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RESUMO 

 

ALMEIDA, Mila Muraro de. Resistência aos antimicrobianos e  diversidade genética de 

variantes fenotípicas de Pseudomonas aeruginosa não sensíveis aos carbapenêmicos 

recuperadas de pacientes  com fibrose cística  com infecção pulmonar crônica: uma 

análise temporal. 2021. 152 f. Tese (Doutorado em Microbiologia) - Faculdade de Ciências 

Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2021. 

 

Pseudomonas aeruginosa, bactéria ubíqua e versátil, pode se comportar como um 

patógeno oportunista, com ampla capacidade adaptativa, por múltiplos fatores de 

virulência e resistência. Como agente patogênico nas infecções pulmonares em pacientes com 

fibrose cística (FC), é motivo de prognóstico ruim, aumento de hospitalizações e altas taxas 

de morbimortalidade, sendo quase impossível a sua erradicação, ao evoluírem para a 

cronicidade. Globalmente, é notável o aumento nos índices de amostras não sensíveis aos 

carbapenêmicos e a múltiplos antimicrobianos, essenciais à terapêutica. Assim, avaliamos 

temporalmente a susceptibilidade aos antimicrobianos e a presença de amostras hipermutáveis 

(HPM) em P. aeruginosa de diferentes morfotipos, não sensíveis aos carbapenêmicos 

(PANSC), obtidas de pacientes FC com infecção pulmonar crônica, acompanhados em dois 

centros de referência no Rio de Janeiro. De 2007 a 2016, a análise retrospectiva, através dos 

resultados obtidos no teste de disco-difusão (TDD), permitiu selecionar amostras de PANSC 

incluídas neste trabalho. Usando os resultados obtidos no TDD, foi definida a susceptibilidade 

a outros antimicrobianos, bem como os fenótipos de resistência, multi-(MDR), extensivo-

(XDR) e pandroga resistentes (PDR). Adicionalmente, determinou-se a concentração 

inibitória mínima (CIM) para imipenem (IPM), meropenem (MEM), doripenem (DOR) e 

polimixina (POL). Através de teste fenotípico, foi calculada a frequência de mutação 

espontânea e as amostras hipermutáveis foram caracterizadas. O sequenciamento de genoma 

total (SGT) foi realizado em seis amostras de diferentes morfotipos, incluindo uma variante 

fenotípica rara, a small colony variant (SCV). Essas amostras foram recuperadas em dois 

episódios de exacerbação do paciente. Foram investigadas a clonalidade, resistência a 

antimicrobianos e virulência. Das 143 amostras, de 18 pacientes (9 pediátricos e 9 adultos), os 

resultados do TDD apontaram taxas de não susceptibilidade superiores a 44% para 

gentamicina, amicacina, tobramicina e ciprofloxacina, e maiores de 30 % para POL. Pela 

determinação da CIM, quase a totalidade (96%) das amostras foram não sensíveis a IMP, 

seguidos de 56% para MEM e 44% para DOR. Analisando-se a distribuição dos valores da 

CIM50 e CIM90 nos dois grupos de pacientes, os valores para IMP foram maiores entre as 

amostras dos pacientes pediátricos, equivalendo a 32 µg/mL e 64 µg/mL, respectivamente. 

Cerca de 25%, 37% e 6% eram MDR, XDR e PDR, respectivamente. Aproximadamente 12% 

eram HPM, e mais da metade destas foram XDR. Após o SGT, as seis amostras, recuperadas 

do caso clínico foram classificadas em um novo sequence type (ST2744), com a presença de 

genes de resistência adquiridos blaPAO, blaOXA-50, aph(3')-Iib, fosA, catB7 e crpP, apresentando 

mutações em genes codificadores de porinas e bombas de efluxo. Entretanto, não foram 

observados marcadores genéticos clássicos exclusivos para os fenótipos SCV e HPM. Este é o 

primeiro relato de P. aeruginosa SCV na FC, no Brasil. A vigilância epidemiológica de P. 

aeruginosa é crucial para a conduta terapêutica, bem como para o sucesso da resposta do 

paciente e erradicação da infecção pulmonar, justificando o uso de técnicas fenotípicas e 

moleculares na detecção dos mecanismos de resistência e virulência desse microrganismo na 

FC. 

Palavras-chave: Fibrose cística. Hipermutabilidade. Pseudomonas aeruginosa. Resistência 

antimicrobiana. Sequenciamento de Genoma Total. 



 

 

ABSTRACT 

 

ALMEIDA, Mila Muraro de. Antimicrobial resistance and genetic diversity of phenotypic 

variants of carbapenem non susceptible Pseudomonas aeruginosa recovered from 

patients with cystic fibrosis with chronic lung infection: a temporal analysis. 2021. 152 f. 

Tese (Doutorado em Microbiologia) - Faculdade de Ciências Médicas, Universidade do 

Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2021. 

 

Pseudomonas aeruginosa, a ubiquitous and versatile bacterium, can behave as an 

opportunistic pathogen, with strong adaptive capacity, due to multiple virulence and 

resistance factors. As a pulmonary infection pathogen in patients with cystic fibrosis (CF), it 

is related with poor prognosis, increased hospitalizations and high rates of morbidity and 

mortality, and the eradication is almost impossible, especially after chronicity. The increase 

rates of isolates non-susceptible to carbapenem and multiple antimicrobials, essentials to 

therapy, have been observed worldwide. Therefore, we assessed the antimicrobial 

susceptibility and the presence of hypermutability (HPM) in non-susceptible to carbapenem 

P. aeruginosa (PANSC) isolates from different morphotypes, obtained from CF patients with 

chronic pulmonary infection, followed at two reference centers in Rio de Janeiro. Using the 

results obtained by disk-diffusion test (DDT) between 2007 to 2016, we select 143 PANSC 

and susceptibility to other antimicrobials was defined, as well as the resistance phenotypes, 

multi- (MDR), extensive- (XDR) and pandrug resistant (PDR). Additionally, the minimum 

inhibitory concentration (MIC) for imipenem (IPM), meropenem (MEM), doripenem (DOR) 

and polymyxin (POL) was determined. Hypermutable isolates were characterized by 

determination of mutation frequency. Whole genome sequencing (WGS) was performed in 

six morphotypes isolates, including the small colony variant (SCV), a rare variant phenotype. 

These isolates were recovered in two exacerbation episodes. Clonality, antimicrobial 

resistance and virulence were investigated. Of the total (143 isolates) isolated from 18 patients 

(9 pediatric and 9 adults), non-susceptibility rates above than 44% for gentamicin, amikacin, 

tobramycin and ciprofloxacin, and more than 30% for POL were observed. Almost all (96%) 

of the isolates were non-susceptible to IPM by MIC determination, followed by 56% for 

MEM and 44% for DOR. MIC50 (32 µg/mL) and MIC90 (64 µg/mL) rates for IPM were 

higher among pediatric patient isolates and 25%, 37% and 6% were MDR, XDR and PDR, 

respectively. 12% of all isolates were classified as HPM and more than half were categorized 

as XDR. Using WGS, the six isolates recovered from the clinical case, were identified as a 

new sequence type (ST2744). Acquired resistance genes blaPAO, blaOXA-50, aph (3')-Iib, fosA, 

catB7 and crpP and mutations in encoding genes for porins and efflux pumps, was annotated. 

None exclusive classic genetic markers related to SCV and HPM phenotypes were not 

observed. This is the first Brazilian report of P. aeruginosa SCV in CF. Our results highlight 

the importance of epidemiological surveillance in P. aeruginosa. The application of 

phenotypic and molecular techniques to investigate resistance and virulence mechanisms, can 

contribute to therapeutic success in CF. 

 

Keywords: Antimicrobial resistance. Cystic fibrosis. Pseudomonas aeruginosa. 

