação ao nível do tipo selvagem) de expressão de ampC e resistência 

aos beta-lactâmicos em triplo mutantes (ROPY et al., 2015; PÉREZ-GALLEGO et al., 

2016). 

Apesar das diferenças em suas sequências de aminoácidos, as 

beta-lactamases da classe C compartilham a mesma estrutura geral e sequências 

conservadas no sítio ativo. Entretanto, mutações em regiões específicas de ligação 

ao substrato aumentam a eficiência catalítica e o espectro de ação, hidrolisando 

ceftazidima, cefepime e até mesmo imipenem, sendo denominadas de AmpCs de 

espectro ampliado (ESAC - Extended-Spectrum AmpC) (BERRAZEG et al., 2015). 

 

3.2.4.4 Beta-lactamases da Classe D de Ambler 

 

A classe D de Ambler compreende enzimas heterogêneas, 

denominadas oxacilinases, que degradam oxacilina e cloxacilina e são fracamente 

inibidas pelo ácido clavulânico. Esta família de enzimas é composta por 518 

representantes, as quais são divididas entre os grupos funcionais 2d, 2de e 2df que 

abrangem oxacilinases de espectro limitado (LS-OXA), de espectro estendido (ES-

OXA) e carbapenemases (CHDLs), respectivamente (POIREL et al., 2010). 

As principais ES-OXA, derivadas das oxacilinases de espectro 

limitado, em P. aeruginosa são OXA-1 (OXA-31), OXA-2 (OXA-15, OXA-32, OXA-34, 

OXA-36, OXA-141, OXA-161, OXA-205), OXA-10 (OXA-11, OXA-13, OXA-14, OXA-

16, OXA-17, OXA-19, OXA-28, OXA-129, OXA-142, OXA-145, OXA-147, OXA-183), 

OXA-18, OXA-45 e OXA-56 (OXA-128) (POTRON et al., 2015; MALATHI et al., 

2016). Entretanto, apenas duas CHDLs são descritas em P. aeruginosa: OXA-40 e 

OXA-198 (SEVILLANO et al., 2009; EL GARCH et al., 2011). 
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3.2.4.5 Resistência aos Carbapenêmicos 

 

Os carbapenêmicos são os beta-lactâmicos mais importantes 

utilizados na terapia de infecções causadas por P. aeruginosa MDR e XDR, uma vez 

que apresentam um espectro de atividade excepcionalmente amplo sendo menos 

vulnerável à hidrólise por beta-lactamases, incluindo as ESBLs (MELETIS et al., 

2015; 2016; SANTAJIT; INDRAWATTANA, 2016; ROSTAMI et al., 2017). Embora os 

carbapenêmicos sejam os antimicrobianos mais efetivos para o tratamento de 

infecções causadas por este microrganismo, o aumento no aparecimento de 

isolados resistentes a altas concentrações deste fármaco tem sido relatado 

mundialmente (ROSTAMI et al., 2017). 

Os mecanismos mais frequentemente relacionados à resistência aos 

carbapenêmicos são os codificados cromossomalmente como: inativação/alteração 

da proteína de membrana externa OprD a qual regula a entrada destes 

antimicrobianos na célula; hiperexpressão de sistemas de efluxo (MexAB-OprM, 

MexEF-OprN, MexCD-OprJ e MexXY-OprM; além da produção de enzimas que 

inativam estes antimicrobianos. Em isolados clínicos de P. aeruginosa observa-se a 

combinação destes vários mecanismos que atuam sinergicamente e contribuem 

para o perfil geral de resistência (DANTAS et al., 2017; ROOD; LI, 2017; ROSTAMI 

et al., 2017). 

As alterações da porina OprD têm sido estudadas e recentemente, 

Kos e colaboradores (2016) mostraram que mutações no gene oprD propiciaram a 

produção de uma proteína alterada com consequente resistência ao imipenem. 

Embora meropenem e imipenem possam ser ligados à OprD, mutantes desprovidos 

desta porina apresentaram resistência ao imipenem e sensibilidade para 

meropenem, inferindo que a resistência ao meropenem se dê por outro mecanismo 

(FANG et al., 2014; SHU et al., 2015; 2017). Mais recentemente, Hirabayashi e 

colaboradores (2017) observaram redução na expressão de OprD com consequente 

redução da concentração inibitória mínima (CIM) para imipenem, contudo, esta 

correlação não foi observada para meropenem. 

Uma vez que a resistência ao meropenem não tem sido associada a 

alterações na porina OprD, estudos têm mostrado que a resistência a este 

antimicrobiano pode ser devido ao aumento da expressão de sistema de efluxo. 
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Choudhury e colaboradores (2015) mostraram que o sistema MexAB-OprM contribui 

substancialmente para a resistência ao meropenem em isolados clínicos de P. 

aeruginosa. Foi mostrado também que o uso prévio de meropenem aumenta a 

expressão de genes associados a este mecanismo e que, consequentemente, está 

ligado a possíveis falhas terapêuticas, contribuindo para a resistência à 

fluoroquinolonas, macrolídeos, cloranfenicol, tetraciclinas, novobiocina e meropenem 

(e não imipenem) (SAITO et al., 2001; CHOUDHURY et al., 2015). 

Embora menos frequente, o principal mecanismo de resistência aos 

carbapenêmicos é a produção de carbapenemases. Os genes que codificam estas 

enzimas estão localizados, em muitos casos, em elementos genéticos móveis 

(plasmídeos, transposons, integrons, ISCR) (Figura 3 e 4) que podem ser 

mobilizados lateralmente para outros isolados de P. aeruginosa e até mesmo para 

outras espécies bacterianas (ROOD; LI, 2017). 

Como descrito anteriormente, diversas carbapenemases têm sido 

descritas em P. aeruginosa, incluindo variantes de KPC e GES da classe A de 

Ambler, diversas variantes de IMP, VIM, SPM, NDM da classe B de Ambler e 

algumas variantes de OXA da classe D de Ambler, as quais são codificadas em 

estruturas genéticas específicas (Figura 2 e 3) e muitas vezes associadas a 

instituições, regiões e/ou países específicos (PAPAGIANNITSIS et al., 2017). 

Os genes codificadores de carbapenemases como GES, IMP, VIM, 

NDM, e OXA, em sua maioria, são encontrados em cassetes gênicos inseridos em 

estruturas de integrons (Figura 3), os quais são associados a transposons que 

podem ser transmitidos a plasmídeos ou cromossomo. Estas estruturas 

desempenham um papel importante na disseminação destes determinantes de 

resistência entre os isolados bacterianos, muitas vezes resultando em um perfil de 

resistência a múltiplos fármacos, uma vez que os integrons frequentemente carream 

diversos determinantes de resistência (DI PILATO et al., 2015). 
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Figura 3 - Diagrama esquemático das regiões variáveis de integrons de classe I. Os 

genes cassetes codificadores de resistência aos beta-lactâmicos (blaVIM-2, blaVIM-6 e 

blaOXA-10), aminoglicosídeos (aacA29a, aacA29b, aacA7, aacA5, aacA4, aadB), 

trimetopim (dfrB5) e rifampicina (arr2) estão indicados pelas setas brancas. As 

regiões consevadas 5´-CS (intI) e 3-´C (qac∆E/sulI) comumente detectadas em 

integrons de classe I estão representadas em V e VI. Fonte: WRIGHT e al., 2015. 

 

Em adição, estes elementos são transferíveis a outras espécies de 

Gram-negativos aumentando as taxas de resistência e complicando o tratamento de 

pacientes com infecções por estes microrganismos (PALZKILL, 2013; HONG et al., 

2015). 

Existem diversos relatos de P. aeruginosa produtoras de MBL em 

países da América do Norte, América do Sul, América Latina, Sudeste da Asia e 

Europa. Dentre as MBL, variantes de VIM e NDM são as mais prevalentes no 

mundo, entretanto, no Brasil, há predomínio de SPM (ESCANDÓN-VARGAS et al., 

2017).  

A disseminação destes determinantes de resistência é bastante 

preocupante, uma vez que estudos relatam que a mortalidade de pacientes 

infectados por P. aeruginosa produtoras de metalo-beta-lactamases é 20,0% 

superior em relação aos isolados não produtores desta enzima, aumentando de 11,8 

para 17,3/1000 pacientes dia (MAYA et al., 2013). Desta forma, a detecção de P. 

aeruginosa produtoras de MBL, e consequente fornecimento de dados 
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epidemiológicos é crucial para o sucesso terapêutico e para fomentar medidas para 

controlar a resistência antimicrobiana (JAPONI et al., 2014). 

 

3.2.5 Resistência aos Aminoglicosídeos 

 

Gentamicina, tobramicina e amicacina são aminoglicosídeos 

utilizados no tratamento de infecções causadas por P. aeruginosa, uma vez que, 

além da atividade bactericida, exibem sinergismo com outros agentes 

antimicrobianos, principalmente os beta-lactâmicos (EL ZOWALATY et al., 2015; 

DOI et al., 2016; MOHANAM; MENON, 2017). 

P. aeruginosa apresenta resistência aos aminoglicosídeos por meio 

de mecanismos que envolvem a inibição da entrada deste antimicrobiano devido à 

impermeabilidade da parede celular; alterações no transporte de elétrons que afetam 

negativamente a entrada do antimicrobiano na célula; diminuição da concentração 

intracelular por meio de sistemas de efluxo; e alterações ribossomais (EL 

ZOWALATY et al., 2015). Entretanto, a resistência aos aminoglicosídeos se dá 

principalmente por enzimas modificadoras de aminoglicosídeos (AMEs) que 

medeiam a acetilação, adenilação e fosforilação destes fármacos por meio de 

acetiltransferases, nucleotidiltransferases e fosfotransferases, respectivamente. Este 

mecanismo não confere resistência a todos os aminoglicosídeos devido à 

especificidade de cada enzima (MOHANAM; MENON, 2017). 

Diferentemente das enzimas modificadoras de aminoglicosídeos, as 

metilases (16S rRNA metilases) conferem elevada resistência a todos os 

aminoglicosídeos por metilação sítio-específica do RNA ribossômico 16S (LIOY et 

al., 2014). Até o momento nove 16S rRNA metilases foram descritas (RmtA, RmtB, 

RmtC, RmtD, RmtE, RmtF, RmtG, RmtH, ArmA, NpmA) entretanto somente RmtA, 

RmtB, RmtD, RmtF, RmtG foram reportadas em P. aeruginosa (JIN et al., 2009; 

RAHMAN et al., 2015; CORRÊA et al., 2015; CAVALCANTI et al., 2015; SILVEIRA 

et al., 2016; TADA et al., 2013; 2017). Além disso, a coprodução destas metilases 

com MBL (SPM-1 e NDM-1) tem sido detectada em isolados clínicos de P. 

aeruginosa (RAHMAN et al., 2015; DOI et al, 2016; TADA et al., 2017). 

Tanto os genes codificadores de enzimas modificadoras de 

aminoglicosídeos quanto de 16S rRNA metilases podem ser transferidos 
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lateralmente, desta forma, podem ser disseminados entre isolados de P. aeruginosa 

(SILVEIRA et al., 2016; DOI et al., 2016; MOHANAM; MENON, 2017). 

 

3.2.6 Resistência às Fluoroquinolonas 

 

Ciprofloxacina, levofloxacina e norfloxacina são as fluoroquinolonas 

que apresentam atividade contra P. aeruginosa. Elas inibem a atividade de 

topoisomerases do tipo II (DNA girase e topoisomerase IV), impedindo a replicação 

do DNA bacteriano, consequentemente, levando à morte celular. A emergência de 

isolados resistentes a esta classe de antimicrobianos tem sido observada e esta 

resistência tem se dado por mecanismos intrínsecos e adquiridos a este fármaco 

(ÁLVAREZ-HERNÁNDEZ et al., 2015; HOOPER; JACOBY, 2015; RODRÍGUEZ-

MARTÍNEZ et al., 2016; ARAUJO et al., 2016; CORREIA et al., 2017). 

A resistência às fluoroquinolonas foi inicialmente relacionada a 

mecanismos cromossomais como alterações nas subunidades das topoisomerases, 

diminuição da permeabilidade (perda de porina OprF) e sistemas de efluxo. A 

alteração da estrutura alvo é o mecanismo mais comum em P. aeruginosa. Estas 

alterações se dão por meio de mutações nos genes gyrA e parC que codificam 

subunidades das enzimas DNA girase e DNA topoisomerase IV. Desta forma, estas 

enzimas alteradas diminuem afinidade ao antimicrobiano, proporcionando a 

resistência (ÁLVAREZ-HERNÁNDEZ et al., 2015; HOOPER; JACOBY, 2015; 

RODRÍGUEZ-MARTÍNEZ et al., 2016; ARAUJO et al., 2016; CORREIA et al., 2017). 

A resistência às quinolonas também pode ser codificada por genes 

localizados em plasmídeos. Estes genes são relacionados à proteção da estrutura 

alvo (família qnr), acetilação do fármaco (AAC(6´)-lb-cr) e sistemas de efluxo (qepA e 

oqxAB) (JACOBY et al., 2014; ÁLVAREZ-HERNÁNDEZ et al., 2015; HOOPER; 

JACOBY, 2015; RODRÍGUEZ-MARTÍNEZ et al., 2016; ARAUJO et al., 2016). 

Os genes qnr (qnrA, qnrB, qnrC, qnrD, qnrS e qnrVC) codificam 

proteínas que têm por função a proteção da DNA girase, impedindo que estes 

fármacos se associem à estrutura alvo. Estes genes podem estar associados a 

outros determinantes de resistência como ESBLs, pAmpC (AmpC plasmidial), 

carbapenemases, uma vez que foi observado aumento de resistência gradativa e 

paralela das fluoroquinolonas e beta-lactâmicos (EL ZOWALATY et al., 2015; 

RODRÍGUEZ-MARTÍNEZ et al., 2016; ARAUJO et al., 2016). 
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A resistência às fluoroquinolonas também pode ser associada à 

alteração (acetilação) do antimicrobiano pela ação da acetiltransferase AAC(6´)-lb-cr, 

uma variante da enzima envolvida na resistência aos aminoglicosídeos (ÁLVAREZ-

HERNÁNDEZ et al., 2015; HOOPER; JACOBY, 2015; RODRÍGUEZ-MARTÍNEZ et 

al., 2016; ARAUJO et al., 2016).  

As bombas de efluxo QepA e o sistema de efluxo OqxAB são 

codificadas pelos genes qepA e oqxAB, respectivamente. QepA confere resistência 

à quinolonas hidrofílicas como norfloxacina e ciprofloxacina e apresenta-se similar às 

bombas de efluxo da superfamília MFS. OqxAB é um sistema de efluxo pertencente 

à superfamília RND que apresenta uma diversidade de substratos, incluindo 

cloranfenicol, trimetroprinas e quinolonas (ciprofloxacina, norfloxacina e ácido 

nalidíxico) (RODRÍGUEZ-MARTÍNEZ ET AL., 2016; CORREIA et al., 2017). 