Hypermutability. Whole Genome Sequencing. 
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INTRODUÇÃO  

 

Fibrose Cística 

 

A fibrose cística (FC), ou mucoviscidose, é a mais comum e letal doença herdável, de 

cunho autossômico recessivo, na população caucasiana, relatada como uma nova enfermidade 

por Andersen et al. (1938) e a sua origem genética foi descrita em 1989 (KEREM et al., 

1989). Esta condição ocorre por defeitos no gene CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane 

Condutance Regulator), localizado no braço longo do cromossomo 7, que é responsável pela 

codificação de proteínas CFTR (ibdem) que funcionam como importantes canais de cloro, 

bicarbonato e de outros íons, no epitélio exócrino, atingindo a fisiologia humana, levando à 

hiperviscosidade e acúmulo do muco secretado, nos múltiplos órgãos acometidos 

(HEIJERMAN et al., 2005; CFF, 2019).   

Analisando-se a sua distribuição geográfica, a ocorrência dos casos acompanha as 

variações étnicas regionais, uma vez que a população caucasiana é a mais atingida por essa 

doença. Na Europa, a prevalência varia de 1 para cada 1700 a 7700 nascimentos (LUBAMBA 

et al., 2012). No entanto, a incidência mostra-se sujeita a variações loco-regionais, com 

1/3.000 nascidos na Bretanha, 1/7.000 na França, 1/17.000 na África e 1/32.000 na Ásia, e 

1/3.500 nascidos nos Estados Unidos, distribuída globalmente de forma heterogênea 

(FARRELL, 2008; PETTIT; FELLNER, 2014; CASTELLANI et al., 2016; STAFLER et al., 

2016).  

Ao redor do mundo, há em torno de 70 mil afetados por essa condição genética rara, 

das quais aproximadamente 30 mil pessoas com FC registradas nos Estados Unidos e 6.900, 

na França (RFM, 2017; CFF,  2019; FÉREC; SCOTET, 2020).  

Ainda sobre dados nacionais, nos quais os número de registros vêm aumentando 

anualmente, como reportado pelo Grupo Brasileiro de Estudos de Fibrose Cística, através do 

Relatório do Registro Brasileiro de Fibrose Cística (REBRAFC, 2018), há atualmente cerca 

de 5.417 pacientes registrados, dos quais 5.073 (93,65%) são casos que têm algum 

acompanhamento, com 290 registros novos até 31/12/2018. O número de casos em 

acompanhamento, no Brasil, mais do que triplicou, desde o início dos registros, saltando para 

3.359 (REBRAFC, 2018); tal informação não indica necessariamente um aumento no número 

de nascidos com FC no nosso país, porém poderia ser justificado em parte por mais 

indivíduos sendo diagnosticados, permancedendo um hiato no número real de afetados. 
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De acordo com as informações publicadas por esse relatório, os cinco estados 

brasileiros onde há um maior número de pessoas com FC são, em ordem decrescente: São 

Paulo, com 1.372 casos (25,4%), Minas Gerais, 626 (11,6%), Rio Grande do Sul, 571 

(10,6%), Bahia, 454 (8,4%) e Rio de Janeiro, com 395 casos, representando 7,3% do total 

nacional (REBRAFC, 2018). 

O diagnóstico da FC usualmente decorre da associação da suspeita clínica (teste de 

triagem neonatal através da detecção e quantificação da tripsina imunorreativa (TIR), história 

familiar ou sintomas clínicos característicos) associado ao teste do suor alterado para a 

dosagem de cloro e sódio e/ou identificação de duas variantes no gene Cystic Fibrosis 

Transmembrane Condutance Regulator - CFTR (ATHANAZIO et al., 2017; REBRAFC, 

2018; BRASIL. Ministério da Saúde, 2019; CFF, 2019) 

 

Gene e proteína Cystic Fibrosis Transmembrane Condutance Regulator (CFTR) 

 

Tendo em vista a etiopatogenia da FC, o principal distúrbio celular é o transporte 

defeituoso de cloro através da proteína transmembrana CFTR, causando a desidratação das 

secreções, aumentando a viscosidade do muco e o seu acúmulo no trato respiratório inferior, 

promovendo assim a obstrução crônica das vias aéreas pela diminuição do clearance 

mucociliar. Consistindo em uma doença multissistêmica, a deterioração da função pulmonar 

cursa com insuficiência pancreática e má absorção intestinal, alterações gradativas 

normalmente relacionadas ao tipo de mutação genética envolvida (GIANOTTI et al., 2020).  

A hereditariedade dessa condição genética autossômica recessiva está relacionada, até 

o momento a mais de 2103 mutações no gene codificador da proteína CFTR, dentre as quais 

as do tipo “missense”, que correspondem à troca de um aminoácido na proteína com 

consequências variadas, dependendo do local acometido, são as mais comuns, com dados 

atualizados constantemente e disponíveis no Cystic Fibrosis Mutation Database (CFMD, 

2021); no entanto, cerca de 15% das variantes genéticas não têm relação com a condição 

clínica da doença (GIANOTTI et al., 2020). 

Dados mais recentes, publicado em 31 de julho de 2020, descreveram um total de 442 

variantes do gene CFTR anotadas, das quais 360 causando fibrose cística, 48 ligada a 

variantes de consequências clínicas diversas, e 23 variantes não causadoras de FC. Onze 

dessas variantes possuem significado ainda desconhecido (CFTR2, 2020).  

As mutações no gene CFTR estão agrupadas em sete classes de acordo com a sua 

possibilidade de tratamento e com a disfunção da proteína, nas quais a função de secreção 
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iônica estará comprometida, especialmente de bicarbonato e cloreto, que impactam 

diretamente no aspecto microbiológico da doença respiratória, ainda que esse número gere 

contrivérsia, já que se contesta a sétima classe, a única não tratável (De BOECK; AMARAL, 

2016; BAREIL; BERGOUGNOUX, 2020).  

A evolução do conhecimento da genética molecular oportunizou a ciração de 

tratamentos medicamentosos voltados para a modulação da proteína CFTR, que interferem na 

matriz geradora da doença, e que podem vir a modificar o seu curso clínico; da mesma forma, 

estudos buscam a terapia gênica como alterantiva na terapêutca da FC (FIRMIDA et al., 

2011) 

 

Mutações no gene CFTR 

 

Na classe I, a maior parte destas mutações é do tipo nonsense, das quais decorre a 

produção prejudicada desse canal proteico, por conta do aparecimento de um códon de parada 

prematuro, que leva a degradação do RNA mensageiro (RNAm). Nas mutações de classe II, 

um evento de deleção de uma trinca de pares de base, e o aminoácido correspondente na 

proteína, como a fenilalanina (∆F508), compromentem seu transporte até a membrana, sua 

retenção no retículo sarcoplasmático e degradação precoce antes de chegar à superfície, dadas 

as mudanças estruturais que afetam o dobramento da proteína. Na classe III, as mutações 

nesse gene ocasionam alterações no tempo de abertura da CFTR, ou não alcançam o estágio 

de abertura, ainda que cheguem à superfície da célula epitelial. As mutações de classe IV 

estão descritas nas proteínas que funcionam de maneira pouco eficaz e com condutância 

iônica reduzida, ineficaz no transporte dos ions cloreto e bicarbonato, ainda que tenham sido 

corretamente enviadas à membrana celular e o canal esteja aberto. Nas de classe V, é notada 

uma quantidade diminuída desses canais na membrana celular, decorrente de mecanismo de 

splicing, com formação de RNAm funcional e RNAm irregular. Mutações de classe VI se 

refletem em instabilidade da CFTR na superfície da célula epitelial secretora, por conta do 

aumento do processo de endocitose ou retorno à membrana. Na classe VII, as mutações são 

categorizadas como irrecuperáveis, já que o número demasiado grande de deleções inviabiliza 

o restauro do funcionamento da CFTR, ainda que de forma farmacológica. As mutações 

genéticas das classes I , II , III são as mais comuns, e associadas com insuficiência 

pancreática, enquanto que os doentes com as classes menos comuns, IV, V e VI, possuem 

muitas vezes funcionamento regular pancreático (De BOECK; AMARAL; 2016; ELBORN, 

2016; STANKE; TÜMMLER, 2016).  
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A mutação F508del é a mais comum, possuindo inclusive relação com a frequente 

infecção pulmonar por P. aeruginosa, causa a deleção da fenilalanina na posição 508 da 

cadeia de aminoácidos da CFTR, e ocorre em cerca de 95 % dos pacientes com FC que têm ao 

menos um alelo mutado (RATJEN; DÖRING, 2003; FIRMIDA et al., 2011; MENG et al., 

2017). Na Alemanha, ela está presente em cerca de 70% dos pacientes FC, mas em apenas ¼ 

daqueles com origem turca (NAEHRIG et al., 2017; WHO, 2017). Dados europeus reportados 

recentemente indicaram que, entre 140 pacientes de origem romana, 85% deles tinham a 

mutação F508del (PETROVA et al., 2019), e um estudo polonês apontou que a F508del 

representava 54,5% dos índices mais representativos, dentre as demais mutações 

(ZIĘTKIEWICZ et al., 2014).  

Nos Estados Unidos, 15 % dos casos de mutações no CFTR são representados pelas 

variantes G542X e W1282X, enquanto 86% dos norte-americanos com FC genotipados 

apresentavam a F508del (CFF,  2019; ESTABROOKS; BRODSKY, 2020). 

 Um estudo recém publicado apontou através de análises do sequenciamento do gene 

CFTR que as mutações mais comuns no Brasil eram as F508del, G542X e 3120 + 1G→A 

(NUNES et al., 2017). 

Num estudo publicado com dados brasileiros (da SILVA FILHO et al., 2020),  

apontaram que até o ano de 2017, as informações de 4.654 indivíduos com FC indicavam que 

3.104 (66,7%) deles tinham resultado de genotipagem. Um total de 236 variantes foram 

caracterizadas no Brasil, com a mutação F508del identificada em 46% dos alelos testados. A 

genotipagem mostrou 2.002 (64,5%) indivíduos positivos, 757 (24,4%) inconclusivos e 345 

(11,1%) negativos na busca por mutações, e as categorias de genótipos foi bastante diferente 

nas regiões brasileiras, com maiores proporções casos negativos no Norte (45%) e Nordeste 

(26%) do país, talvez relacionados às condições socioeconômicas e acesso deficiente a testes 

de suor confiáveis.  

De acordo com dados atuais do Relatório Anual do Registro Brasileiro de Fibrose 

Cística (REBRAFC, 2018), cerca de 80% dos pacientes registrados possuem pesquisa de 

genótipo da mutação no CFTR, dos quais 2.879 (65,7%) apresentavam duas variantes 

causadoras  de FC, sendo considerados, portanto, positivos. Naqueles com genotipagem 

realizada, 51,2% dos indivíduos possuem pelo menos uma cópia da variante F508del.  
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Expectativa de vida 

 

Nas Amérca do Norte e Europa, cerca de um terço dos pacientes FC chega à idade 

adulta, e podem alcançar idade superior a 30 anos; o aumento da expectativa vida está ligado 

ao diagnóstico mais rápido e eficaz, assim como ao avanço das pesquisas, permitindo a 

aplicação de protocolos multidisciplinares padronizados no seu tratamento (DORING; 

HOIBY, 2004; RATJEN, 2009; ATHANAZIO et al., 2017).  

Há seis décadas, a expectativa de vida dos pacientes FC raramente excedia os 5 anos 

de idade; no entanto, dado atuais mostram que, nos Estados Unidos, 46,2 anos é a idade média 

de sobrevivência e pode alcançar os 52,3 anos, no Canadá (CFF, 2019; CFR,  2017).  

 

Infecção pulmonar e fisiopatologia da FC 

 

Mesmo contando com diversos recursos terapêuticos oferecidos pelo acompanhamento 

ambulatorial e hospitalar, mediado por equipes multiprofissionais, bem como pela 

disponibilidade de medicações e outros recursos, as infecções pulmonares constituem-se ainda 

no maior desafio para os pacientes FC, dada a sua quase impossibilidade de erradicação 

quando da evolução de quadros agudos para o estágio crônico (SMITH et al., 2006; 

BLANKA et al., 2015). 

Embora a FC possa acometer múltiplos órgãos, a deterioração da função pulmonar é o 

ponto crítico que eleva as taxas de morbimortalidade, estando a gravidade da doença 

associada à insuficiência pancreática exócrina nesses pacientes (FIRMIDA et al., 2011). O 

colapso ciliar das vias aéreas, decorrente majoritariamente da diminuição do líquido 

intersticial na superfície respiratória, causa a redução do clearance mucociliar; 

consequentemente, observa-se retenção progressiva do muco hiperviscoso, infecção e 

inflamação, por conta do acúmulo de microrganismos, levando à insuficiência respiratória e 

morte (FANEN et al., 2014; CUTTING, 2015).  

O mal funcionamento da proteína CFTR reduz a permeabilidade da membrana apical 

das células epiteliais ao cloreto, assim como ao bicarbonato, trazendo dificuldades ao 

transporte e à secreção deste íon, fazendo com que a reabsorção de água do muco aumente. 

Como consequência, ocorre hiperviscosidade da secreção mucosa, pelo aumento da 

concentração desses íons. Nos diversos órgãos afetados, como os pulmões, pâncreas, 

intestino, glândulas sudoríparas e vasos deferentes, essa disfunção se manifesta de forma 

variada (DAVIS, 1938; OCKENGA, 2001). 
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O microambiente tão particular estabelecido pela condição clínica e pela colonização 

microbiana, que pode ocorrer por um ou diversos patógenos, tem como consequência 

exacerbações respiratórias, inflamação grave, aumento de estressores e degeneração da 

capacidade pulmonar (GOVAN et al., 2007; BHAGIRATH et al., 2016; GOETZ; REN, 

2019). 

 

Microbiologia pulmonar na fibrose cística 

 

 As infecções pulmonares nesses pacientes são frequentemente polimicrobianas, tanto 

nos estágios de infecção intermitente como crônico, embora nesse último a tendência seja a 

infecção monobacteriana; as infecções polimicrobianas são bastante particulares nos pacientes 

FC, e as interações entre microrganismos e com o próprio hospedeiro parecem estar 

implicadas na menor eficácia da terapia e nas exacerbações pulmonares (FILKINS; 

O'TOOLE, 2015; CUTHBERTSON et al., 2020).   

 Na primeira década de vida, é mais frequente a ocorrência de infecções respiratórias 

por Staphylococcus aureus sensível à meticilina (MSSA), que se destaca entre os Gram 

positivos (GP), com relevante predominância de colonização na faixas entre  <5 e 15 anos de 

idade. No final da adolescência, e início da vida adulta, ocorre uma elevação gradativa do 

percentual de pacientes colonizados por P. aeruginosa, diminuição da frequência do fenótipo 

de S. aureus resistente à meticilina (MRSA), seguidos das espécies do Complexo 

Burkholderia cepacia (CBc), Stenotrophomonas maltophilia e outros bastonetes Gram 

negativos não fermentadores, que tendem à escassez com a progressão da faixa etária (GOSS; 

MUHLEBACH, 2011; REBRAFC, 2018). 

 Os bacilos Gram negativos não fermentadores (BGN-NF) são de grande importância 

nas infecções pulmonares nos pacientes com FC, e, portanto, um constante desafio na rotina 

de identificação laboratorial pela sua similaridade fenotípica. É relataivamente frequencte o 

diagnóstico errôneo, demandando o uso de técnicas cada vez mais especializadas e sensíveis, 

a exemplo das técnicas moleculares mais atuais, como MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser 

Desorption/Ionization-Time Of Flight) e SGT (Sequenciamento de Nova Geração). Algumas 

espécies são frequentemente recuperadas de secreções respiratórias na FC, como 

Stenotrophomonas maltophilia, Complexo Burkholderia cepacia (CBc) Achromobacter 

xylosoxidans (FOLESCU et al., 2015; RODRIGUES  et al., 2016; RUTTER et al., 2017; 

PEREIRA et al., 2017; BRAGA et al., 2020).   
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  Dentre esses BGN-NF, o CBc (constituído por 24 espécies relacionadas 

filogeneticamente) representa um risco importante para a deterioração da função pulmonar, 

podendo levar a “síndrome cepacia” (comumente causada por B. cenocepacia), com 

perturbações neurológicas agudas, deterioração pulmonar, bacteremia e pneumonia 

necrosante, estatisticamente atingindo cerca de 20% dos pacientes com FC (COENYE  et al., 

2001; KALFERSTOVA et al., 2016; RAGUPATHI; VEERARAGHAVAN, 2019). 