 

3.2.7 Resistência às Polimixinas 

 

As polimixinas têm sido reintroduzidas para combater infecções 

causadas por P. aeruginosa, principalmente por isolados produtores de 

carbapenemases. Embora a maioria dos estudos tenha relatado a detecção de 

isolados sensíveis às polimixinas, recentemente tem sido descrito um aumento de 

isolados resistentes a este fármaco (EL ZOWALATY et al., 2015). As polimixinas, 

polimixina B e colistina (polimixina E), são peptídeos catiônicos que se ligam ao LPS 

bacteriano. A interação eletrostática entre as cargas, positiva do antimicrobiano e 

negativa dos grupos fosfato do lipídeo A, ocasiona o deslocamento de cátions 

bivalentes (Ca2+ e Mg2+). A alteração da estrutura tridimensional desencadeia a 

permeabilidade de áreas da membrana externa, facilitando a passagem do 

antimicrobiano. A polimixina destrói a membrana bacteriana, levando ao vazamento 

do conteúdo citoplasmático e morte celular (BISWAS et al., 2012; SRINIVAS; 

RIVARD, 2017; BAKTHAVATCHALAM et al., 2017; DA SILVA et al., 2017). 

A resistência a estes antimicrobianos tem se dado por modificações 

nas porinas (OprD), aumento na expressão de sistemas de efluxo (MexXY-OprM) e 

alterações na membrana externa, principalmente, associadas à modificações no 

lipídeo A (BIALVAEI et al., 2015; POOLE et al., 2015; DA SILVA et al., 2017; 

SRINIVAS; RIVARD, 2017). A adição covalente de 4-amino-4-deoxi-L-arabinose (L-

Ara4N) ao grupamento fosfato do lipídeo A reduz a carga negativa e 
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consequentemente diminui a atração do fármaco ao LPS da bactéria, levando à 

resistência (SNITKIN et al., 2013; SRINIVAS; RIVARD, 2017; BAKTHAVATCHALAM 

et al., 2017). 

A regulação da resistência é realizada por cinco sistemas de dois 

componentes (PhoPQ, PmrAB, ParRS, CprRS e ColRS) (Figura 4). Estes sistemas 

são constituídos por uma proteína sensora de histidina quinase, que sofre 

autofosforilação ao perceber estímulos ambientais, acarretando na ativação de uma 

segunda proteína citoplasmática. Esta, por sua vez, promove a ativação ou 

repressão dos genes alvo, desencadeando a resistência às polimixinas devido a 

adição de L-4AraN ao lipídeo A (ARROYO et al., 2011; CHUNG et al., 2017; 

TORRENS et al., 2017). A ativação destes sistemas está intimamente ligada a 

estímulos ambientais como: aumento na concentração de ferro (Fe3+), 

concentrações elevadas de cálcio (Ca2+), baixas concentrações de magnésio (Mg2+), 

redução no pH do meio ou excesso de zinco (Zn2+) extracelular (Figura 4) (SKIADA 

et al., 2011; KREAMER et al., 2015; NOWIKI et al., 2015). 

 

 

Figura 4 - Representação esquemática da regulação de genes que contribuem para 

a resistência à colistina em isolados clínicos de P. aeruginosa. Cinco sistemas de 

dois componentes são envolvidos na resistência às polimixinas, dois deles são 

ativados em exposição ao agente antimicrobiano (ParRS e CprRS), os demais 

(ColRS, PhoPQ e PmrAB) são ativados por alterações ambientais. A ativação destes 

sistemas leva ao aumento da expressão do operon arnBCADTEF-ugd, produzindo L-
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Ara4N. Além disso, há o aumento de sistemas de efluxo (mexXY), 

concomitantemente com a diminuição da expressão de oprD. Fonte: EL ZOWALATY 

et al., 2015. 

 

O primeiro relato de resistência codificada pelo gene mcr (plasmid-

mediated colistin resistance) mediado por plasmídeo foi realizado por Liu e 

colaboradores em novembro de 2015. Desde então, diversos trabalhos foram 

realizados com o intuito de descrever a disseminação deste gene dentre os isolados 

e desvendar os possíveis mecanismos de resistência atrelados à expressão do gene 

mcr. Atualmente foram descritos as variantes mcr-1 (mcr-1.2), mcr-2, mcr-3, mcr-4 e 

mcr-5 e a sequência deduzida dos aminoácidos destes genes apresenta identidade 

com fosfoetanolamina transferase, uma enzima que catalisa a adição da 

fosfoetanolamina no lipídeo A, levando a diminuição da afinidade da colistina ao 

lipopolissacarídeo (LIU et al., 2016; 2017; BOROWIAK et al., 2017; CARATTOLI et 

al., 2017; BAKTHAVATCHALAM et al., 2017). 

O sequenciamento completo do plasmídeo pHNSHP45 de 64015 

pares de base (pb) revelou que o gene mcr-1 é composto por 1626 pb. Além disso, o 

sequenciamento do plasmídeo IncX4 de 35104 pb mostrou a presença do gene mcr-

2. Em ambos os casos, investigações a respeito do contexto genético mostram 

sequências de inserção ISApl1 e IS1595 à montante de mcr-1 e mcr-2, 

respectivamente, sugerindo que estes genes podem ser mobilizados por estas IS 

(JEANNOT et al., 2017). 

Embora os genes mcr tenham sido relatados em isolados de E. coli, 

K. pneumoniae, E. cloacae, E. aerogenes, Shigella sonnei, Salmonella spp., foi 

observada a capacidade de transferência do gene entre isolados clínicos de 

diferentes gêneros/espécies por ensaios de conjugação e transformação in vitro, 

inclusive em P. aeruginosa. Este fato é alarmante devido à facilidade de 

disseminação deste gene e consequente inviabilidade das polimixinas para o uso 

clínico (LIU et al., 2016; JEANNOT et al., 2017). 

 

3.3 Fatores de virulência produzidos por P. aeruginosa 

 

A versatilidade, a adaptabilidade, o repertório de determinantes de 

virulência, bem como a capacidade de evadir-se do sistema imunológico e dos 
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tratamentos antimicrobianos faz com que P. aeruginosa seja um dos patógenos mais 

temidos. Assim, o potencial patogênico de P. aeruginosa se dá tanto pela resistência 

intrínseca e adquirida aos antimicrobianos, quanto pela sua capacidade de formação 

de biofilme e produção de um arsenal de fatores de virulência que incluem: 

determinantes associados à célula e a fatores secretórios solúveis como a produção 

de exotoxinas e proteases (KUNG et al., 2010; BALASUBRAMANIAN et al., 2013; 

MURAKI et al., 2013); além da motilidade e de produção de pigmentos, fatores bem 

estabelecidos como determinantes de virulência em P. aeruginosa (STOODLEY et 

al., 2002; LAVERTY et al., 2014; WANG et al., 2014). Os genes que codificam 

fatores que contribuem para a patogênese de P. aeruginosa estão localizados em 

ilhas patogênicas (PAPI-1 e PAPI-2) e em ilhas genômicas (PAGIs) (BATTLE et al., 

2008; HARRISON et al., 2010; SINGH et al., 2014). 

Este grande repertório de fatores de virulência e uma rede 

regulatória complexa de sinais intracelulares e intercelulares permitem que esta 

espécie se adapte e se multiplique no hospedeiro. Durante o estado patogênico, a 

bactéria pode aderir aos epitélios, causar rompimento dos tecidos, inativar 

elementos do sistema imunológico e, consequentemente, provocar lesão tecidual, 

morte celular e necrose (BALASUBRAMANIAN et al., 2013; REINHART; OGLESBY-

SHERROUSE, 2016). Entretanto, a expressão de genes relacionados à adaptação e 

à produção de virulência varia enormemente, consequentemente, a virulência de 

cada isolado está intimamente relacionada ao seu hospedeiro (HILKER et al., 2015; 

DUBERN et al., 2015). Desta forma, diversos estudos mostram que a expressão de 

fatores de virulência pode variar inclusive com o curso da infecção, o sítio 

anatômico, o perfil de sensibilidade dos isolados e até mesmo de acordo com o 

tratamento das infecções (CROUSILLES et al., 2015; SILVA et al., 2014). 

Basicamente, isolados recuperados de diferentes sítios anatômicos 

apresentam diferenças nos padrões de produção de fatores de virulência e isto é 

consequência das condições ambientais a que estas bactérias são expostas, como, 

por exemplo, concentrações de oxigênio e impacto do sistema imunológico (RAU et 

al., 2010). Durante a infecção, a relação entre patógeno e hospedeiro é bastante 

complexa, envolvendo uma variedade de moléculas bacterianas citotóxicas que 

prejudicam os processos celulares do hospedeiro e, aquelas que participam da 

resposta do seu sistema imunológico (MORADALI et al., 2017). 
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A análise do transcriptoma de P. aeruginosa mostrou que 14,0 e 

19,0% dos transcritos estavam diferencialmente expressos durante o curso de 

infecção experimental aguda e crônica, respectivamente. Entre eles, transcritos que 

codificam a síntese do sideróforo pioquelina, de ramnolipídeos e de protease 

alcalina foram fortemente regulados positivamente em ambos os modelos. Além 

disso, outros genes foram diferencialmente regulados em cada caso (CROUSILLES 

et al., 2015). Outros estudos ressaltam que a expressão de fatores como pili, 

exoenzimas, proteases, exotoxina A, fosfolipase C e pigmentos (pioverdina) são 

preponderantes na fase aguda enquanto genes relacionados à produção de biofilme 

e alginato são expressos na fase crônica (GOODMAN et al., 2004; KEITH et al., 

2014; TURNER et al., 2014; SERRA et al., 2015; SULEMAN, 2016; DI DOMENICO 

et al., 2017). 

Esta mudança de expressão também pode ser visualizada em 

isolados de P. aeruginosa recuperados de pacientes com fibrose cística, uma vez 

que nos estágios iniciais da colonização do pulmão um grande número de fatores de 

virulência e de resistência intrínseca medeia a sobrevivência do patógeno. Após a 

infecção, estas bactérias são expostas a respostas inflamatórias e ao tratamento 

com antibióticos (TURNER et al., 2014). Estes fatores de estresse ambiental 

induzem a expressão de diferentes genes que permitem a adaptação do 

microrganismo, mudando para o fenótipo persistente e resistente ao se tornar menos 

virulento, como na formação de biofilme (POOLE, 2012; GELLATLY; HANCOCK, 

2013). 

Recentemente, trabalhos mostraram a interferência da resistência na 

virulência de P. aeruginosa e foi observado que a hiperprodução de sistemas de 

efluxo foi responsável pela redução na produção de fatores de virulência como 

produção de piocianina, de elastase e de citotoxinas pelo sistema de secreção do 

tipo III (T3SS). Sabe-se que o gene ampR regula diversos genes além de ampC, tais 

como genes codificadores de quorum sensing, piocianina e elastase. Desta forma, 

foi mostrado que isolados deficientes de AmpR apresentam produção de piocianina 

e elastase diminuída. Além disso, a perda de porina foi relacionada ao aumento da 

colonização e disseminação em modelos murinos, entretanto a perda de porina não 

interferiu na produção de exopolissacarídeos e no T3SS (BALASUBRAMANIAN et 

al., 2013; PÉREZ-GALLEGO et al., 2016; GEISINGER; ISBERG, 2017). 
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Segundo Sánchez-Diener (2017), há uma correlação inversa entre 

resistência e virulência em modelos de Caenorhabiditis elegans, uma vez que a 

proporção de isolados não virulentos aumenta drasticamente de acordo com o perfil 

de resistência (de 7,9% nos isolados sensíveis a todos os antimicrobianos testados 

para 40,0% para isolados ER). Além disso, foi observado que isolados que 

acumulam múltiplos mecanismos de resistência apresentam diminuição na produção 

de fatores de virulência, entretanto, com aumento na formação de biofilme (KAISER 

et al., 2017). Estes resultados reforçam as evidências de que a aquisição de genes 

de resistência é associada a um custo de fitness que resulta na redução da 

virulência dos isolados (SUN et al., 2013; PEÑA et al., 2015; OLIVARES-PACHECO 

et al., 2017). 

 

3.3.1 Quorum sensing  

 

A comunicação entre células usando sinais químicos específicos é 

um sistema bem conhecido em bactérias, sendo denominado quorum sensing (QS). 

QS controla o comportamento social destas bactérias por múltiplas vias de 

sinalização interligadas (KARIMINIK et al., 2017). Isto permite que as comunidades 

bacterianas regulem uma variedade de processos biológicos, inclusive o controle da 

expressão de fatores de virulência (JIMENEZ et al., 2012; PASSMORE et al., 2015), 

que propiciam a adaptação e sobrevivência do microrganismo durante a patogênese 

(MORADALI et al., 2017; MAISURIA et al., 2017). 

O progresso da fase aguda para crônica da infecção é altamente 

influenciado pela expressão de genes dependentes de QS, os quais regulam a 

expressão de outros genes envolvidos na produção de fatores de virulência e de 

vias metabólicas de resposta ao estresse (VENTURI, 2006; WILLIAMS; CÁMARA, 

2009; BARR et al., 2015). Além disso, o papel do QS na virulência de P. aeruginosa 

foi observado ao detectarem-se mutações em genes de QS em isolados que 

apresentaram uma produção de fatores de virulência deficiente (CROUSILLES et al., 

2015). 

Quatro vias principais de sinalização dependentes de QS são 

descritas em P. aeruginosa: Las, Rhl, Pqs e IQS, as quais constituem uma rede 

hierárquica mediadora da integração de múltiplos sinais. Os sistemas Las, Rhl e Pqs 

são formados por dois elementos principais: uma proteína reguladora (LasR, RhlR e 
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PqsR) e por seu autoindutor específico (LasI, RhlI e PqsABCDH). Os autoindutores 

sintetizam moléculas sinalizadoras que são exportadas/importadas e, em seguida, 

se complexam às proteínas reguladoras que interferem na expressão de genes de 

virulência (MORADALI et al., 2017). O transporte das moléculas sinalizadoras para o 

meio extracelular não é bem compreendido, mas é proposto que seja mediado por 

difusão, transportadores de membrana (sistemas de efluxo) ou vesículas 

(MASHBURN; WHITELEY, 2005; MARTINEZ et al., 2009; ALCALDE-RICO et al., 

2016). Lee e colaboradores (2013) descreveram o isolamento de uma molécula de 

sinalização, a IQS (2-(2-hidroxyfenil)-tiazol-4-carbaldeído), entretanto seu papel na 

regulação da expressão de genes ainda precisa ser desvendado. Até o momento 

evidências sugerem que IQS controla a expressão de muitos genes associados à 

QS e à virulência (SHANG et al., 2014). 

Estudos indicam que os sistemas LasR e RhlR, e não o sistema 

PQS, desempenham papéis principais na adaptação e resposta ao estresse 

ambiental, como estresse oxidativo, calor, metal pesado e concentração de sais 

(GARCÍA-CONTRERAS et al., 2015). LasR reside no topo da cascata de sinalização 

e, juntamente com RhlR, medeia a sinalização QS em estágios iniciais da fase de 

crescimento exponencial enquanto a via de sinalização PQS é ativa em fase de 

crescimento exponencial tardia (CHOI et al., 2011). LasR em P. aeruginosa foi 

inicialmente identificada como uma chave regulatória na expressão do gene lasB, 

que codifica uma elastase. Subsequentemente, foi mostrado que LasR é requerido 

para a transcrição dos genes aprA, lasA e toxA que codificam proteases, e então, foi 

considerado um regulador global da virulência de P. aeruginosa (LEE; ZHANG, 

2015).  

Além disso, sistemas de QS, especialmente IQS e PQS, em 

condições de deficiência de ferro, levam a um aumento na produção de fatores de 

virulência como ramnolipídeos, exotoxinas, proteases e, consequentemente, 

aumentam a citotoxicidade bacteriana no tecido hospedeiro promovendo a 

sobrevivência do patógeno (DONG et al., 2008; ZABORIN et al., 2009; BAINS et al., 

2012; LEE et al., 2013; NGUYEN et al., 2015). A produção de IQS também é ativada 

por limitação de fosfato, um estresse que a bactéria comumente encontra enquanto 

estabelece uma infecção após uma cirurgia maior ou ferimento em um órgão 

(SHANG et al., 2014).  
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3.3.2 Fatores de Virulência Secretados 

 

3.3.2.1. Pigmentos piocianina e pioverdina 

 

A piocianina é um metabólito secundário regulado por QS produzido 

por P. aeruginosa. Este pigmento (piocianina: 1-hidróxi-5-metil-fenazina) determina a 

coloração azulada em pH neutro ou alcalino e vermelha em pH ácido. A piocianina é 

uma toxina que interfere em várias funções celulares da célula hospedeira, incluindo 

o transporte de elétrons, a respiração celular, o metabolismo energético, a 

expressão gênica e os mecanismos imunológicos, causando apoptose de neutrófilos 

(VINCKX et al., 2010; RADA et al., 2013; HEIDARI et al., 2017). Este pigmento 

desempenha efeitos tóxicos nos tecidos do hospedeiro, principalmente no epitélio 

respiratório. Estudos mostram que a biossíntese de piocianina é necessária para a 

virulência de P. aeruginosa em casos de sepse e pneumonia em modelos murinos. 

Além disso, foram detectadas elevadas concentrações deste pigmento em escarros 

de pacientes com fibrose cística (NOTO et al., 2017). 

A pioverdina é o principal sideróforo produzido por P. aeruginosa, 

principalmente em baixas condições de ferro (CORNELIS; DINGEMANS, 2013). 

Esta molécula apresenta alta afinidade pelo ferro (Fe3+) e é extremamente 

importante na captação deste cátion (SCHALK; GUILLON, 2013), competindo pelo 

ferro ligado às proteínas transferrina e lactoferrina dos fluidos extracelulares e 

ferritina e hemoglobina intracelulares (CORNELIS; DINGEMANS, 2013). Em adição, 

a pioverdina pode regular outros fatores de virulência como a produção de proteases 

(protease alcalina, exotoxina A) e a formação de biofilme (LLAMAS et al., 2014; 

WEIGERT et al., 2016). 

 

3.3.2.2 Sistemas de secreção de proteínas 

 

P. aeruginosa é capaz de secretar diversas exoenzimas que 

interagem com alvos específicos e produzem danos aos tecidos do hospedeiro. As 

proteases desempenham um importante papel na patogênese de P. aeruginosa. 

Dentre as 5568 fases abertas de leitura codificadas no genoma da cepa PA01, 155 

(2,8%) foram listadas como proteases no banco de dados MEROPS (HOGE et al., 

2010). Atualmente 379 peptidases conhecidas ou prováveis peptidases estão 
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listadas neste mesmo banco (https://www.ebi.ac.uk/merops/index.shtml, acesso em 

07/12/2017). Além disso, produzem fosfolipases, exotoxinas e endotoxinas 

(CROUSILLES et al., 2015). 

Até o momento foram identificados seis tipos de sistemas de 

secreção, designados do tipo I a VI (T1SS a T6SS) e todos estão presentes em P. 

aeruginosa com exceção do T4SS (FILLOUX, 2011). Por meio destes sistemas, a 

bactéria secreta uma série de fatores de virulência (na sua maioria toxinas ou 

enzimas hidrolíticas) para o meio extracelular (sistemas secretórios do tipo 1, 2 e 5) 

ou para o citosol das células do hospedeiro (sistemas secretórios do tipo 3 e 6) 

(BLEVES et al., 2010).  

Em P. aeruginosa os sistemas de secreção do tipo 1 (T1SS), os 

mais simples descritos, requerem apenas uma proteína de membrana externa, um 

transportador (que está inserido na membrana interna e que disponibiliza energia 

para o processo de transporte) e uma proteína adaptadora que conecta os dois 

componentes (DELEPELAIRE, 2004; HOLLAND et al., 2005; BLEVES et al., 2010). 

O principal sistema T1SS é o Apr que secreta a protease alcalina e o outro, HasAp, 

secreta uma proteína envolvida na captura de ferro, crucial em estágios iniciais da 

infecção (BLEVES et al., 2010). 

A protease alcalina (AprA) é uma metalo-protease, zinco-

dependente, e é um dos fatores de virulência mais estudados em P. aeruginosa. A 

AprA cliva diversas proteínas biologicamente importantes do hospedeiro, incluindo 

laminina (componente da lâmina basal) e componentes do sistema imunológico 

como interferon gama (IFN-γ), fator de necrose tumoral (TNF-α) e interleucina-6 (IL-

6), resultando em uma resposta imunológica do hospedeiro prejudicada e 

consequente sobrevivência bacteriana no tecido humano. Recentemente foi descrito 

que a AprA contribui para a produção de piocianina, pigmento responsável pelo 

estresse oxidativo nas células hospedeiras. (POBIEGA et al., 2016; GALDINO et al., 

2016; BADAMCHI et al., 2017; IIYAMA et al., 2017). 

O sistema de secreção do tipo 2 (T2SS) (Figura 5) é um dos mais 

versáteis sistemas utilizados para secretar proteínas extracelulares no ambiente 

circundante. Este sistema é composto por 11 a 16 diferentes proteínas formando 

uma estrutura de três partes: uma base na membrana interna, um canal embebido 

na membrana externa e uma estrutura fimbrilar. Este pseudopilus secreta as 

proteínas (exotoxina A, elastases, fosfatase alcalina, fosfolipases e lipases) para o 

https://www.ebi.ac.uk/merops/index.shtml
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meio extracelular (Figura 5) (BLEVES et al. 2010, FILLOUX, 2011; JYOT et al., 

2011). Dois sistemas T2 foram descritos em P. aeruginosa, o sistema Xcp (que 

transporta a maioria das proteínas) e o sistema Hxc que exporta a fosfatase alcalina, 

LapA (CROUSILLES et al., 2015). 

A exotoxina A (ExoA ou ToxA), principal membro do T2SS (Figura 

5), é reconhecida pela capacidade de inibição da síntese proteica de células 

eucarióticas, bem como pela eficiência em causar danos teciduais e diminuição da 

atividade fagocítica por neutrófilos (FARAJI et al., 2016). 

Das proteases, as elastases desempenham um papel importante 

nas infecções agudas causadas por P. aeruginosa e estas enzimas foram 

detectadas principalmente em isolados de urina e secreção traqueal (GALDINO et 

al., 2016). A elastase, codificada pelo gene lasB, assim como a AprA, também é uma 

metalo-protease que destrói proteínas eucarióticas como colágeno, fibrinogênio, 

laminina, transferrina e elastina, levando à disrupção das junções aderentes de 

células do endotélio vascular. Além disso, esta protease também inativa 

componentes do sistema imunológico (POBIEGA et al., 2014; SULEMAN, 2016; 

GALDINO et al., 2016) e favorece a formação de biofilme (YU et al., 2014). Outra 

elastase (LasA) potencializa a atividade de LasB. No hospedeiro, a elastase induz a 

destruição da córnea em casos de queratite e reduz a elasticidade do pulmão 

(MANOS et al., 2013; OKA et al., 2015; SAINT-CRIQ et al., 2017). 

Ainda pelo T2SS, P. aeruginosa é capaz de secretar dois tipos de 

fosfolipases, a fosfolipase C e a fosfolipase H (fosfolipase hemolítica) (Figura 5), 

codificados pelos genes plcN e plcH, respectivamente. A produção destas 

fosfolipases, principalmente de PlcH, permite a degradação de esfingomielina e 

fosfatidilcolina, lipídeos de membranas celulares e de surfactantes pulmonares. 

Consequentemente, a produção deste fator de virulência causa o aumento da 

permeabilidade celular e de danos teciduais, assim como, propicia o aumento de 

atividades pró-inflamatórias e inibição de neutrófilos (JACKSON et al., 2013; ULLAH 

et al., 2017; ELLAPPAN et al., 2017). 

Tanto T2SS quanto T5SS secretam as substâncias em duas etapas: 

primeiramente as proteínas são sintetizadas como precursores, o peptídeo terminal 

da proteína é usado como sinal para os translocadores da membrana interna da 

célula, que enviam a molécula para o espaço periplasmático os quais, por sua vez, 

usarão os sistemas (T2SS ou o T5SS) para atravessar a membrana externa e 
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alcançar o espaço extracelular (BLEVES et al., 2010. O sistema T5SS pode ser 

dividido em T5aSS e T5bSS (Figura 5) que secretam a esterase (EstA) associada a 

superfície celular e a exoprotease (LepA), respectivamente. A esterase (EstA) é uma 

proteína autotransportadora produzida por P.aeruginosa e requerida para produção 

de ramnolipídeos, na motilidade celular e na formação de biofilme (WILHELM et al., 

2007). O papel da exoprotease (LepA) tem sido pouco estudado, entretanto sabe-se 

que esta protease induz a resposta inflamatória e degrada a hemoglobina para 

adquirir ferro nesta espécie bacteriana (KIDA et al., 2011). 

Entre todos os sistemas de secreção, o T3SS é de extrema 

relevância para a virulência de P. aeruginosa, devido a sua ubiquidade entre os 

diferentes isolados. Além disso, tem sido mostrada uma associação entre a 

presença de citotoxinas deste sistema com o desfecho clínico desfavorável e 

maiores taxas de mortalidade em humanos (EL-SOLH et al., 2012; PEÑA et al., 

2013). Este sistema é composto por 43 genes, que codificam proteínas estruturais 

(envolvidas com translocação e secreção) e regulatórias (FRANK, 1997). T3SS é 

uma estrutura altamente conservada em bactérias Gram-negativas e consiste em 

uma estrutura complexa semelhante a uma “seringa” que injeta proteínas (efetoras) 

presentes no citoplasma bacteriano diretamente no compartimento citosólico da 

célula hospedeira (ROY et al., 2010; HUBER et al., 2016; BERUBE et al., 2017).  

Existem quatro citotoxinas efetoras do sistema III de secreção 

conhecidas: ExoT, ExoY, ExoS e ExoU (Figura 5). A produção de cada uma destas 

diferentes exoenzimas determina injúrias distintas no tecido hospedeiro (BLEVES et 

al., 2010; PEÑA et al., 2015). Entretanto, este sistema é, basicamente, responsável 

pelo dano tecidual, evasão e supressão do sistema imunológico, indução de 

apoptose de neutrófilos e supressão do sistema imunológico, permitindo a 

disseminação bacteriana (ZHANG et al., 2014).  

As exotoxinas T e Y são encontradas basicamente em todos os 

isolados de P. aeruginosa, enquanto as exotoxinas S e U são menos prevalentes 

(JUAN et al., 2017). As citotoxinas ExoT, menos potente que a ExoS, é relacionada 

à modulação da internalização bacteriana por células eucarióticas. Sabe-se que 

ExoY tem atividade de adenilato ciclase (converte ATP em AMPc) e causa o 

arredondamento das células do hospedeiro, entretanto, não tem sido implicada 

diretamente nos efeitos tóxicos na célula (FELTMAN et al., 2001; BERUBE et al., 

2017). 
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A ExoS, uma toxina bifuncional codificada pelo gene exoS, tem sido 

detectada em 58,0-80,0% dos isolados de P. aeruginosa, sendo associada a um 

fenótipo invasivo (HAUSER, 2009; BERUBE et al., 2017). Esta exotoxina rompe a 

actina do citoesqueleto da célula hospedeira inibindo a fagocitose, causa morte da 

célula hospedeira e consequentemente aumenta a disseminação bacteriana no 

tecido hospedeiro, bem como, promove a ativação de linfócitos levando à inflamação 

(ULLAH et al., 2016; BERUBE et al., 2017).  

ExoU (também chamada de PepA) é menos frequente (28,0-42,0% 

dos isolados) e associada a um fenótipo altamente citotóxico e invasivo, sendo o 

determinante de maior impacto na virulência bacteriana (HAUSER, 2009; BERUBE 

et al., 2017). Isolados exoU positivos induzem resposta inflamatória que resulta em 

apoptose e necrose em macrófagos, células epiteliais e fibrócitos (ZHANG et al., 

2014; PARK et al., 2016; 2017). Um recente estudo mostrou que o genótipo TTSS é 

o principal fator diferencial a ser considerado no desfecho clínico de bacteremia 

causada por P. aeruginosa (DUBERN et al., 2015). Diferenças no repertório de 

genes que codificam efetores do T3SS entre isolados clínicos de P. aeruginosa 

conduzem à produção de diferentes fatores de virulência e, consequentemente, no 

desenvolvimento da doença (WAREHAM; CURTIS, 2007; FERREIRA et al., 2015; 

BERUBE et al., 2017). 

O sistema T6SS (Figura 5), assim como o T3SS é um "injectisoma", 

ou seja, exporta proteínas diretamente da bactéria para o citoplasma da célula do 

hospedeiro. Este é um sistema altamente complexo, com uma maquinaria 

constituída por 12 a 25 proteínas acessórias (BLEVES et al., 2010). Em P. 

aeruginosa foram descritos três sistemas de T6SS (FILLOUX, 2011), entretanto, a 

secreção de Hcp1 (uma proteína formadora de nanotubos) é o único exemplo 

descrito deste sistema que foi detectada no escarro de pacientes com fibrose cística 

(SPÍNOLA-AMILIBIA, 2016). 
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Figura 5 - Sistemas de secreção e fatores de virulência secretados em P. 

aeruginosa. Fonte: CROUSILLES, 2015. 