Considerados como microbiota transitória, microrganismos como Escherichia coli, 

Klebsiella spp. e Proteus spp. podem ser identificados, mesmo que raramente, no início da 

doença pulmonar na FC. Além disso, enterobactérias produtoras de enzimas que conferem 

resistência aos antimicrobianos, como as betalactamases de espectro estendido (ESBL) e 

Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC) também foram descritas (LEÃO et al., 2010, 

2011; LEE et al., 2011; REN et al., 2012).  

Nesse contexto, P. aeruginosa, se destaca como o patógeno mais prevalente da 

microbiota das vias aéreas dos pacientes FC, seja em associação ou isoladamente. É o agente 

etiológico implicado nos quadros respiratórios graves e com grande número de óbitos, 

especialmente nos casos crônicos  

 

Pseudomonas aeruginosa 

 

P. aeruginosa é um BGN-NF originalmente ambiental, ubíquo e altamente versátil do 

ponto de vista adaptativo, comportando-se frequentemente como patógeno oportunista, 

dependente de quantidades mínimas de nutrientes disponíveis, com grande capacidade de 

adaptação e sobrevivência nos diversos ambientes, naturais ou hospitalares, inclusive onde há 

pouco oxigênio ou em temperaturas elevadas (RAMSAY et al., 2016). Comumente, é isolado 

em piscinas e soluções antissépticas, nos mais variados habitats e nichos, em ambientes de 

convívio humano (REMOLD et al., 2011). Nos adolescentes e adultos com FC, é um dos 

microrganismos mais prevalentes entre as espécies que compõem a microbiota pulmonar, 

principalmente na população que atingiu a maioridade, sendo extremamente hábil em 

acumular mecanismos de resistência aos antimicrobianos (ELBORN, 2016; CFF, 2019).  

A erradicação da infecção pulmonar por esse microrganismo, em pacientes FC 

crônicos, é extremamente difícil, na qual é utilizada inicialmente a terapia inalatória com 

tobramicina; em amostras resistentes ao tratamento inicial, os carbapenêmicos são as drogas 

de segunda escolha (EMIRAGIOGLU et al., 2016). A antibioticoterapia combativa adotada 

para evitar a piora clínica, somada a medidas para a redução das taxas de morbidade e 
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mortalidade em pacientes FC, têm sido empregadas como importantes estratégias preventivas 

de ascensão ao estágio crônico da doença (ZEMANICK; HOFMAN, 2016; KHAN et al., 

2020).  

 Os pacientes com FC, após a colonização primária por P. aeruginosa, podem 

apresentar diversos episódios agudos, culminando em um quadro de infecção crônica, o que 

torna crucial a utilização de antimicrobianos antipseudomonais. Estes fármacos podem 

retardar ou prevenir a cronicidade se empregadas de forma agressiva na fase inicial da 

infecção, no entanto também podem gerar uma pressão seletiva para a sobrevivência daqueles 

microrganismos não sensíveis, em se tratando da ocorrência de populações bacterianas 

heterogêneas (ZEMANICK; HOFMAN, 2016; CUTHBERTSON et al., 2020). É importante 

ressaltar que os pacientes pediátricos, após atingirem a idade adulta, geralmente são 

atndidndos em centro especialiados na atenção e acompanhamento aos indivíduos dessa faixa 

etária. 

A colonização inicial ocorre pelo  fenótipo não mucoide  e com a progressão da 

doença pode sofrer transição para fenótipos variados, como o aspecto colonial mucoide, 

fortemente associado à progressão ao estágio crônico da doença, graças a pressões seletivas 

como a diminuição na oferta de oxigênio, escassez de nutrientes e exposição demasiada aos 

antimicrobianos empregados no tratamento das infecções de vias aéreas. A variação 

fenotípica é uma marca registrada da adaptação da P. aeruginosa ao hospedeiro (SHARMA et 

al., 2014; KHAN et al., 2020).  

 

Resistência a antimicrobianos em P. aeruginosa 

 

 P. aeruginosa pode se tornar resistente aos antimicrobianos por vários mecanismos, 

sejam eles extrínsecos ou intrínsecos, como as  mutações que induzem alteração da 

permeabilidade aos antimicrobianos, produção de enzimas, transferência horizontal de genes, 

além de alterações dos alvos dos fármacos (POOLE et al., 2011; LI et al., 2015; MUSTAFA 

et al., 2016). Os mecanismos de resistência aos carbapenêmicos mais significativos em P. 

aeruginosa, estão relacionados mormente à alteração da permeabilidade da membrana 

bacteriana, seguidos da modificação de moléculas-alvo e à aquisição de genes que codificam 

as enzimas metalo-betalactamases (MBLs), por conta da possível transmissibilidade desses 

elemenos genéticos entre as bactérias (GALES; JONES; SADER, 2011; CIGANA et al., 

2016; MARTINEZ et al., 2016). 
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 Os antimicrobianos mais usados no tratamento das exacerbações pulmonares agudas 

na fibrose cística no Brasil, causadas por P. aeruginosa são ciprofloxacina (via oral), e, pela 

via intravenosa: amicacina, tobramicina, ceftazidima, cefepime, piperacilina+tazobactam,  

meropenem e aztreonam (ATAHNAZIO et al, 2017) 

Os mecanismos bacterianos de resistência que precedem a não susceptibilidade aos 

carbapenêmicos, são atribuídos com frequência à perda de porinas (especialmente OprD), 

superexpressão de bombas de efluxo (principalmente os sistemas de efluxo MexCD e 

MexXY), presença de proteínas de ligação às penicilinas (PBP) com baixa afinidade aos 

carbapenêmicos, produção aumentada da betalactamase cromossomial AmpC e de outras 

enzimas com atividade de carbapenemase (a exemplo das imipenemases) (NEVES et al., 

2008; NEVES et al., 2011; AGHAZADEH  et al., 2014). Na FC, mutações que diminuem a 

expressão de OprD foram descritas como o principal mecanismo de resistência aos 

carbapenêmicos (COURTOIS.; CASPAR; MAURIN, 2018). 

Tais mecanismos favorecem a adaptação de P. aeruginosa no ambiente clínico-

hospitalar, bem como na sua sobrevivência no trato respiratório, rico em agentes estressores, a 

exemplo de células e moléculas imunes, medicamentos e outros microrganismos (MUSTAFA 

et al., 2016).  

Em face da problemática da resistência aos antimicrobianos antipseudomonais no 

tratamento de infecções das vias aéreas na FC, faz-se necessário observar os dados recém-

publicados pelo Registro Brasileiro de Fibrose Cística (REBRAFC, 2018), que descreve os 

percentuais de pacientes FC e o uso de antimicrobianos no tratamento de infecções causadas 

por P. aeruginosa. Foi possível observar que cerca de 32,5 % deles usaram tobramicina 

inalatória e 39,5% usavam azitromicina (que tem finalidade apenas imunomoduladora, e não 

como antimicrobiano, neste caso) via oral, e pela via endovenosa, amicacina (12,3%), 

ceftazidima (12,2%), imipenem/meropenem (6,0%), e menos de 3,0% deles usavam 

ciprofloxacina, cefepime, tobramicina, piperacilina+tazobactam e colimicina 

(hidrocortisona+colistina+neomicina). 

Os perfis de susceptibilidade em amostras de P. aeruginosa descritas num estudo 

europeu, apontam que no Reino Unido, Bélgica e Alemanha os índices de resistência foram 

de: 54% para penicilinas (piperacilina e piperacilina+tazobactam), 59% para ceftazidima, 

46% para amicacina, 27% para ciprofloxacina e 16% para tobramicina. A resistência a 

polimixina foi observada em apenas 8% das amostras (MUSTAFA et al., 2016).  

Na China, Li et al. (2015) descreveram as taxas de resistência em 217 amostras de P. 

aeruginosa obtidas de pacientes com FC, com 51,6% não sensíveis à ceftazidima e 
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tobramicina, 44,2% piperacilina+tazobactam, e menos de 30% ao cefepime, amicacina, 

ciprofloxacina e gentamicina, e valores de CIMs reduzidos, em relação aos pontos de corte, 

para o imipenem. 