 

3.3.3 Adesão e Formação de Biofilme 

 

Células móveis são facilmente detectadas pelo sistema imunológico 

do hospedeiro, desencadeando resposta inflamatória e fagocitose (AMIEL et al., 

2010). Desta forma, perder a mobilidade é uma vantagem de sobrevivência de 

bactérias patogênicas, inclusive P. aeruginosa. As células se fixam a uma superfície, 

ficam imóveis e agregadas formando microcolônias embebidas por uma matriz de 

substâncias poliméricas extracelulares (EPS: extracelular polymeric substance) que 

protege as bactérias do estresse ambiental (MORADALI et al., 2017). 

O biofilme é considerado um importante fator de virulência em 

diversos casos de infecção por P. aeruginosa (MORADALI et., 2017), sendo 

responsável por infecções crônicas e persistentes (WEI; MA, 2013). Essencialmente, 

as infecções crônicas são associadas a isolados sésseis (em biofilme), enquanto as 

infecções agudas envolvem células planctônicas (GOODMAN et al., 2004; VENTRE 

et al., 2006; LEE; YOON, 2017). A natureza aparentemente mais agressiva de 



 

 
72 

infecções agudas se dá pelo fato de células planctônicas secretarem fatores de 

virulência em maior quantidade do que células sésseis (CROUSILLES et al., 2015). 

Além disso, segundo Passmore e colaboradores (2015) nas diferentes condições 

(séssil/biofilme) os exoprodutos secretados são diferentes (Figura 6). 

 

 

Figura 6 - Diferenças na expressão de fatores de virulência nas fases agudas e 

crônicas da infecção. Na fase aguda, as células planctônicas secretam grande 

quantidade de exoproteínas que causam danos no tecido hospedeiro pelos sistemas 

de secreção do tipo 1, 2 e 3 (T1SS, T2SS e T3SS). Na fase crônica, há a formação 

do biofilme e predomínio do sistema de secreção do tipo 6 (T6SS), que favorece a 

produção do exopolissacarídeo PsI. Fonte: CROUSILLES et al., 2015 

 

Diante da habilidade de formar biofilme, P. aeruginosa é capaz de 

sobreviver em condições adversas, locais contaminados e ambientes hospitalares 

(RADÓ et al., 2017). Desta forma, a capacidade de formação de biofilme é um 

determinante crucial para a persistência e, portanto, para a disseminação de P. 

aeruginosa no ambiente hospitalar (KAISER et al., 2017).  

Devido ao revestimento polisssacarídico e fisiologia alterada, os 

biofilmes são conhecidos por serem altamente resistentes às substâncias 

bactericidas, como desinfetantes e antibióticos, ao sistema imunológico (fagocitose, 

extresse oxidativo), às restrições de nutrientes e oxigênio, bem como pela proteção 
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contra os efeitos da radiação ultravioleta (DONLAN; COSTERTON, 2002; 

FLEMMING; WINGENDER, 2010; OLSEN, 2015; FLEMMING et al., 2016 DI 

DOMENICO et al., 2017). Além disso, a transferência horizontal de genes é 

aumentada no biofilme, sendo responsável pela aquisição de genes que codificam 

resistência aos antimicrobianos (MADSEN et al., 2012; LEBEAUX et al., 2014; 

STALDER; TOP, 2016). A baixa difusão dos antimicrobianos na matriz do biofilme 

também está associada ao desenvolvimento da resistência antimicrobiana, uma vez 

que pode selecionar células tolerantes expostas a concentrações sub-inibitórias dos 

antimicrobianos (PATEL, 2005; LEBEAUX et al., 2014). 

A matriz do biofilme é constituída basicamente por 

exopolissacarídeos, proteínas, lipídeos e DNA extracelular (eDNA) e pode 

representar mais de 90,0% do peso seco da biomassa do biofilme (WEI; MA, 2013; 

KIM; LEE, 2016). Esta matriz cria um ambiente que propicia a comunicação entre as 

bactérias, bem como funciona como um reservatório de fontes nutritivas e 

energéticas para promover o crescimento microbiano enquanto protege estas células 

de condições desfavoráveis (FLEMMING; WINGENDER, 2010). 

Os exopolissacarídeos PsI, PeI e alginato são os maiores 

constituintes da matriz do biofilme e juntamente com o eDNA determinam a 

arquitetura do biofilme (GHAFFOR et al., 2011). A composição dos 

exopolissacarídeos pode variar nos biofilmes e nos estágio do mesmo. Enquanto PsI 

e PeI são característicos nas fases iniciais do biofilme, o alginato passa a ser 

produzido durante à maturação conferindo um aspecto viscoso ou mucoide e 

garantindo a estabilidade estrutural, a proteção e a persistência do biofilme 

(MORADALI et al., 2017). Estes exopolissacarídeos desempenham um papel 

importante na resistência à resposta imunológica do hospedeiro e aos 

antimicrobianos (GHAFOOR et al.,2011; GELLATLY E HANCOCK, 2013; 

STREMPEL et al., 2013). 

O eDNA apresenta diversos papéis na formação de biofilme, dentre 

eles pode-se ressaltar: a contribuição para a formação de gradientes de cátions 

(Mg++, Ca++, Mn++, Zn++), pode servir como fonte de nutrientes, e pode coordenar 

movimentos celulares e conferir resistência aos antimicrobianos (ALLESEN-HOLM et 

al., 2006; MULCAHY et al., 2008; GLOAG et al., 2013). 

Assim como acontece com muitas bactérias, a adesão às células do 

hospedeiro é crítica para o estabelecimento da infecção. O flagelo e os pili são 
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estruturas motoras que permitem o movimento chamado swimming e twiching, 

respectivamente. Estas estruturas, principalmente pili do tipo IV, estão associadas a 

isolados virulentos (WINSTANLEY et al., 2016). Tanto o flagelo quanto os pili não 

são considerados contituintes clássicos do biofilme, entretanto, são extremamente 

importantes para a maturação do biofilme, uma vez que conferem a adesão inicial 

para o desenvolvimento do mesmo (MANN; WOZNIAK, 2012). A adesão, 

principalmente no epitélio respiratório, é favorecida pela produção de uma 

neuraminidase extracelular, codificada pelo gene nanI (DAVIES et al., 1999). Pouco 

se sabe da função desta enzima e quais condições favorecem sua produção em P. 

aeruginosa. Entretanto, foi relatado que a frequência desse gene foi menor em 

isolados sensíveis quando comparados com isolados ER (KAISER et al., 2017). 

A expressão de fatores de virulência pode variar de acordo com o 

sítio anatômico, progressão da doença, perfil de resistência dos isolados e 

tratamento das infecções. Desta forma, isolados de P. aeruginosa ER são 

fortemente formadores de biofilme, diferindo significativamente de isolados clínicos 

não-ER (KAISER et al., 2017). Além disso, a capacidade de formação de biofilme 

pode ser aumentada quando a bactéria é submetida à concentrações dentro da faixa 

terapêutica de antibióticos. Isto foi recentemente verificado por Kaiser e 

colaboradores (2017) onde dentro do grupo de isolados ER, uma grande 

subpopulação de células foi capaz de aumentar a formação de biofilme em resposta 

à exposição ao meropenem. Esta habilidade parece ser vantajosa para 

sobrevivência e persistência de P. aeruginosa no hospedeiro. 

 

3.4. Tipagem Molecular em P. aeruginosa  

 

Técnicas de tipagem molecular, como Pulsed-field Gel 

Electrophoresis (PFGE), Restriction Fragment Length Polumorphism Analysis 

(RFLP), Random Amplification of Polymorphic DNA (RAPD), Enterobacterial 

Repetitive Intergenic Consensus (ERIC-PCR) e Multilocus Sequence Typing (MLST) 

facilitam o entendimento a respeito das rotas de transmissão de infecções 

hospitalares por P. aeruginosa, bem como, definem os efeitos das intervenções 

(SUZUKI et al., 2016; AUDA et al., 2017). Contudo, apesar do desenvolvimento de 

diversas ferramentas moleculares para fornecer dados da epidemiologia hospitalar, 
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ainda restam dificuldades para a implementação destas técnicas, principalmente em 

relação à estrutura laboratorial, profissionais e custos (YUN et al., 2016). 

O PFGE é um método baseado na digestão do DNA genômico 

bacteriano por enzima de restrição e tem sido considerado “padrão-ouro” para o 

fornecimento de dados a respeito de surtos hospitalares, inclusive em P. aeruginosa. 

Esta técnica é altamente discriminativa, entretanto, requer muitas etapas 

laboratoriais, demandando tempo e profissionais treinados, limitando a utilização em 

laboratórios clínicos. Além disso, os padrões de bandas podem variar, o que torna 

difícil comparar resultados de diferentes estudos e/ou hospitais (YUN et al., 2016; 

SUZUKI et al., 2016). 

Desta forma, outras metodologias mais simples foram 

desenvolvidas, buscando o mesmo poder de discriminação e resultados 

contundentes (BROSSIER et al., 2015). Destes, Enterobacterial Repetitive Intergenic 

Consensus Sequence (ERIC)-PCR tem sido amplamente utilizado em BGN, 

principalmente enterobactérias, entretanto o seu uso tem aumentado em P. 

aeruginosa. Esta técnica se baseia na amplificação de regiões repetidas do genoma 

bacteriano, formando padrões de bandas. Recentemente mostrou-se que o ERIC-

PCR parece ser mais confiável em relação aos demais métodos baseados em PCR 

(AUDA et al., 2017). Tanto PFGE quanto ERIC-PCR geram padrões de bandas que 

precisam ser analisados por softwares e estes sistemas costumam ser onerosos, o 

que dificulta ainda mais a utilização destas técnicas em laboratórios clínicos de 

rotina. 

A análise por MLST se baseia na amplificação e sequenciamento de 

sete genes que compõem o metabolismo (genes housekeeping) de P. aeruginosa 

(acsA, aroE, guaA, mutL, nuoD, ppsA, trpE) (CURRAN et al., 2004). Esta 

metodologia demanda muitas etapas, inclusive a análise de sequências, e a 

complexidade torna difícil sua utilização em laboratórios de microbiologia clínica 

(AUDA et al., 2017). Contudo, esta metodologia apresenta altos níveis de 

concordância com o PFGE, e ainda possibilita a comparação entre isolados de 

diversas regiões no mundo em seu banco de dados (pubmlst.org/paeruginosa) 

(WATERS et al., 2012; ANNEAR et al., 2017). 

Atualmente, o banco de dados MLST apresenta 2758 Sequence 

Types (STs), em muitos casos, um ST apresenta um ou poucos isolados, entretanto 

alguns poucos STs estão associados a muitos isolados 
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(http://pubmlst.org/paeruginosa, acesso em 07/12/2017). Recentemente, foram 

apresentadas evidências da existência de isolados de P. aeruginosa MR/ER 

associados a clones disseminados em hospitais de todo o mundo e estes clones são 

denominados clones de alto risco, os quais tem desempenhado um papel principal 

na disseminação da resistência mundial. Os ST235, ST111 e ST175 são os ST mais 

difundidos mundialmente e em adição a estes três clones, o ST277 tem tido 

relevância devido a alta prevalência no Brasil, geralmente associado à disseminação 

de SPM-1 (SILVA et al., 2011; OLIVER et al., 2015; NASCIMENTO et al., 2016). 

Dos clones de alto risco, o ST235 é o mais disseminado 

mundialmente, sendo denominado por clone internacional de alto risco. 

Aproximadamente 100 diferentes determinantes de resistência já foram reportados 

em isolados de P. aeruginosa pertencentes a este clone, incluindo genes de 

resistência a beta-lactâmicos, aminoglicosídeos, fluoroquinolonas, rifampicina e 

cloranfenicol. Diversos genes codificadores de carbapenemases têm sido 

associados a este clone sendo blaVIM-2 o mais frequente, seguido pelos genes 

codificadores de variantes de IMP, OXA, GES, KPC e NDM (OLIVER et al., 2015; 

TREEPONG et al., 2017).  

Mulet e colaboradores (2013) avaliaram potenciais marcadores 

biológicos que possibilitam o sucesso destes clones e foi observado que os mesmos 

apresentaram maior formação de biofilme e frequência de mutação espontânea. Em 

contrapartida, produziram menos pigmentos (pioverdina e piocianina) e reduziram a 

motilidade, características observadas em infecções crônicas e persistentes. 

O sistema de secreção do tipo III (T3SS) é um importante fator 

diferencial dentre os três clones de alto risco de P. aeruginosa, uma vez que 

isolados pertencentes ao ST235 apresentam a produção da citotoxina ExoU (e não 

de ExoS) enquanto que os demais (ST111 e ST175) produzem ExoS (e não ExoU). 

ExoU é um determinante de grande impacto na virulência bacteriana uma vez que a 

produção desta citotoxina leva a uma injúria maior no tecido hospedeiro. Desta 

forma, a produção de ExoU por isolados pertencentes ao ST235 tem sido 

relacionada a um pior desfecho clínico dos pacientes, inclusive, foi associada ao 

aumento da mortalidade em casos de bacteremias por P. aeruginosa (EDELSTEIN 

et al., 2013; POBIEGA et al., 2015; PEÑA et al., 2015).  

Estudos com modelos murinos infectados por isolados pertencentes 

aos três clones de alto risco mostraram que a infecção pelo isolado pertencente ao 

http://pubmlst.org/paeruginosa
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ST235 foi responsável por maior taxa de mortalidade, bem como maior contagem de 

P. aeruginosa no fluido peritoneal dos animais (GÓMEZ-ZORRILLA et al., 2016). 

Recentemente, em modelos de C. elegans, o ST235 mostrou-se mais virulento em 

relação aos demais, o que mais uma vez foi atribuído à produção de ExoU 

(SÁNCHEZ-DIENER et al., 2017). 

Compreender a interação entre clones de alto risco, resistência 

antimicrobiana e virulência é de grande relevância para inferir o desfecho clínico das 

infecções por P. aeruginosa. 
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APRESENTAÇÃO 

 

Nesta tese de doutorado são apresentados três artigos científicos 

relacionados à detecção de mecanismos de resistência e virulência em isolados 

clínicos de Pseudomonas aeruginosa recuperados de pacientes atendidos no 

Hospital Universitário de Londrina (HU). 