Historicamente, as amostras de P. aeruginosa de pacientes com FC no Brasil 

mostravam-se mais susceptíveis aos antimicrobianos usualmente empregados na terapia, 

incluindo os carbapenêmicos, quando comparados as taxas de não sensibilidade (NS) 

descritas na Europa e Estados Unidos (GASPAR et al., 2013; LUTZ et al., 2013; FERREIRA 

et al., 2015; LÓPEZ-CAUSAPÉ et al., 2017; MUSTAFA et al., 2017; CFF, 2019). 

Entretanto, dados publicados mais recentemente pelo nosso grupo apontaram taxas de 

resistência mais elevadas, além de índices de amostras MDR aumentados, em relação ao que 

tem sido observado na última década no nosso país (ALMEIDA et al., 2021-ANEXO C). 

O tratamento de infecções crônicas de pacientes colonizados por P. aeruginosa não 

sensíveis aos carbapenêmicos ou multidroga resistentes é uma importante questão clínica e de 

saúde pública em pacientes FC (GASPAR et al., 2013; ATHANAZIO et al., 2017). A 

susceptibilidade reduzida aos carbapenêmicos, considerados como última opção de tratamento 

para esses indivíduos deixa pouquíssimos antimicrobianos como alternativa para tratar 

infecções por bactérias Gram negativas (IDSA et al., 2011; PARKINS; SOMAYAJI; 

WATERS, 2018). A detecção de P. aeruginosa produtora de carbapenemase nos laboratórios 

clínicos em culturas microbianas é de suma importância para a determinação de um esquema 

de tratamento apropriado e para a implementação de medidas de controle das infecções 

respiratórias (MIRIAGOU et al., 2010; DORTET; POIREL; NORDMANN, 2012).  

Diante da disponibilidade dos antimicrobianos antipseudomonais empregadas no 

tratamento da infecção pulmonar dos pacientes com FC, a exemplo dos aminoglicosídeos e 

das fluoroquinolonas, os carbapenêmicos são importantes opções para tratamento das 

infecções nosocomiais resistentes causadas por P. aeruginosa, em contrapartida com um 

número crescente de relatos de diminuição da susceptibilidade desta bactéria frente aos 

medicamentos disponíveis (PARKINS; SOMAYAJI; WATERS, 2018). 

Crianças tendem a apresentar infecções mais graves do que os adultos; a taxa de 

mortalidade se eleva nesse grupo etário, e aquelas que sobrevivem se tornam os adultos que 

geralmente têm melhores condições clínicas. Pacientes adultos com FC são mais expostos a 

antibioticoterapia, o que pode melhorar a função pulmonar, assim como minimizar o número 

de exacerbações, que são a causa de aproximadamente 50% do declínio da função respiratória 

(PEIXOTO, 2019). Entretanto, a terapia com múltiplos antimicrobianos pode gerar grandes 
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desafios, pelo aumento ou seleção das amostras MDR, levando a falhas nesses esquemas de 

tratamento nas infecções pulmonares por P. aeruginosa (BLOCK et al. 2006; CFF, 2019).  

Os padrões de resistência de P. aeruginosa a múltiplas ou a todas as classes de 

antimicrobianos vêm sendo reportados cada vez mais em todo o mundo (KOUDA et al., 2009; 

MAHMOUD et al., 2013; DING et al., 2016; SUBEDI et al., 2018) e frequentemente 

relacionados à circulação de clones epidêmicos de P. aeruginosa pertencentes a complexos 

clonais ou a Sequence Types (STs) (CURRAN et al., 2004; LISTER, WOLTER; HANSON, 

2009; OLIVER et al., 2015; RADÓ et al., 2018). As amostras apresentando resistência a 

múltiplos antimicrobians, simultaneamente, têm sido submetidas a classificações de acordo 

com as classes ou grupos de fármacos aos quais apresentam susceptibilidade reduzida, como 

multidroga-resistentes (MDR, extensivo-droga resistentes (XDR) e pandroga resistentes 

(PDR) (MUSTAFA et al., 2012) 

 

Mecanismos de resistência aos antimicrobianos 

 

Os carbapenêmicos são uma categoria de antimicrobianos com grande importância nos 

estudos de resistência microbiana pois são os antimicrobianos de escolha quando já não há 

opção terapêutica para os pacientes crônicos FC, com infecção pulmonar por P. aeruginosa 

não sensível àqueles de primeira linha, como os aminoglicosídeos (GASPAR et al., 2013).  

 A resistência aos antimicrobianos em amostras de P. aeruginosa é considerado um 

problema de saúde pública global sendo um fator crítico e prioritário para o desenvolvimento 

de novos medicamentos, e se torna motivo de maior atenção quando ocorre diminuição de 

susceptibilidade aos carbapenêmicos (WHO, 2017). A resistência a esta classe de 

antimicrobianos é mediada principalmente por carbapenemases em infecções por P. 

aeruginosa não-FC, além de outros mecanismos como mutações que alteram a expressão de 

porinas, ou superexpressão de sistemas de efluxo (CASTANHEIRA et al., 2014; 

BRETONNIÈRE et al., 2016). 

As carbapenemases mais comuns em P. aeruginosa são as metalo-betalactamases 

IMP, VIM e SPM, além de outras betalactamases a exemplo das GES, NDM e KPC 

(QUEENAN; BUSH, 2007; ROBLEDO, AQUINO; VÁZQUEZ, 2011; VIAU  et al., 2016). 

Geralmente, a resistência aos carbapenêmicos em P. aeruginosa na FC se deve a mecanismos 

não enzimáticos, como a ausência de expressão de porinas, regulação positiva de sistemas de 

efluxo, ocorrendo de maneira diferente de acordo com a região geográfica, podendo-se citar 
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os Estados Unidos e a Europa nos quais é mais comum a resistência por mutações que levam 

à perda da expressão de OprD (HONG et al., 2015). 

As porinas são as estruturas bacterianas mais relevantes relacionadas à resistência 

intrínseca, em P. aeruginosa, principalmente aquelas pertencentes à família OprD, que 

permitem a entrada dos carbapenêmicos de maneira seletiva (especialmente imipenem), e não 

de outros betalactâmicos, sendo primordialmente um canal para a captação de aminoácidos. A 

redução em sua expressão é frequentemente observada em amostras de PANSC da FC 

(NEVES et al., 2011; AGHAZADEH et al., 2014).  

Características estruturais apontam que a maior parte das porinas de P. aeruginosa têm 

massa molecular variando de 45,4 kDa a 53 kDa, exceto as menores: OprF (37,6 kDa), OprG 

(25,2kDa) e OprH (21,6 kDa) (CHEVALIER et al., 2017). A família de porinas OprD/Occ 

abrange 19 membros divididos em duas subfamílias: OccD, com 8 componentes, que têm um 

poro menor e possuem um canal que pode ser fechado ou aberto, e OccK, com 11 

componentes, com maior poro e um canal mais rígido (TAMBER; OCHS; HANCOCK, 2006; 

EREN et al., 2012, 2013). 

Amostras não sensíveis aos carbapenêmicos (NSC) têm sido reportadas em vários 

tipos de infecções comunitárias e nosocomiais no Brasil, como aquelas oculares, queimaduras 

e em associação a dispositivos ventilatórios de longa duração; no entanto, é ainda fato raro 

naquelas causadoras de infecção nas vias aéreas de indivíduos com FC, em nosso país. A 

resistência a múltiplos antimicrobianos, quando não se detecta a circulação de genes 

codificadores de carbapenemases, está comumente associada a mutações nos genes ligados às 

porinas e a bombas de efluxo, como oprF (OCAMPO-SOSA et al., 2012) e mexR 

(YORDANOV, 2009), respectivamente, com susceptibilidade reduzida das amostras a 

imipenem e meropenem (OCAMPO-SOSA , et al 2012; SANTOS; NOGUEIRA; 

MENDONÇA, 2015). 

De acordo com um estudo publicado por Richardot et al. (2015),  a perda de OprD em 

P. aeruginosa colonizando pulmões com FC, pode resultar de mutações que regulam 

negativamente a expressão ou interrompem o gene oprD, mas também de mutações que 

geram substituições de aminoácidos, deletérias para a porina, promovendo a circulação de 

amostras resistentes aos carbapenêmicos e piora clínica da condição respiratória dos 

pacientes. 