No primeiro artigo, uma coleção de isolados clínicos de P. 

aeruginosa foi avaliada para a detecção de mecanismos de virulência e de 

resistência aos antimicrobianos. Neste trabalho é evidenciada a diversidade de 

genes de beta-lactamases detectada bem como a presença de importantes fatores 

de virulência relacionados a infecções nestes isolados clínicos. Enfatiza-se neste 

artigo a presença de clones epidêmicos mundiais de P. aeruginosa no HU, os quais 

estão relacionados à disseminação da resistência, surtos de infecções e mau 

prognóstico do pacientes. O artigo será submetido ao periódico Scientifcs Reports - 

Nature. 

O segundo estudo foi recentemente publicado no periódico 

Diagnostic Microbiology and Infectious Diseases (Balero de Paula et al., 2017). O 

artigo relata, pela primeira vez no Brasil, a detecção da carbapenemase VIM-7 

produzida por um isolado clínico de P. aeruginosa recuperado no HU em 2013, fora 

dos Estados Unidos da América, onde esta enzima foi primeiramente isolada no 

mundo. Este artigo foi desenvolvido em parceria com grupo de pesquisa do 

Laboratório ALERTA, da Escola Paulista de Medicina (UNIFESP). 

O terceiro artigo foi desenvolvido em forma de letter com o objetivo 

de descrever a presença de um isolado de P. aeruginosa recuperado em 2008 no 

HU no qual se detectou a enzima Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC) num 

período anterior a um surto de infecções por enterobactérias produtoras de KPC 

neste hospital. Enfoca-se, em especial neste trabalho, que o isolado clínico de P. 

aeruginosa é pertencente a um clone epidêmico mundial, de alto risco de 

disseminação e raramente detectado no Brasil. O artigo foi submetido ao periódico 

Journal of Global Antimicrobial Resistance. A realização deste estudo selou a 

parceria com o grupo de pesquisa liderado pela Dra Renata Cristina Picão do 

Laboratório de Investigação de Microbiologia Médica da Universidade Federal do Rio 

de Janeiro.  
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ABSTRACT 

In this study, 210 P. aeruginosa isolates were characterized for antimicrobial 

susceptibility testing, carbapenemase production and resistance encoding genes. The 

carbapenemase-producing isolates were tested for production of several virulence factors and 

their genetic relatedness was assessed by ERIC-PCR and MLST. High rates of carbapenem 

resistance were observed and only polymyxins showed activity against all isolates. The 

production of carbapenemases and metallo-beta-lactamases were detected in 33.3% and 

31.9% of the isolates by Blue Carba Test and Triple-Disc Synergy Test, respectively. 

Carbapenemase encoding genes were found among 70 isolates: blaSPM-1 (30.0%), blaKPC-2 

(1.4%), blaIMP-16 (0.9%), blaVIM -1 (0.4%) and blaVIM-7 (0.4%). Beta-lactamase encoding genes 

(blaGES-26, blaOXA-46 and blaCTX-M-15) and aminoglycoside resistance (rmtD) were detected. The 

blaIMP-16, blaVIM-1 and blaVIM-7 genes were detected in class I integrons. All the 

carbapenemase-producing isolates formed biofilm and presented the lasI and exoY genes. A 

total of 98.6% and 94.3% were producers of hemolysins and proteases. The plcH, lasB, toxA 

and exoS were detected in at least 94.3% of the isolates. Only one and four isolates showed 

the nanI and exoU, respectively. The molecular typing showed a high clonal diversity and five 

differents STs were obtained. The present study demonstrates a diversity of carbapenem 

resistance determinants and the presence of high-risk clones (ST235 and ST277) in HU. In 

addition, the clonal dynamics and virulence traits of carbapenemase-producing P. aeruginosa 

from this institution was revealed. 

 

1. INTRODUCTION 

Pseudomonas aeruginosa is one of the leading causes of health-care associated 

infections, which induces various disorders mainly in immunocompromised individuals, 

patients with cystic fibrosis and burn victims (Kariminik et al., 2017). This opportunistic 

pathogen is implicated in a wide variety of clinical infections, including pneumonia, skin 

structure infections, urinary tract infections, surgical site infections, wound burn and 

bloodstream infections (Sader et al., 2017). P. aeruginosa is naturally resistant to many drugs, 

and presents a remarkable ability to acquire further resistance mechanisms to multiple classes 

of antimicrobial agents (Subedi et al., 2017). Infections caused by multidrug-resistant (MDR) 

and extensively drug-resistant (XDR) strains severely compromises the treatment and are 

associated with increased morbidity, mortality, and health care costs (Oliver et al., 2015; 

O´Neill, 2016). 
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Carbapenems are potent broad-spectrum beta-lactamics used for treating MDR 

and XDR P. aeruginosa infections (Feng et al., 2017). The increasing resistance to these 

important antimicrobial agents has restricted their use and limited the antimicrobial options 

for infections caused by P. aeruginosa isolates (Labarca et al., 2016; Meletis, 2016). 

Although carbapenem resistance in P. aeruginosa may occur through different mechanisms, 

the acquired carbapenemases are of the utmost concern, due to their very wide hydrolytic 

spectrum that affect almost all beta-lactams; their increasing prevalence; as well their easily 

transmissible nature once they are frequently carried on mobile genetic elements, associated 

with genes conferring resistance to other classes of antimicrobials (Gniadek et al., 2016; 

Papagiannitsis et al., 2017). 

Beyond of to the various mechanisms of resistance detected among P. aeruginosa 

isolates, this microorganism can produce an arsenal of virulence attributes and to form biofilm 

(Schroeder et al., 2017; Moradali et al., 2017). These bacterial virulence traits act by 

increasing the tissue damage, causing cell death and necrosis and act helping bacteria to evade 

the host immune system recognition, contributing to the establishment and maintenance of the 

infectious process (Balasubramanian et al., 2013; Reinhart; Oglesby-Sherrouse, 2016). A 

complex regulatory circuit involving cell-to-cell signaling are associate with gene expression 

regulation, including the expression of resistance and virulence genes, and biofilm formation. 

Therefore, quorum sensing allows the bacteria to produce these factors in a coordinated 

manner (Wolloscheck et al., 2017). 

Biofilm is considered an important virulence factor of P. aeruginosa, and the 

biofilm formation is strongly correlated with antibiotic and immune system resistance, to 

virulence traits, and the course of infection (Di Domenico et al., 2017). P. aeruginosa 

virulence also includes the expression of soluble molecules such as toxins (exotoxins - A, U, 

Y, T and S) and enzymes (phospholipases, lipases and proteases) (Georgesku et al., 2016; 

Takata et al., 2017). 

High-risk clones are responsible for epidemics of nosocomial infections by 

MDR/XDR P. aeruginosa strains worldwide (Oliver, 2015). Biological parameters and 

virulence traits have been described and these strains showed significantly increased biofilm 

formation but reduced motility and production of pigments (Mulet et al., 2013). Moreover, 

another virulence factor, the presence of type III secretion system (TTSS genotype) has 

differentiated high-risk clones and has been correlated with the clinical outcome of the 

infected patients (Edelstein et al., 2013; Sánchez-Diener et al., 2017). 
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The aim of this work was to determine the molecular epidemiology, susceptibility 

profiles and resistance mechanisms of a large collection of P. aeruginosa clinical isolates 

obtained from a tertiary hospital in Southern Brazil. In addition, the genetic relatedeness and 

virulence profile of carbapenemase-producing isolates were analyzed, with a focus on high-

risk epidemic clones by MLST. 

 

2. MATERIAL AND METHODS 

2.1 Bacterial strains 

A collection of 210 P. aeruginosa isolates non-susceptible to ceftazidime, 

imipenem and/or meropenem, obtained from patients admitted to a teaching hospital in 

Londrina, Paraná, Brazil, over a period from June 2012 until May 2014. Isolates recovered 

from urine, respiratory tract samples, blood, soft tissues and from vigilance cultures were 

included in this study. Clinical specimens were collected from 197 patients hospitalized in 

intensive care units, clinical and surgical wards as well as from ambulatory. Isolates were 

phenotypically identified according conventional biochemical tests, morphological and 

growth characteristics, and using Vitek-2 System GN ID Card (bioMérieux, Marcy l´Etoile, 

France) and stored until this study. The identification of P. aeruginosa was confirmed by 

amplification of 16S ribosomal DNA according Spilker et al. (2004). For the antimicrobial 

susceptibility testing Escherichia coli (ATCC 25922) and P. aeruginosa (ATCC 27853) were 

used as quality control strains. 

 

2.2 Antimicrobial susceptibility testing 

Antimicrobial susceptibility to amikacin (30 µg), gentamicin (10 µg), aztreonam 

(30 µg), cefepime (30 µg), ceftazidime (30 µg), imipenem (10 µg), meropenem (10 µg), 

piperacillin-tazobactam (100/10 µg), colistin (10 µg), polymyxin B (300 units), ciprofloxacin 

(5 µg) and levofloxacin (5 µg) were determined by the disk-diffusion method, following 

Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI). The results were interpreted according to 

CLSI document M100-S27 (CLSI, 2017). The isolates were classified as MDR or XDR 

isolates according to proposed definitions by Magiorakos et al. (2012). Therefore, isolates 

non-susceptible at least one agent in at least three antimicrobial categories were considered 

MDR and isolates non-susceptible to at least one agent in at least six categories were known 

XDR. For the carbapenemase-producing isolates the minimum inhibitory concentrations 

(MICs) of imipenem, meropenem, ceftazidime, colistin and polymyxin B were performed 

according the CLSI guidelines (CLSI, 2012; CLSI, 2017). 
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2.3 Phenotypic detection of carbapenemase production 

The Blue-Carba test (BCT) (Pires et al., 2013) was performed for detection of 

carbapenemase production in P. aeruginosa isolates. For the BCT, a loop of a pure bacterial 

cultured in Muller Hinton plates was directly suspended in 100 μL of the test solution (0.04% 

aqueous solution of bromothymol blue pH 6.0, 0.1mmol/L ZnSO4 and 3 mg/mL of imipenem, 

final pH 7.0) and in 100 μL of the control solution (without imipenem, final pH 7.0), followed 

by incubation at 37°C for 2h. The change of color from blue/green to yellow in the test 

solution was observed in carbapenemase-producing isolates. Non-carbapenemase-producing 

isolates remained blue or green on both solutions. 

Phenotypic detection of metallo-beta-lactamases (MBL) was performed by triple-

disc synergy test (TDST) using imipenem, meropenem and ceftazidime as substrates and, the 

2-mercaptopropionic acid (2-MPA) and ethylenediamine tetra-acetic acid (EDTA) as MBL 

inhibitors (Arakawa et al., 2000). Briefly, an overnight culture was adjusted to 0.5 McFarland 

bacterial suspension and was inoculated on a Muller Hinton agar plate. Imipenem (10 μg), 

meropenem (10 μg) and ceftazidime (30 μg) disks were aligned around blank filter disks 

containing 5.0 μL of 100 mM EDTA and 3.0 μL of 2-MPA. The distances tested between the 

substrates and inhibitors were 1.5 and 2.0 cm (from center to center) for EDTA and 2-MPA, 

respectively. The appearance of either an enhanced or a phantom zone between the 

antimicrobial agents and the inhibitor disk was considered a positive result and indicative of 

MBL production. 

 

2.4 Detection of resistance encoding genes and integrons 

Detection of class A (blaTEM, blaSHV, blaCTX-M, blaGES, blaKPC), class B (blaIMP, 

blaVIM, blaSPM, blaGIM, blaSIM, and blaNDM) and class D (blaOXA-23, blaOXA-24, blaOXA-51, 

blaOXA-58, blaOXA-143 and blaOXA-48) beta-lactamases genes, 16S rRNA methylases genes (rmtA, 

rmtC, rmtD and rmtG), plasmid-mediated qnr genes (qnrD, qnrA, qnrS, qnrC, qnrB and 

qnrVC) and the plasmid mediated colistin resistance gene (mcr-1) were performed using 

specific primers and cycling parameters described elsewhere (Kraychete et al., 2016; Wang et 

al., 2006; Mendes et al., 2007; Doyle et al., 2012; Woodford et al., 2006a, 2006b; Higgins et 

al., 2010; Wang et al., 2016; Liu et al., 2016). Integrases encoding genes of class I, II and III 

integrons (intI, intII and intIII) were also tested (Lévesque et al., 1995). Amplicons of blaKPC, 

blaIMP, blaVIM, blaGES and blaCTX-M were purified with the QIAquick PCR purification kit 

(Qiagen, Germany) and sequenced in both strands using the Applied Biosystems 3500 genetic 

analyzer equipment (Applied Biosystems, USA). Integrons harboring MBL-encoding genes 
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were characterized by PCR and DNA sequencing using specific -IMP, -VIM primers in 

combination with 5´CS and 3´CS primers of the conserved regions of class I integrons (Picão 

et al., 2012). 

 

2.5 Detection of virulence-associated genes 

Detection of virulence genes encoding for elastase (lasB), hemolytic 

phospholipase (plcH), exotoxin A (toxA), type III secretion system (exoU, exoS and exoY), 

extracellular neuramnidase (nanI) and a component of quorum sensing (lasI), were conducted 

by PCR using published primers (Lanotte et al., 2004; Mitov et al., 2010 Sabharwal et al., 

2014; Sawa et al., 2014) 

 

2.6 Phenotypic detection of virulence factors 

The isolates were previously grown in Muller-Hinton agar at 37°C for 18h. The 

cell density was adjusted to 1x10
7
 colony forming units (CFU)/mL and this standard 

inoculum was used in the tests. The experiments were carried out in triplicate on three 

different occasions, except when specified. P. aeruginosa PA01 was included in all 

experiments. 

 

2.6.1 Biofilm Formation 

Biofilm production on an abiotic surface was quantified adding 200 µL of the 

standard suspension in a 96-well flat-bottomed polystyrene microtiter plate (Techno Plastic 

Products, Switzerland). Negative control wells containing only TSB were included. The plates 

were incubated under aerobic conditions at 37°C for 24h without agitation. After the 

incubation period, the medium was aspirated off and non-adherent cells were removed by 

washing thoroughly three times with sterile phosphate-buffered saline (0.2M, pH 7.2). The 

adherent bacterial film was fixed with cold methanol for 15 minutes and then stained with 

filtered 1.0% crystal violet. Bound dye was released by adding 33.0% acetic acid (Georgescu 

et al., 2016). Absorbance was measured spectrophotometrically at 570 nm. Experiments were 

carried out in quintuplicate on three different occasions. Biofilm formation was scored 

according to the criteria proposed by Stepanovic et al. (2000). 

 

2.6.2 Hemolytic Activity 

Hemolytic activity on blood agar plates were tested by inoculating 10 µL of the 

standard inoculum in the center of agar base supplemented with 5.0% sheep erythrocytes. The 
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plates were then incubated at 37°C for 24h. The presence of a clear colourless zone 

surrounding the colonies indicated hemolytic activity (Tayabali et al., 2012).  

 

2.6.3 Proteolytic Activity 

Protease production was evaluated by using protease plates containing skim milk 

powder agar according to Sokol et al. (1979). Ten microliters of standard inoculum was 

placed on the agar medium surface. The presence of a clear colourless zone surrounding the 

colonies indicated protease actibity. 

 

2.6.4 Aesculin Hydrolisys 

For aesculinase activity, a medium supplemented with 1.0% aesculin and 0.5% 

ferric ammonium citrate was used. Briefly, the standard inoculum was inoculated on the 

agar medium surface. Enzyme production was detected after 24h of incubation, at 37°C. A 

black precipitate around the culture, due conversion of esculin to esculetin, was considered 

a positive reaction (Qadri et al., 1980). 

 

2.7 Molecular typing 

The genetic relatedness among carbapenemase-producing isolates was 

investigated by amplification of the Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus 

Sequence (ERIC-PCR). The amplicons were analysed after gel electrophoresis and staining 

with ethidium bromide (0.5 µg/mL). The gel was photographed and analysed using L-Pix 

Touch (Loccus, Cotia, Brazil). Band patterns were analysed with BioNumerics v. 6.6 

(Applied Maths, Kortrijk, Belgium) using the Dice coefficient and unweighted pair group 

method with arithmetic mean pair group method with arithmetic average. Isolates with 93% 

level of similarity were considered clonally related (Silbert et al., 2004). 

One isolate of each carbapenemase-producing P. aeruginosa group and one SPM-

1-producing isolate arbitrary selected from the most abundant genetic group detected by 

ERIC-PCR were selected for determining the Sequence Types (ST) by standard DNA 

amplification of the seven house-keeping genes (acsA, aroE, guaA, mutL, nuoD, ppsA and 

trpE) (Cacci et al., 2016). The PCR products were sequenced in both directions and the 

sequences were compared with the allele sequences and ST profiles hosted in the MLST 

database available at http://pubmlst.org/paeruginosa. 

 

 

http://pubmlst.org/paeruginosa
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2.8 Statistical Analysis 

Qualitative variables associated with P. aeruginosa isolates were analyzed using 

the Chi-square test and Fisher's exact test when appropriate. All analyses were performed 

using the Statistical Package for Social Sciences (SPSS) software version 20.0, and p value 

less than 0.05 was considered significant. 

 

3. RESULTS 

3.1 Demographic characteristic of patients 

A total of 197 patients were enrolled in this study and of these, 138 (70.0%) were 

males and 59 (29.9%) females, and their ages ranged from 0 to 90 years. The 210 isolates 

were obtained from specimens originated from urinary tract (42 isolates, 20.0%), respiratory 

tract (50 isolates, 23.8%), bloodstream (5 isolates, 2.4%), soft tissue (18 isolates, 8.6%), swab 

(84 isolates, 40.0%), catheter tips (2 isolates, 0.9%) and non-respiratory secretions (9 isolates, 

4.3%). Clinical specimens were collected from patients hospitalized in intensive care units 

(91, 43.3%), clinical and surgical wards (58, 27.6%), emergency room (48, 22.8%), pediatrics 

units (5, 2.4%), as well as from ambulatory (8, 3.8%) as a standard care procedure and were 

stored for this study. Statistical analysis was carried out between the demographics data of 

patients infected by P. aeruginosa isolates (producing-carbapenemase and non-producing-

carbapenemase) and no association was detected in the gender of the patients (Chi-Square = 

0.407; P = 0.52), age of the patients (Chi-square = 5.185; P = 0.26), hospital units (Fisher's 

exact test = 6,041; P = 0.19), as well as in clinical materials (Fisher's exact test = 8,274; P = 

0.08) (Table 1). 

 

3.2 Antibiotic susceptibility profile and carbapenemase/metallo-beta-lactamase 

production 

Of the 210 isolates, 115 isolates (54.76%) were considered XDR and 67 (31.90%) 

were considered MDR. High resistance rates were found for carbapenems (80.95% for 

imipenem and 78.09% for meropenem) and fluoroquinolones (77.62% for ciprofloxacin and 

78.57% for levofloxacin). Resistance was also found for ceftazidime (63.81%), cefepime 

(59.05%), amikacin (72.86%), gentamicin (72.38%), piperacillin/tazobactam (40.47%) and 

aztreonam (32.86%). None isolates was resistant to polymyxins (Table 2). 

Of the 210 isolates, 70 (33.33%) were phenotypically identified as carbapenemase 

producers by BCT and the MBL production was detected in 67 isolates (31.90%) by the 

performance of the TDST. 
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Among the 70 carbapenemase-producing isolates, higher rates of resistance were 

detected for: cefepime (100.00%), ceftazidime (98.57%), imipenem (97.14%), meropenem 

(95.71%), amikacin (97.14%), gentamicin (97.14%), ciprofloxacin (95.71%) and levofloxacin 

(95.71%) (Table 2). Of these isolates, 47 (67.14%) and 23 (32.86%) were considered XDR 

and MDR, respectively. MICs ranging from 16 to ≥128 μg/mL for ceftazidime, 2 to ≥128 

μg/mL for imipenem and 0.5 to ≥128 μg/mL for meropenem were detected. All isolates were 

susceptible to colistin and polymyxin B with MICs from 0.5 to 2 μg/mL and 0.25 to 1 μg/mL, 

respectively.  

 

3.3 Molecular resistance encoding genes 

Among the collection of 210 isolates, 70 (33.33%) harbored a carbapenemase 

gene. The most frequent carbapenemase gene identified was blaSPM (63/30.00%), followed by 

blaKPC (3/1.43%), blaIMP (2/0.95%) and blaVIM (2/0.95%). Sequencing analysis revealed the 

SPM-1, KPC-2, IMP-16, VIM-1 and VIM-7 carbapenemases. 

Seven isolates harboring blaGES-26, four isolates with blaOXA-46, one isolate with 

blaCTX-M-15 and one with rmtD were also detected. The co-existence of blaGES-26 with blaSPM-1 

was reported in four isolates. The blaOXA-46 was observed in co-existence with isolates 

harboring blaIMP-16 or with blaVIM-7. In one XDR isolate, three beta-lactamase-coding genes 

(blaVIM-1, blaCTXM-15 and blaOXA-46) were observed. 

Genes of class I integrases were found in the IMP-16, VIM-1 and VIM-7- 

producing P. aeruginosa isolates. None class II and III integrases genes were detected. The 

variable region of the IMP-16-producing isolates presented only the blaIMP-16 cassete gene in 

the class I integron. Analysis of variable region of class I integrons harboring the blaVIM-1 and 

blaVIM-7-genes showed that these MBL genes were localized in the first position of this 

element, followed by an aminoglycoside-modifying enzyme (aacA4). A narrow-spectrum 

oxacillinase encoding gene (blaOXA-46) followed by qac∆E1/sulI were located at the 3´-CS. 

 

3.4 Dissemination of carbapenemases and international clones 

Analysis of genetic similarity by ERIC-PCR showed great clonal diversity among 

the 70 carbapenemases-producing isolates (Figure 1). Eighteen clusters (named A-R) were 

identified and the genotypes most representatives were H (12 isolates), K (12 isolates), C (10 

isolates) and D (8 isolates). SPM-1-producing isolates were distributed in 14 genotypes. The 

two IMP-16 producing isolates belonged to genotype N. The genotype Q included the three 

KPC-2 producing isolates. 
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The five isolates submitted to MLST analysis were assigned to differents STs: the 

KPC-producing isolate was identified as ST235, the VIM-1 as ST230, the VIM-7 as ST1284, 

the IMP-16 as ST273 and the SPM-1 as ST277 (Table 3). 

 

3.5 Virulence factors 

Virulence factors were phenotypically and molecularly analyzed in the 70 

carbapenemase-producing isolates. All isolates were able to form biofilm, of which 22 

(31.43%), 18 (25.71%) and 30 (42.86%) isolates were considered as weak, moderate and 

strong biofilm producers, respectively. Sixty-nine (98.57%) of the P. aeruginosa 

carbapenemase-producing isolates showed hemolysis on blood agar. Protease activity was 

detected in sixty six (94.28%) isolates. Aesculin hydrolysis was not detected (Table 4). 

All carbapenemase-producing isolates harbored three or more virulence encoding 

genes analyzed here but none isolate presented all genes together. The lasI and exoY were 

detected in all isolates. The plcH gene was detected in 68 (97.14%) isolates. Sixty-seven 

(95.71%) isolates had toxA and lasB. The exoS and exoU genes were detected in sixty six 

(94.28%) and four (5.71%) isolates, respectively. Only one isolate (1,43%) showed the nanI 

gene (Table 5). 

Some variations were verified on the distribution of the type III secretion toxin-

encoding gene where exoY
+
/exoS

-
/exoU

-
, exoY

+
/exoS

+
/exoU

-
, exoY

+
/exoS

-
/exoU

+
 and 

exoY
+
/exoS

+
/exoU

+
 genotypes were detected. The majority (64/91.43%) of the isolates 

showed the genotype exoY
+
/exoS

+
/exoU

-
. The exoY

+
/exoS

-
/exoU

-
 was found in two isolates, 

both SPM-1-producing isolates. The genotype exoY
+
/exoS

-
/exoU

+
 was found in three isolates, 

all KPC-2-producing isolates, and only the VIM-1-producing isolate showed of genotype 

exoY
+
/exoS

+
/exoU

+
. 

No association between the virulence determinants and the origin of the clinical 

material was detected [hemolysin (Fisher's exact test = 4.448, P = 0.34); protease (Fisher's 

exact test = 1.469; P = 0.83); biofilm production (Fisher's exact test = 10,810; P = 0.21); nanl 

(Fisher's exact test = 0.806, P = 0.93); lasB (Fisher's exact test = 1.397, P = 0.845); plcH 

(Fisher's exact test = 1.637, P = 0.802); toxA (Fisher's exact test = 1.241; P = 0.87); exoU 

(Fisher exact test = 2920; P = 0.571); exoS (Fisher exact test = 4.203, P = 0.37)]. 

A statistically significant association was found between the type of 

carbapenemase and the hemolysin production (Fisher's exact test = 34.493; P <0.001; V of 

Cramèr = 0.70), indicating a change in the pattern of IMP-16-producing isolates. Furthermore, 

statistically significance was observed in the exoU (Fisher's exact test = 70,000, P <0.01) and 
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exoS detection (Fisher's exact test = 40.803; P <0.01) with the KPC-2-producing isolates 

(Table 4 and 5). 

 

4. DISCUSSION 

The increasing prevalence of MDR and XDR P. aeruginosa in the healthcare 

settings is alarming, as it has limited the therapeutic options for infections caused by this 

bacterium. In this study, a high prevalence of both MDR and XDR P. aeruginosa exhibiting 

various resistance encoding genes was detected in our hospital. 

Until few years ago, carbapenems had excellent clinical utility for the treatment of 

infections by MDR P. aeruginosa because of their potent activity against this organism. 

However, this pathogen developed resistance mechanisms after relentless exposure to 

carbapenems and other classes of antimicrobial agents (Labarca et al., 2016). In a global 

surveillance program involving a total of 8010 P. aeruginosa isolates from different clinical 

specimen recovered from Asia-Pacific, Europe, Latin America, the Middle East-Africa and 

North America the meropenem resistance was found to be 26.7% (Karmierczak et al., 2016). 

In another surveillance study, Rosenthal et al., (2016) reported rates of 

carbapenem-resistance ranging from 26.1 to 44.4% in P. aeruginosa isolated from device-

associated healthcare infections in Latin America, Europe, Eastern Mediterranean, Southest 

Asia and Western Pacific. 

Data from Latin America is noteworthy once that resistance to carbapenems is 

higher compared to the United States and Europe with Brazil showing the highest resistance 

rates among other countries from Latin America (Labarca et al., 2016). In contrast, Dantas 

and colleagues (2017) found lower rates of MDR and XDR P. aeruginosa isolates compared 

to the present study. Similar carbapenem resistance rate in P. aeruginosa isolates in a study 

from EUA and another from Brazil (Polotto et al., 2012; Lob et al., 2017), nevertheless, 

Ribeiro and colleagues (2016) observed all isolates resistant to carbapenems. As in our work, 

no resistance to polymyxins was observed in several other studies (Polotto et al., 2012; 

Ribeiro et al., 2016; Estepa et al., 2016; Maroui et al., 2016; Dantas et al., 2017; Mirsalehian 

et al., 2017). These different rates observed could be due to differences in antibiotic usage 

between Brazil and the countries where these studies were done. 

In this study the TSDT and BCT correlated with carbapenemase gene detection. 

Our data showed that carbapenem resistance in this study was mainly mediated by MBL. Our 

results showed higher rates of detection of carbapenemase-enconding genes than European 

studies (Japoni et al., 2014; Castanheira et al., 2014; Fan et al., 2016; Maroui et al., 2016; 
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Feng et al., 2017). As in other studies, the great majority of the carbapenemase-producing 

isolates presented MBL-encoding genes and similar proportions of MBL-positive strains were 

reported (Franco et al., 2010; Maroui et al., 2016), indicating that these strains are a persistent 

problem. In Brazil, similar results were obtained in other studies, with predominance of SPM-

1- producing isolates and presence of IMP, KPC and VIM-type genes (Polotto et al., 2012; 

Rizek et al., 2014; Cacci et al., 2016; Dantas et al., 2017). A Brazilian study showed lower 

rates of carbapenemase-producing isolates (19.15%) and genetic analysis revealed that, 

consistently with findings of other studies performed in Brazil, the MBL SPM-1 was the most 

prevalent acquired beta-lactamase among P. aeruginosa isolates recovered from patients of 

HU (Kos et al., 2015; Escandón-Vargas et al., 2016; Dantas et al., 2017). 

Both IMP and VIM variants were confirmed to be associated with class I integron, 

which can be mobilized by transposition or plasmid conjugation (Kazmierczak et al., 2016). 

The two IMP-16 producers carried only the gene cassete blaIMP-16 on the class I integron as 

described in a previous report by Picão and colleagues (2012) that analised isolates recovered 

from this same hospital ten years ago. The genetic context of blaVIM-1 was similar to that of 

blaVIM-7 described previously (Balero de Paula et al., 2017). However, they were different 

those described by Li et al. (2008). The MBL-encoding gene was the first gene cassette of 

class 1 integron, followed by an aminoglycoside-modifying enzyme (aacA4). In addition, the 

blaOXA-46, followed by qacEΔ1/sul1 genes were located at the 3’-CS. 