Alguns estudos apontam que amostras de P. aeruginosa apresentando mutações em 

oprD são selecionados positivamente, uma vez estabelecido o tratamento com imipenem, 

exibindo baixa afinidade e transporte reduzido desse antimicrobiano; esse mecanismo parece 
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estar intimamente ligado à expressão reduzida da porina, à elevação da concentração inibitória 

mínima (CIM) para essa droga, e com a multidroga resistência. A não susceptibilidade ao 

meropenem está ligada à mutação do gene codificador da OprD, e à superexpressão de 

bombas de efluxo, que usam este antimicrobiano como substrato, com CIMs mais baixas 

(YONEYAMA et al., 1995; KÖHLER et al., 1999; LIVERMORE et al., 2001; KOS; 

MACLAUGHLIN; GARDNER, 2016).  

Como dito acima, a susceptibilidade diminuída de amostras P. aeruginosa nos 

pacientes com FC também pode estar relacionada a expressão aumentada de bombas de 

efluxo, comumento relacionadas a mutações em genes reguladores, intrincados sistemas 

responsáveis pela expulsão de materiais intracelulares e antimicrobianos. Essas estruturas 

presentes na membrana conferem permeabilidade seletiva à célula, operando para exportar 

substâncias tóxicas como os medicamentos antipseudomonais, produtos com finalidade 

desinfetante ou metabólitos secundários, além da excreção de moléculas sinalizadoras da 

comunicação celular (PEARSON et al., 1999; KRIENGKAUYKIAT et al., 2005; NEVES et 

al., 2011).  

Foram descritos por Li, Plésiat e Nikaido (2015), quatro sistemas de efluxo em P. 

aeruginosa, MexAB-OprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN e MexXY-OprM, chamando 

atenção por serem frequentemente superexpressos em amostras clínicas. Em P. aeruginosa, 

bombas de efluxo de antimicrobianos são importantes determinantes de resistência, 

especialmente aqueles pertencentes à família Resistance Nodulation Division (RND), a 

exemplo da MexEF-OprD (POOLE, 2007, 2011; DREIER; RUGGERONE, 2015). Esta 

bomba de efluxo em amostras MDR é regulada por MexT, um ativador transcricional 

(MASEDA et al., 2000; OLIVARES et al., 2012), que tem a sua ativação atrelada à 

superexpressão de mexEF-oprD, com consequente aumento na resistência a antibióticos em 

ambientes hospitalares (ANDERSSON; HUGHES, 2010; MARTINEZ  et al., 2011).  

         Enzimas associadas à resistência intrínseca, a exemplo de algumas betalactamases e 

enzimas inativadoras de aminoglicosídeos, são alguns dos principais mecanismos bacterianos 

para degradar ou modificar os antimicrobianos. Em P. aeruginosa, o gene indutível ampC, é 

capaz de inativar os betalactâmicos quando expressa a ampicilinase, um aparato responsável 

pela susceptibilidade reduzida a diversos antimicrobianos usados no tratamento de indivíduos 

com doença respiratória obstrutiva crônica, como a decorrente da FC (WRIGHT, 2005; 

YORDANOV, 2009; SANTOS; NOGUEIRA; MENDONÇA, 2015; PANG et al., 2019). Em 

P. aeruginosa, muitos mecanismos de resistência adquiridos aos betalactâmicos foram bem 

caracterizados por mutações que levam à superprodução de AmpC e AmpC de espectro 
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estendido (que inativam cefalosporinas de amplo espectro, inclusive carbapenêmicos), além 

de genes adquiridos para a expressão de betalactamases de espectro estendido (ESBLs) ou de 

carbapenemases (COURTOIS; CASPAR; MAURIN, 2018). 

Frequentemente, em P. aeruginosa a susceptibilidade reduzida aos carbapenêmicos 

está relacionada à presença ou aquisição de genes codificadores de carbapenemases, 

adquiridos por transferência horizontal de genes (THG); eles podem estar localizados em 

plasmídeos, elementos genéticos móveis que permitem a sua aquisição ou dispersão, 

representando o meio mais comum de resistência extrínseca (POIREL; PITOUT; 

NORDMANN, 2007, 2012; QIU; KULASEKARA; LORY, 2009).  O sistema de 

classificação das carbapenemases, conforme as classes de Ambler, as diferencia baseando-se 

na comparação de suas sequências de aminoácidos, de acordo com o percentual de 

semelhança entre elas, e todas as classes já foram descritas em P. aeruginosa (GNIADEK; 

CARROLL; SIMNER, 2016).   

Quando se observa a sua distribuição geográfica e sua efetividade enzimática, as 

carbapenemases mais relevantes e mais comuns em P. aeruginosa são as metalo-

betalactamases (MBL), como IMP e VIM, seguidas de outras betalactamases, como a GES, 

NDM, KPC e OXA-48 (DORTET; POIREL; NORDMANN, 2012). Na FC, genes como 

blaSPM-1, blaIMP-1 e blaVIM-2  já foram detectados em amostras de P. aeruginosa com 

susceptibilidade reduzida aos carbapenêmicos (LUTZ et al., 2013). 

A resistência extrínseca também pode ser representada por outros elementos genéticos 

móveis, representados por um conjunto diverso de estruturas adquiridas designado mobiloma, 

a exemplo dos plasmídeos, fagos e ilhas genômicas, detectáveis por técnicas de 

sequenciamento de genoma total (SGT) bacteriano. 

 

Mobiloma em Pseudomonas aeruginosa 

 

P. aeruginosa possui um genoma grande e intrincado, com percentuais relevantes 

(cerca de 20%) de elementos móveis transferíveis associados ao rápido aumento da resistência 

antimicrobiana (SUBEDI et al., 2018). Ainda na questão da resistência, o mobiloma é 

composto por sequências de inserção (SIs), plasmídeos, integrons, fagos e outros elementos 

móveis, como ilhas de patogenicidade (IPAs), também chamadas de ilhas genômicas (IGs) 

relacionadas à virulência microbiana, resistência e patogenicidade, que podem ser portadoras 

de fatores de regulação da transcrição, enzimas, bombas de efluxo e porinas (AZAM; KHAN, 

2019).  



31 

 

          Bacteriófagos, ou vírus bacterianos, podem exibir ciclo de vida lítico, invadindo e 

lisando as células hospedeiras, ou lisogênico, no qual os fagos temperados entram na célula e 

integram seu ácido nucleico ao genoma, ali residindo como profagos, até iniciar um ciclo 

lítico, como os demais vírus da natureza, (CLOKIE et al., 2011; AMBROA et al., 2020). A 

patogenicidade de P. aeruginosa pode ser relacionada a uma combinação de diversos fatores 

de virulência, dentre os quais já foram objeto de estudo os bacteriófagos, que podem carrear 

genes de virulência microbianos entre espécies bacterianas, inclusive nas infecções 

pulmonares crônicas na FC (LEE; ZHANG, 2015).  

          A cepa epidêmica de P. aeruginosa LES, geneticamente denominada LESB58, é 

sabidamente mais resistente aos antimicrobianos do que outras isoladas de pacientes com FC, 

e a análise genômica apontou que profagos aumentam a possibilidade de colonização bem-

sucedida, já que sua inserção como genoma acessório certamente contribuiu para a 

patogenicidade desse microrganismo (WINSTANLEY et al., 2009; DAVIES et al., 2017). 

          A patogenicidade bacteriana, através da resistência adquirida, ocorre usualmente por 

meio da THG de elementos genéticos, à medida que a localização desses determinantes de 

resistência em plasmídeos, bem como em outros componentes do mobiloma, aumenta deveras 

a sua mobilidade (MCCALLUM; BERGER-BA¨CHI;  SENN, 2010; KOONIN; WOLF, 

2012; SHARMA et al., 2014). Esses elementos extracromossômicos podem ser responsáveis 

pela grande diversidade interclonal do genoma de P. aeruginosa em FC, assim como 

carrearem determinantes de virulência, resistência ou persistência microbianos, intra ou 

interespécies (KLOCKGETHER et al., 2011; ZANKARI et al., 2012; BIANCONI et al., 

2015). 