Carbapenem-resistant isolates without carbapenemase genes detected in this study 

alludes to the occurrence of additional non-carbapenemase resistance mechanisms. Three 

factors are responsible for the acquired resistance to carbapenems: upregulated efllux pumps, 

loss of the outer-membrane protein encoding gene oprD (porin loss) and the production of 

enzymes hydrolyzing of carbapenems (carbapenemases) (Kateete et al., 2016). Non-

carbapenemase mediated mechanisms need further investigations as we did not extensively 

characterize them in this study. Decreased permeability and increased efflux are the most 

prevalent carbapenem resistance mechanism. However, carbapenemase production is 

increasing worldwide as a major mechanism of carbapenem resistance among P. aeruginosa 

isolates and partly is due to the location of most of these encoding genes in mobile elements 

(Meletis et al., 2015). 

In addition to resistance mechanisms, P. aeruginosa express a notable number of 

virulence factors contributing for the stablishment of infections. Most of these determinants 

are related to molecules associated with bacteria surface and secreted factors. These factors 

may facilitate the disruption of epithelial integrity and interfere with the immune system 
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functions, causing host tissue damage and cell death (Hamood et al., 1996; Jaffar-Bandjee et 

al., 1995; Khalil et al., 2015; Park et al., 2016). 

All isolates harbored the lasI gene that encodes an autoinducer synthase, a 

component of the Las signaling system, which triggers the expression of the extracellular 

toxins: elastase (LasB), protease (LasA and AprA) and exotoxin A (ExoA) (Gambello et al., 

1993; Sharma et al., 2014; Rasamiravaka et al., 2016). This could explain the high rates of 

isolates producers of proteases. 

The enzymatic activities of proteases and elastases are important virulence factors 

during P. aeruginosa-host interplay, and contribute to the establishment of the infectious 

process (Gelattly; Hancock, 2013; Jayaseelan et al., 2014). Elastases (encoded by lasB gene) 

are able to destroy eukaryotic proteins such as collagen, elastin and other structural proteins of 

the cells (Galdino et al., 2016; Newman et al., 2017; Benie et al., 2017). The exotoxin A is 

another secreted virulence factor and is the major member of the type II secretion system 

which targets elongation factor inhibiting the protein synthesis. The plcH gene was detected 

in most of P. aeruginosa that also presented a hemolytic activity on sheep blood. In fact, the 

plcH gene encodes a hemolytic phospholipase that also hydrolyses the lipids of the cellular 

membranes and lung (Fadhil et al., 2016; Khattab et al., 2015; Wargo et al., 2011). The 

expression of plcH can be activated in the presence of choline and betaine, which protect P. 

aeruginosa against the effects of hyperosmolar environments (Sage; Vasil, 1997). 

P. aeruginosa also possesses a virulence mechanism known as the type III 

secretion system (TTSS) that allows the injection of four effector cytotoxins (exotoxins U, S, 

Y and T) into the cytosol of target eukaryotes (Sawa et al., 2014). In contrast to the exoT and 

exoY gene, which is found in almost all strains, the exoS is present only in about 58-72% of 

P. aeruginosa strains and the exoU is less frequent (28-42%) (Hauser, 2009; Kung et al., 

2010; Takata et al., 2017; Juan et al., 2017). Here, all P. aeruginosa isolates harbored exoY 

gene and the majority also harbored the exoS gene, and these data are in agreement with other 

studies (Pobiega et al., 2015; Ferreira et al., 2015; Zhang et al., 2014). The exoU encodes a 

potent phospholipase, which was found only in the KPC-2 and VIM-1-producing isolates. 

Previous studies described that the ExoU and ExoS are mutually exclusive in the majority of 

P. aeruginosa clinical isolates (Reboud et al., 2017). The production of different enzymes 

determines a distinct host tissue injury, and ExoU presents a greater impact in bacterial 

virulence (Engel; Balachandran, 2009; Peña et al., 2015). 

Similar to other studies all P. aeruginosa isolates were able to form biofilm on 

polyestirene surface in this study (Di Domenico et al., 2017; Meradji et al., 2016; Silva et al., 
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2014). Biofilm is considered an important virulence factor in P. aeruginosa. The mature 

biofilm matrix acts as a barrier against the antimicrobials penetration, difficulting the 

treatment of infections. In addition, the biofilm formation allows bacteria to elude the host 

immune response and confer protection against the damage effects of reactive oxygen species 

and ultraviolet radiation (Di Domenico et al., 2017; Flemming; Wingender, 2010; Wolska; 

Kot, 2013). Because of the extreme resistance to biofilm cells, most persistent chronic 

infections are believed to be associated with biofilms (Kim; Lee, 2016). 

In this study ERIC-PCR was used to examine genetic relatedness of 

carbapenemase-producing P. aeruginosa isolates and a great genetic variability among this 

population was found, indicating that there is no clonal relationship. The SPM-1-producing 

isolates belonged to fourteen clonal groups and were recovered from patients hospitalized in 

the intensive care units, clinical and surgical wards and emergency room, suggesting that 

these areas have an important role in the nosocomial spread of the strains. According to 

previous studies, clonal dissemination of P. aeruginosa is considered low and the 

carbapenemase-producing isolates exhibit a high genetic diversity and varied resistant 

patterns (Fan et al., 2016). The IMP-16 and KPC-2-producing isolates showed the same 

ERIC-PCR pattern displayed by previously P. aeruginosa IMP-16 and KPC-2-producing 

isolates detected in our institution (data not shown). These results highlight the attention on 

the possible rapid spread of these determinants of resistance in P. aeruginosa isolates and for 

the fact that these strains may become a reservoir of these transmissible resistance 

mechanisms in HU. 

However, other studies have been reported that P. aeruginosa carbapenemase-

producing isolates can spread clonally, and some have been associated with successful high-

risk ST, such as ST 111, 175 and 235. These high-risk clones have played a major role in the 

spread of resistance worldwide and are associated with high mortality of patients infected by 

these isolates (Oliver et al., 2015). Based on MLST scheme, the five representative isolates 

were classified in five different STs, including the ST235 and ST277, considered high risk 

clones with globally and Brazil associated dissemination, respectively (Oliver et al., 2015). 

The major limitation of this study is the small number of samples submitted to MLST 

analysis. Despite this, our findings have important implication, once high-risk STs and a 

diversity of clone were detected. 

The present study demonstrates that the SPM-1-producing isolate belongs to the 

ST277 wich is extremely prevalent in Brazil, and is associated with the dissemination of 

SPM-1 P. aeruginosa producing clone SP in our country (Silva et al., 2011; Cavalcanti et al., 
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2015). A study showed the blaSPM-1 is integrated into genomic islands inserted in the 

chromosome of P. aeruginosa and this fact could explain why the blaSPM-1 is virtually 

restricted to a specific clone (ST277) and not easily disseminated as other MBL genes 

(Silveira et al., 2016). 

The KPC-2-producing isolate belonged to ST235, the major P. aeruginosa 

multidrug-resistant involved in class A (BEL, CTX-M, PER and GES enzymes), class B 

(FIM, IMP, VIM and SPM variants) and class D beta-lactamases dissemination in Europe and 

Asia (Oliver et al., 2015; Treepong et al., 2017). The ST235 has also been involved in KPC-2 

dissemination in Colômbia (Correa et al., 2015) and was detected in a KPC-2-producing P. 

aeruginosa isolate recovered from our hospital in 2008 (Paula-Petroli et al., 2017). This 

international high-risk clone is associated with poor clinical outcome and isolates belonging 

to this clone often have an increase biofilm formation (Mulet et al., 2013). Genomic analysis 

of P. aeruginosa ST235 isolates showed that the ability of acquire antimicrobial resistance 

genes and the presence of the exoU gene are responsible for the success of dissemination of 

this high-risk clone worldwide (Treepong et al., 2017). Indeed, in our study the isolate 

belonging to ST235 presents the exoS
-
/exoU

+
 genotype and is a strong biofilm producer. In 

addition, this isolate express the pore-forming enzymes and hemolysin.  

A single-locus variant of the ST235 (ST230) was detected in the VIM-1-

producing isolate. The ST230 was classified as clonal complex BG11 and detected in VIM-4-

producing strains isolated from Greece and Sweden (Giske et al., 2006). The VIM-1-

producing isolate of our study, belonged to ST230 harbored the genes exoY, exoS, and exoU, 

is associated with acute infection and correlated with a worse outcome in clinical infections. 

In addition, this XDR isolate was a strong biofilm producer, express most of virulence factors 

tested, and only the nanI gene was not detected in its genome. Therefore, attention to this 

isolate could be given, once that it is correlated with high-risk clones. 

The carbapenem-susceptible IMP-16 isolate belonged to ST273. Few isolates 

belonging to this ST were described in the literature. The MLST database shows isolates from 

Poland and Australia. In addition, Slekovec et al. (2012) detected MDR P. aeruginosa strains 

recovered from a hospital wastewater in France belonging to this ST. 

The ST1284 was found in study, in a Portuguese VIM-2-producing isolate and in 

non-carbapenemase-producing isolates in China (Botelho et al., 2015; Feng et al., 2017). The 

high genetic variability observed in these isolates show a high antibiotic pressure that is 

conductive to the presence of new clones such as ST230, ST1284 and ST273 reported for the 

first time in Brazil. 
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5. CONCLUSION 

The present study demonstrates a diversity of carbapenems resistance 

determinants and the presence of high-risk clones in HU. In addition, the clonal dynamics and 

virulence traits of carbapenemase-producing P. aeruginosa from this institution was revealed. 

It was observed that carbapenemase producing isolates were extremely resistant to most 

clinically available antimicrobial agents and the resistance to carbapenems was mediated by 

Ambler´s class A (KPC-2) and class B (SPM-1, IMP-16, VIM-1, VIM-7). Our results also 

showed that the carbapenemase-producing isolates exhibit a variable ability to produce 

different virulence determinants. Multi-drug resistance in addition to the presence of virulence 

factors, moderate clonal relation and the presence of high-risk clones are aspects of great 

concern that require control to avoid the dissemination of these carbapenem resistant isolates. 

In addition, these results highlight the attention on the possible rapid spread of these 

determinants of resistance in P. aeruginosa isolates and for the fact that these strains may 

become a reservoir of these transmissible resistance mechanisms. 
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Table 1: Demographic and clinical characteristics of patients infected by 

ceftazidime/carbapenem non-susceptible P. aeruginosa 

 Number of isolates 

Characteristic Total (%) Non-CP (%)
a
     CP (%)

b
 p value 

Gender     

   Female 59 (29.9) 40 (31.5) 19 (27.1) 
0.52 

   Male 138 (70.0) 87 (68.5) 51 (72.9) 

Age     

   ≤20 26 (13.2) 20 (15.7) 6 (8.6) 

0.26 

   21-40 38 (19.3) 27 (21.3) 11 (15.7) 

   41-60 47 (23.9) 31 (24.4) 16 (22.9) 

   61-80 69 (35.0) 38 (29.9) 31 (44.3) 

   >80 17 (8.6) 11 (8.7) 6 (8.6) 

Hospital Units     

   Intensive Treatment Unit 91 (43.3) 66 (47.1) 25 (35.7) 

0.19 

   Emergency Room 48 (22.9) 25 (17.9) 23 (32.9) 

   Nursery 58 (27.6) 38 (27.1) 20 (28.6) 

   Ambulatory 8 (3.8) 6 (4.3) 2 (2.9) 

   Pediatrics 5 (2.4) 5 (3.6) 0 (0.0) 

Clinical Specimens     

   Tissue 18 (8.6) 13 (9.3) 5 (7.1) 

0.08 

   Catheter tip (>15 colonies) 2 (0.9) 1 (0.7) 1 (1.4) 

   Tracheal secretion (>10
6
 

UFC/mL) 
50 (23.8) 38 (27.1) 12 (17.1) 

   Swab surveillance 84 (40.0) 45 (32.1) 39 (55.7) 

   Urine 42 (20.0) 29 (20.7) 13 (18.6) 

   Non-respiratory fluids and 

secretions 
9 (4.3) 9 (6.4) 0 (0.0) 

   Blood 5 (2.4) 5 (3.6) 0 (0.0) 

a
Non-CP: Noncarbapenemase-producing isolates; 

b
CP: Carbapenemase-producing isolates 
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Table 2: Antibiotic resistance patterns of the studied isolates.  

Drug name 
Total 

(%) 

Non-CP 

(%) 

CP 

(%) 
p value 

Aminoglycosides     

   Gentamicin 152 (72.4) 84 (60.0) 68 (97.1) 0.95 

   Amikacin 153 (72.9) 85 (60.7) 68 (97.1)  

Antipseudomonal carbapenems     

   Imipenem 170 (80.9) 102 (72.9) 68 (97.1) 0.78 

   Meropenem 164 (78.1) 96 (68.6) 68 (97.1)  

Antipseudomonal cephalosporins     

   Ceftazime 134 (63.8) 65 (46.4) 69 (98.6) 0.42 

   Cefepime 124 (59.0) 54 (38.6) 70 (100.0)  

Monobactam     

   Aztreonam 69 (32.9) 64 (46.4) 5 (7.1)  

Antipseudomonal fluoroquinolones     

   Ciprofloxacin 163 (77.6) 96 (68.6) 67 (95.7) 0.92 

   Levofloxacin 165 (78.6) 98 (70.0) 67 (95.7)  

Antipseudomonal penicillins + 

beta-lactamase inhibitor 
   

 

   Piperacillin/tazobactam 85 (40.5) 49 (35.0) 36 (51.4)  

Polymyxins     

   Colistin 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0)  

   Polymyxin B 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0)  

a
Non-CP: Noncarbapenemase-producing isolates (n=140); 

b
CP: Carbapenemase-producing 

isolates (n=70) 
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Table 3: Clinical characteristics, clonal relationship, virulence and resistance features of five carbapenemase-producing P. aeruginosa isolates. 