 Os elementos genéticos que compõem o genoma acessório podem contribuir para a 

adaptação específica nos nichos que P. aeruginosa ocupa, a exemplo do tão particular 

microambiente pulmonar da FC (MATHEE et al., 2008; BIANCONI et al., 2015). As 

sequências genéticas chamadas de ilhas genômicas (IGs) compõem parte do mosaico que é o 

cromossomo de P. aeruginosa, exibindo um genoma central conservado, interrompido por 

partes inseridas do genoma acessório. As ilhas de patogenicidade, aglomerados de genes 

obtidos por transferência lateral de genes, estão frequentemente associadas à produção de 

toxinas, virulência, adesão e invasão de uma célula hospedada, além de melhorar a aptidão 

bacteriana, são fragmentos genômicos exógenos gigantes frequentemente relacionados à 

sobrevivência em condições contrárias, especialmente associados à resistência antimicrobiana 

(SCOTT et al., 2010; LU; LEONG, 2016). 
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          A presença de grandes ilhas genômicas em P. aeruginosa isoladas de FC, como 

importantes elementos móveis, impactam fortemente na competitividade entre amostras de 

infecção crônica, contribuindo para o sucesso da sua colonização, bem como sendo um fator 

fundamental que confere aumento e plasticidade ao genoma, revelando-se um ponto crítico na 

virulência e patogenicidade microbianas (SHARMA et al., 2014; BIANCONI et al., 2015; 

WILLIAMS et al., 2015; JANI; MATHEE; AZAD, 2016; SUBEDI et al., 2018).  

          Fatores de virulência, que agem como promotores de infecção, correlacionados com a 

resistência microbiana e desintoxicação, muitos deles associados ao quorum sensing, podem 

regular a persistência microbiana e a ocorrência de infecções intermitentes, tornando-se um 

novo alvo para a terapia (ABBY et al., 2016). 

 

CRISPR e a imunidade bacteriana a material genético exógeno 

 

 Um intrincado sistema molecular que confere imunidade às células bacterianas contra 

material genético invasor, introduzido via bacteriófagos ou por plasmídeos: as pequenas 

sequências repetitivas de DNA inseridas no genoma bacteriano compõem o sistema CRISPR 

(Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeat), compostas por grandes 

montantes de genes associados à virulência e resistência, em clones epidêmicos de P. 

aeruginosa, sendo também possíveis responsáveis por conferir o fenótipo MDR em algumas 

espécies bacterianas (SANTOS et al., 2020; SILVEIRA et al., 2020). 

 O sistema CRISPR e os genes associados a CRISPR (cas) são elementos que conferem 

imunidade bacteriana, importantes para a modulação dos genomas acessórios (McGINN; 

MARRAFFINI, 2019). Em certos genótipos clínicos de P. aeruginosa, a presença desse 

aparato de defesa pode tornar essas amostras mais prevalentes e virulentas (van BELKUM et 

al., 2015; MARRAFFINI, 2015). Na FC, alguns estudos indicam que a análise da circulação e 

tipagem dessas sequências curtas repetitivas possibilita a análise de amostras epidêmicas 

patogênicas, permitindo a identificação por elementos CRISPRs relacionados entre os 

pacientes, bem como sua contribuição na disseminação e coevolução de  P. aeruginosa e seus 

bacteriófagos, sendo mais um fator que colabora com a gravidade da doença nesse grupo de 

pacientes (MARVIG et al., 2015; ENGLAND; KIM; WHITAKER, 2018).  
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Hipermutabilidade 

 

 Outra relevante característica adaptativa observada em P. aeruginosa na FC é a 

hipermutabilidade (HPM), decorrente de frequência de mutação espontânea aumentada no 

cromossomo bacteriano (LANDERSDORFER et al., 2018). Está principalmente associado a 

um acúmulo de mutações no  sistema de reparo do DNA (Mismatch Repair System/MMR), 

que monitora a constância e correção dos processos de replicação e recombinação pela DNA 

polimerase, ajustando os possíveis erros atrelados a esses (FISHEL, 1998; SMANIA et al., 

2004).  

As amostras de P. aeruginosa HPM podem apresentar-se, portanto, mais virulentas e 

resistentes aos antimicrobianos, uma vez que os defeitos genéticos abundantes e acumulados 

podem afetar genes que, por exemplo, controlam a produção de enzimas ou mesmo de 

estruturas de membrana que afetam a permeabilidade da célula bacteriana (SMANIA et al., 

2004; COLQUE et al., 2020). Amostras HPM tendem a mostrar-se mais virulentas, com 

maior capacidade de invasão e sucesso na colonização por sobrevivência num ambiente rico 

em estressores, piora clínica e alta mortalidade dos pacientes FC (MENA et al., 2008; 

FELIZIANI et al., 2010). 

O MMR atua reparando nucleotídeos que tenham sido introduzidos de forma 

imprecisa durante a replicação do DNA, além de promover a manutenção estrutural do ácido 

nucleico, e/ou reduz as chances recombinação por transferência horizontal de genes 

(DENAMUR; MATIC, 2006; LANDERSDORFER et al., 2018). O grupo de genes que fazem 

parte desse sistema são mutS, mutL, mutH, urvD (mutU), e é sabido que a inativação de algum 

desses genes pode levar ao aumento da taxa de mutação. O MutS reconhece e se liga à base 

mal pareada, o MutL se liga ao MutS e ativa a endonuclease MutH que cliva a fita não 

metilada na sequência GATC. A helicase II (UrvD) desenrola a dupla fita permitindo que a 

excisão ocorra tanto na direção 5` ou 3` (OLIVER et al., 2000; OLIVER; BAQUERO; 

BLÁZQUEZ, 2002; MACIÁ et al., 2004, 2005; MENA et al., 2008).  

Em P. aeruginosa proveniente de pacientes com FC, largas inversões cromossômicas 

no mutS (KRESSE et al., 2003), gene mais frequentemente afetado e relacionado à HPM, 

além de mutações no sistema de genes 7,8-dihidro-8-oxo-deoxiguanosina (8-oxodG ou GO), 

nomeados mutT, mutY e mutM, quando inativados individualmente in vitro, podem elevar as 

frequências de mutação espontâneas em mais de 1000 vezes quando comparadas às amostras 

do tipo selvagem (MACIÁ et al., 2005; MANDSBERG et al., 2009; LUTZ et al. 2013; REES 

et al., 2019). 
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Curiosamente, em P. aeruginosa HPM as mutações podem ser mediadoras dos 

mecanismos mais comuns de resistência aos antimicrobianos, como a superexpressão de 

bombas de efluxo, produção de betalactamases e redução na expressão de porinas 

(LOMOVSKAYA et al., 2001; POOLE; SRIKUMAR, 2001; REES et al. 2019 apud 

BLUMBERG; STROMINGER, 1974). 

Já foi descrita a ocorrência de presença de amostras HPM associadas a uma piora da 

condição pulmonar, especialmente em pacientes crônicos. Em um estudo conduzido por nosso 

grupo com 179 P. aeruginosa de FC, 43 (24%) das amostras foram classificadas como HPM, 

e as subpopulações exibiram maiores percentuais de resistência aos antimicrobianos (LEÃO, 

2009).  

As amostras de P. aeruginosa HPM apresentam aumento relativo na frequência de 

mutação espontânea, e têm-se mostrado menos susceptíveis aos carbapenêmicos em pacientes 

crônicos com FC (OLIVER et al., 2000; MACIÁ et al., 2004; MACIÁ et al., 2005). Esse 

fenótipo é largamente observado em surtos de piora clínica, em todo o mundo, mostrando 

uma relação entre a hipermutabilidade e resistência aumentada aos antimicrobianos, inclusive 

multidroga-resistência, empregados na erradicação de infecções pulmonares (FELIZIANI et 

al. 2014, REES et al., 2019). No Brasil, em um trabalho realizado com amostras de pacientes 

assistidos em dois centros hospitalares, os percentuais de amostras HPM (27,5%) estariam 

impactando diretamente na piora da função pulmonar (LUTZ et al., 2013). 