Sample Ward 
Undelying 

disease 
Outcome 

Sequence 

type 

Virulence 

Profile 

Carbapenemase 

Resistance Genes 

Integron 

Class I 

Resistance 

Profile 

Minimum Inhibitory 

Concentration 

(µg/mL) 

Pa 

2614 

Femine 

Ward 

Peripheral 

Arterial 

Insufficiency 

Discharge 

from 

hospital 

ST277 

lasI, lasB, 

toxA, plcH, 

exoY and exoS 

PR, HE, + 

SPM-1 - 

AK, CN, CTX, 

FEP, CAZ, IMI, 

MEM, CIP, 

LEV 

CAZ: ≥128 

IMI: 128 

MEM: 128 

COL: 1 

POLB: 0.5 

Pa 

2491 

Male 

Ward 

Urinary Tract 

Infection 

Discharge 

from 

hospital 

ST230 

lasI, lasB, 

toxA, plcH, 

exoY, exoS 

and exoU  

PR, HE, +++ 

VIM-1 

VIM-1, 

aca4, 

OXA-46 

AK, CN, AZT, 

CTX, FEP, 

CAZ, IMI, 

MEM, PTZ, 

CIP, LEV 

CAZ: ≥128 

IMI: ≥128 

MEM: ≥128 

COL: 1 

POLB: 0.5 

Pa 

2815 
ICU2 

Fracture of 

the humerus 
Death ST1284 

lasI, lasB, 

toxA, plcH, 

exoY and exoS 

HE, +++ 

VIM-7 

VIM-7, 

aca4, 

OXA-46 

AK, CN, AZT, 

CTX, FEP, 

CAZ, IMI, 

MEM, PTZ, 

CIP, LEV 

CAZ: ≥128 

IMI: 128 

MEM: 128 

COL: 1 

POLB: 0.5 

Pa 

2622 

Male 

Ward 

Multiple 

trauma 
Death ST235 

lasI, lasB, 

toxA, plcH, 

exoY and exoU 

PR, HE, +++ 

KPC-2 - 

AK, CN, AZT, 

CTX, FEP, 

CAZ, IMI, 

MEM, PTZ, 

CIP, LEV 

CAZ: ≥128 

IMI: 128 

MEM: 128 

COL: 1 

POLB: 0.5 

Pa 

2665 

Male 

Ward 

Fracture of 

the femur 
Death ST273 

lasI, lasB, 

toxA, plcH, 

exoY and exoS 

PR, +++ 

IMP-16 IMP-16 
AK, CN, LEV, 

CTX, CIPRO 

CAZ: 32 

IMI: 2 

MEM: 0.5 

COL: 1 

POLB: 0.5 

PH: phospholipase; PR: protease; HE: hemolysin; +: weak biofilm producer; +++: strong biofilm producer 
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Table 4: Production of virulence factors by carbapenemases-producing P. aeruginosa isolates 

Carbapenemase 

genes 

Production of Virulence Factors (%) 

Hemolysin Protease 
Biofilm Production 

Weak Moderate Strong 

SPM-1 (n=63) 63 (100.00) 59 (93.66) 21 (33.33) 17 (26.98) 25 (39.69) 

KPC-2 (n=3) 3 (100.00) 3 (100.00) 0 (0.00) 0 (0.00) 3 (100.00) 

IMP-16 (n=2) 1 (50.0 0)* 2 (100.00) 0 (0.00) 1 (50.00) 1 (50.00) 

VIM-1 (n=1) 1 (100.00) 1 (100.00) 0 (0.00) 0 (0.00) 1 (100.00) 

VIM-7 (n=1) 1 (100.00) 1 (100.00) 1 (100.00) 0 (0.00) 0 (0.00) 

Total 69 (98.58) 66 (94.29) 22 (31.42) 18 (25.71) 30 (42.87) 

* p-value <0.01 
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Table 5: Prevalence of virulence genes in the carbapenemase-producing P. aeruginosa isolates 

Carbapenemase 

genes 

Virulence determinants (%) 

lasI lasB toxA plcH nanI exoY ExoS exoU 

SPM-1 (n=63) 63 (90.00) 60 (85.71) 60 (85.71) 61 (87.14) 1 (1.43) 63 (90.00) 62 (88.57) 0 (0.00) 

KPC-2 (n=3) 3 (4.28) 3 (4.28) 3 (4.28) 3 (4.28) 0 (0.00) 3 (4.28) 0 (0.00)
&

 3 (4.28)
#
 

IMP-16 (n=2) 2 (2.86) 2 (2.86) 2 (2.86) 2 (2.86) 0 (0.00) 2 (2.86) 2 (2.86) 0 (0.00) 

VIM-1 (n=1) 1 (1.43) 1 (1.43) 1 (1.43) 1 (1.43) 0 (0.00) 1 (1.43) 1 (1.43) 1 (1.43)
#
 

VIM-7 (n=1) 1 (1.43) 1 (1.43) 1 (1.43) 1 (1.43) 0 (0.00) 1 (1.43) 1 (1.43) 0 (0.00) 

Total 70 (100.00) 67 (95.71) 67 (95.71) 68 (97.14) 1 (1.43) 70 (100.00) 64 (94.28) 4 (5.71) 

&
 p-value  <0.01 

#
 p-value <0.01  
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Figure 1 – Dendogram of carbapenemase-producing P. aeruginosa isolates  
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ABSTRACT 

We described the occurrence of a KPC-2-producing Pseudomonas aeruginosa belonging to 

the internationally-disseminated ST235 that was recovered from a patient admitted at a 

tertiary teaching hospital located in Southern Brazil. Multiple virulence traits were detected in 

this isolate. In Brazil, only the beta-lactamases CTX-M-2 and OXA-129 were described 

associated with this high-risk clone and KPC-2- producing ST235 isolates has only been 

described in Colombia. The presence of a XDR P. aeruginosa producing KPC ST235 in 

Brazil is worrisome and careful monitoring of this international high-risk clone could be 

useful to avoid the spread of this life-threatening microorganism.  
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Text 

 

Sequence Type 235 (ST235) is a globally-disseminated Pseudomonas aeruginosa 

clone that is often associated with hospital-acquired infections with poor clinical outcomes. 

This high-risk clone’ success is attributed to expression of a wide arsenal of resistance and 

virulence genes (Oliver et al. 2015). Nearly one hundred different acquired resistance 

elements have been reported in ST235, including -lactamases; enzymes modifying 

aminoglycosides, chloramphenicol and rifampin; 16S rRNA methyltransferases associated 

with aminoglycosides resistance; and genes encoding fluoroquinolonas resistance (Oliver et 

al. 2015; Treepong et al. 2017). Multiple carbapenemases have been described in ST235, 

more frequently VIM, followed by IMP, OXA, GES, KPC and NDM (Oliver et al. 2015; 

Treepong et al. 2017). Curiously, KPC-producing ST235 has only been reported in Colombia. 

It was first described in 2007 and since then, it became endemic in that country. So far, only 

CTX-M-2 and OXA-129 were reported in ST235 recovered in Brazil (Treepong et al. 2017). 

Here we describe KPC-2 producing P. aeruginosa ST235 causing infection in a Brazilian 

hospital during 2008. 

In November 2008, a 97-years-old woman was admitted at a tertiary teaching hospital 

located in Southern Brazil. She presented with burn wounds compromising 3.5% of her 

corporal surface, and was transferred to the burn intensive care unit with respiratory failure 

and hypertension. After 8 days of hospitalization, she was diagnosed with bloodstream 

infection due to Klebsiella pneumoniae, for which imipenem was prescribed (1g, iv, q6h, for 
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14 days). On the 13th day of imipenem therapy, she presented with urinary tract infection and 

a carbapenem-resistant P. aeruginosa Pa1461 was isolated from her urine (10
7
 UFC/mL). 

Despite of multiple medical interventions during the following days, including replacement of 

imipenem for polymyxin B (500.000 U, iv, q8h, for 14 days), she presented refractory septic 

shock and died on January 2009. 

Isolate Pa1461 was identified using the automated system Vitek
®

2 (Biomerieux, 

Marcy l´Etoile, France) and confirmed by matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-

flight mass spectrometry (MALDI-TOF/MS), using MALDI Biotyper 3.1 software (Bruker 

Daltonics, Germany). Multilocus sequence typing was performed, as previously described, 

and identified ST235 (Cacci et al. 2016). Susceptibility testing showed Pa1461’s extremely 

drug resistant (XDR) profile. It was resistant to broad spectrum cephalosporins, β-lactam/β-

lactamase inhibitor combinations, aztreonam, carbapenems, fluoroquinolones and 

aminoglycosides, but remained susceptible to polymyxins (Table1). Moreover, 

carbapenemase activity was detected by Modified Hodge Test. Presence of genes encoding 

plasmid-mediated quinolone resistance determinants, 16S rRNA methyltransferases and class 

A, B and D beta-lactamases was assessed by PCR as described previously (Cassi et al. 2016). 

Positive result was only obtained for blaKPC and sequencing analysis identified the blaKPC-2 

allele (Table1). The insertion sequence ISKpn6 was located downstream blaKPC-2, but 

structures upstream could not be determined as PCR targeting both ISKpn7 and ISKpn8 

yielded negative results. In addition, plasmid profile analysis upon extraction by the Kieser 

technique and electrophoresis revealed absence of replicons. In addition, repetitive attempts to 

transfer blaKPC-2 to E. coli J53 by mating-out assays were unsuccessful, suggesting possible 

chromosomal location of this resistance determinant.  

Pa1461 was able to produce phospholipase, protease, hemolysin and a strong biofilm 

(Table 1). In addition, this isolate harbored several virulence genes, as revealed by PCR, such 

as: lasI (encoding the autoinducer synthase of Las quorum sensing system), plcH (hemolytic 

phospholipase C), toxA (exotoxin A), lasB (elastase) and exoS
-
/exoU

+ 
genotype (type III 

secretion system) which is a genetic marker of ST235 clone (Table 1) (Oliver et al., 2015; 

Treepong et al. 2017). 

KPC was first detected in this healthcare institution in February 2009, when we 

observed a large multiclonal outbreak of KPC-2 producing K. pneumoniae (Ramos et al. 

2012). Since then, P. aeruginosa were prospectively evaluated for KPC production, and we 
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could describe such occurrence in 2010 (Carrara-Marroni et al. 2015). To assess earlier 

emergence of blaKPC-2 in P. aeruginosa, we conducted a retrospective survey comprising one 

year prior to the above mentioned outbreak due to KPC-producing K. pneumoniae. Fifty-three 

carbapenem non-susceptible P. aeruginosa recovered from January to December 2008 were 

evaluated for presence of blaKPC and only Pa1461 was positive, demonstrating that P. 

aeruginosa ST235 producing KPC-2 circulated in that hospital before we first identified 

KPC-producing K. pneumoniae. 

Presence of XDR P. aeruginosa ST235 producing KPC in Brazil is worrisome 

considering its wide repertoire of virulence and dissemination capacity. Furthermore, 

chromosomally-encoded blaKPC may favor spread of KPC-producing P. aeruginosa upon 

expansion of this high risk clone. Although SPM-1 is the most prevalent carbapenemase in 

our country, expansion of the ST235 clone evaluated here may cause a future endemic state of 

KPC-producing P. aeruginosa, as it was observed in Colombia. Therefore, careful monitoring 

of this international high-risk clone could be useful to avoid the spread of this life-threatening 

microorganism. 
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Table 1: Clinical and microbiological data of KPC-2-producing P. aeruginosa ST235, isolate Pa1461. 

Date and 

ward of 

patient’s 

hospitalization 

Clinical 

specimen 

and date 

of isolate 

recovery 

Antimicrobial 

Susceptibility 

Profile
a
 

Minimum Inhibitory 

Concentration (µg/mL)
b
 

Resistance 

gene 

detected 

Virulence 

genes 

detected 

Virulence 

phenotype 

R S CAZ IMI MEM COL POLB 

November/2008 

BICU 

Urine 10
7
 

CFU/mL 

December/ 

2008 

AK, CN, 

TOB, AZT, 

CEF, CAZ, 

IMI, MEM, 

PIP/TZP, 

CIP, LEV 

COL, 

POL 

B 

≥128 128 128 1 0.5 blaKPC-2 

lasI, lasB, 

toxA, 

plcH, 

exoY, 

exoU 

Phospholipase, 

protease, 

hemolysin, 

strong biofilm 

producer 

BICU - burn intensive care unit; CFU – Colony forming units; AK – amikacin; CN – gentamicin; TOB – tobramycin; AZT – aztreonam; CEF – 

cefepime; CAZ – ceftazidime; IMP – imipenem; MEM – meropenem; PIP/TZP – piperacillin-tazobactam; COL – colistin; POLB – polymyxin 

B; CIP – ciprofloxacin; LEV – levofloxacin. 

 
a
The antimicrobial susceptibility profile was performed using Kirby-Bauer disk diffusion and interpreted according to the Clinical and 

Laboratory Standards Institute guidelines (CLSI, 2017). 
b
The minimum inhibitory concentration was determined using the broth microdilution method conducted and interpreted according to CLSI 

guidelines (CLSI, 2012; 2017). 
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CONCLUSÕES 

 

- Mais da metade dos isolados foram considerados 

multirresistentes aos antimicrobianos e altas taxas de resistência foram 

verificadas entre os isolados de P. aeruginosa estudados, os quais 

apresentaram taxas de resistência aos carbapenêmicos superiores a 78,1%. 

Contudo, nenhum isolado apresentou resistência às polimixinas. Dentre os 

isolados produtores de carbapenemases, 67,1% foram considerados 

extensivamente resistentes e as taxas de resistência aos carbapenêmicos, 

aminoglicosídeos e fluoroquinolonas foram superiores a 95,7%. Estes 

resultados sugerem a utilização das polimixinas como antimicrobianos de 

escolha para o tratamento das infecções sérias por este agente no HU. 

- Um terço dos isolados foram produtores de carbapenemases 

e, em sua maioria, produtores de metalo-beta-lactamases, indicando que estas 

enzimas constituem importantes determinantes de resistência aos beta-

lactâmicos entre os isolados de P. aeruginosa recuperados no HU. 

- Entre os isolados incluídos neste estudo, as carbapenemases 

mais frequentes foram: SPM-1, seguida por KPC-2, IMP-16, VIM-1 e VIM-7. Os 

genes codificadores de IMP-16, VIM-1 e VIM-7 estavam inseridos em integrons 

de classe I. A manutenção de determinantes de resistência aos 

carbapenêmicos no HU, bem como a detecção de novas enzimas ressalta a 

necessidade da contínua vigilância para a detecção destas enzimas a fim de 

monitorar e prevenir a disseminação de novas carbapenemases no hospital. 

- Os isolados, além de apresentarem importantes 

determinantes de resistência aos carbapenêmicos, também foram capazes de 

produzir fatores de virulência e apresentaram importantes genes codificadores 

de fatores de virulência. Este fato é preocupante devido à capacidade deste 

patógeno causar danos ao paciente e à limitação terapêutica para o tratamento 

de infecções causadas por estes isolados. 

- A diversidade genotípica observada entre os isolados de P. 

aeruginosa produtores de carbapenemases indica que a pressão seletiva 

exercida pela utilização de antibióticos possa ocorrer no HU.  

- A presença de clones de alto risco que apresentam 

importantes determinantes de resistência aos carbapenêmicos e dotados de 
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um repertório de virulência é alarmante. Uma vez que estes clones de P. 

aeruginosa são reconhecidos pela disseminação da resistência aos 

antimicrobianos no Brasil e no mundo, o monitoramente destes clones deve ser 

realizado a fim de evitar a disseminação deste patógeno no hospital. 