A ocorrência de amostras com elevada frequência de mutação tem sido relatada 

também na variante fenotípica de P. aeruginosa, denominada small colony variant (SCV), 

tendo sido notadas associações com perda de sensibilidade progressiva a fármacos 

antipseudomonais, com baixa ou nula resposta aos regimes terapêuticos, colaborando, 

portanto, para a diminuição da expectativa de vida desses indivíduos (MENA et al., 2008; 

FUKUI, 2010; MALONE, 2015). 

 

Small colony variant (SCV) 

 

O comportamento fenotípico SCV é uma variação da morfologia colonial bacteriana, 

com aspecto autoagregativo, de crescimento lento, perda da motilidade bacteriana, formação 

aumentada de biofilme e tamanho muito reduzido das colônias, bem como susceptibilidade 

reduzida aos antimicrobianos e/ou multidroga resistência. Na FC, esse fenótipo foi descrito 

em amostras de P. aeruginosa recuperadas de pacientes em estágio crônico, colaborando para 

a persistência da infecção (SABRA, HADDAD; ZENG, 2014), e tem sido associado 
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frequentemente a mutações nos genes yfiN, yfiR, rsmA, wspF, mutS, fleQ e accBC 

(MALONE, 2015).             

           A emergência desse fenótipo já foi descrita como ligada a mutações nos genes 

relacionados ao sistema de sinalização c-di-GMP (3', 5'-cyclic-di-guanosine monophosphate), 

colaborando para o tamanho diminuto das colônias, produção aumentada de 

exopolissacarídeos (EPS) e formação do biofilme, com outros constituintes genéticos 

envolvidos como wspF, accBC, rsmA e fleQ, que quando mutados já foram descritos como 

relacionados à formação das SCV (von GÖTZ et al., 2004; HICKMAN; TIFREA; 

HARWOOD, 2005; STARKEY et al., 2009;  BLANKA, 2015). 

 Observando-se a atuação de cada um dos componentes desse sistema de sinalização, a 

diguanilato ciclase YfiN, proteína expressa constitutivamente em mutantes SCV coletados nas 

vias aéreas de FC, supostamente perde sua função nesses microrganismos (MALONE, 2015). 

Mutações nos genes wspF, fleQ e accBC, respectivamente uma metilesterase, um regulador 

transcricional e um operon relacionado à biossíntese de ácidos graxos, também foram 

associadas ao processo de desenvolvimento de cepas com características SCV (SMITH et al., 

2006; BLANKA et al., 2015).  

 Outro regulador transcricional denominado RsmA, relacionado à virulência, 

modificação nos sistemas de efluxo, motilidade bacteriana e transição para a cronicidade, foi 

descrito por mutações possivelmente ligadas ao morfotipo SCV in vitro (BURROWES et al., 

2006; IRIE et al., 2010).  

 A alta frequência de mutação espontânea no gene mutS, em P. aeruginosa recuperadas 

de pacientes FC, foi relacionada à persistência, hipermutabilidade, evolução para a infecção 

crônica e formação de SCV (OLIVER et al., 2000; SMANIA et al., 2004; MENA et al., 2007; 

HOGARDT; HEESEMANN, 2010; LUJÁN et al., 2011). 

 Algumas alterações genéticas, como deleções e substituições, além de grandes 

inversões cromossômicas, estão implicadas como fatores críticos na geração dessas variantes 

fenotípicas, além de colaborarem para a persistência e impossibilidade de erradicação das 

infecções por P. aeruginosa no ambiente pulmonar na FC (SMITH et al., 2006; BLANKA et 

al., 2015). 

 

Justificativa 

 

          O sequenciamento do genoma completo tem se mostrado como uma importante 

ferramenta na investigação de mudanças genômicas envolvidas na evolução de cepas dos 
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diferentes fenótipos de P. aeruginosa considerando a análise de genes de resistência, 

virulência e persistência bacteriana, sendo atualmente utilizada em estudos de epidemiologia 

molecular e desenvolvimento de novas terapias em FC. 

  Quando observadas características peculiares de P. aeruginosa nas infecções 

pulmonares em FC, migração da fase aguda para a cronicidade, há uma evidente alteração dos 

fatores de virulência e patogenicidade, parte do intrincado mecanismo de adaptação ao 

ambiente das vias aéreas (SMITH et al., 2006; HOGARDT; HEESEMANN, 2010 e 2013).  

 O presente trabalho analisou, por métodos fenotípicos e moleculares, as amostras de 

Pseudomonas aeruginosa não sensíveis aos carbapenêmicos (PANSC) obtidas 

longitudinalmente de pacientes FC com infecção crônica assistidos em dois centros de 

referência na cidade do Rio de Janeiro, caracterizando nas diferentes apresentações 

morfológicas a evolução da resistência aos antimicrobianos.  

 Tais investigações justificam-se diante da indigência de monitoramento dessas 

amostras, dada a possibilidade de disseminação de mecanismos de resistência bacterianos, 

diminuição da susceptibilidade aos antimicrobianos antipseudomonais, capacidade de 

dispersão de clones epidêmicos entre os pacientes e sua implicação direta no aumento das 

taxas de morbidade e mortalidade, fortemente associados à infecção crônica por P. 

aeruginosa. 
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1 OBJETIVOS 

 

1.1 Geral 

 

 Avaliar, temporalmente, a susceptibilidade aos antimicrobianos e a presença de 

amostras hipermutáveis de  Pseudomonas aeruginosa não sensíveis aos carbapenêmicos 

obtidas de pacientes com fibrose cística com infecção pulmonar crônica. 

 

1.2 Específicos 

 

1) Determinar o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos; 

2) Determinar a ocorrência de perfis de multidroga resistentes, extensivo droga resistentes ou 

pandroga resistentes e sua distribuição temporal; 

3) Determinar a Concentração Inibitória Mínima para os antimicrobianos: imipenem, 

meropenem, doripenem e polimixina; 

4) Determinar as taxas de frequência de mutação espontânea; 

5) Investigar a circulação de amostras hipermutáveis e sua correlação com a susceptibilidade 

aos antimicrobianos; 

6) Realizar o sequenciamento do genoma completo e analisar por diferentes ferramentas de 

bioinformática amostras de diferentes fenótipos de P. aeruginosa recuperados de um caso 

clínico.  
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 Pacientes, espécimes clínicos e critério de seleção das amostras bacterianas 

 

 As 143 amostras de P. aeruginosa não sensíveis aos carbapenêmicos (PANSC) 

incluídas neste estudo foram obtidas de 18 pacientes pediátricos (nove) e adultos (nove), com 

diagnóstico de FC, no período de 2007 a 2016. Todos os pacientes apresentavam infecção 

pulmonar crônica  por P. aeruginosa [ocorrência de P. aeruginosa persistente em culturas 

microbiológicas por pelo menos seis meses consecutivos] (LEE et al., 2005). Os pacientes 

eram atendidos no Instituto Nacional de Saúde da Mulher, da Criança e do Adolescente 

Fernandes Figueira da Fundação Oswaldo Cruz (IFF-FIOCRUZ) e no Departamento de 

Doenças do Tórax, setor Pneumologia/ Policlínica Piquet Carneiro/Hospital Universitário 

Pedro Ernesto/ Universidade do Estado do Rio de Janeiro (HUPE-UERJ), dois centros de 

referência no Rio de Janeiro, ambos responsáveis pelo acompanhamento dos pacientes 

pediátricos e adultos com FC, respectivamente. 

O acompanhamento microbiológico regular, em ambos os centros, foi realizado no 

Laboratório de Bacteriologia Clínica do HUPE (LABACT-HUPE). Os espécimes 

respiratórios foram processados e os patógenos isolados foram identificados por metodologias 

fenotípicas e moleculares, e submetidos aos testes de susceptibilidade a antimicrobianos, 

quando aplicável (MILLER et al., 2018). Em seguida, as amostras foram direcionadas para o 

Laboratório de Microbiologia da Fibrose Cística (LabMiFC), da Disciplina de Microbiologia 

e Imunologia da Faculdade de Ciências Médicas da UERJ onde foram catalogadas e 

estocadas.  

 

2.2 Estoque bacteriano 

 

Todas a amostras de P. aeruginosa foram estocadas em solução de leite desnatado a 

10% (Skin Milk; Difco Laboratories, Detroit, Michigan, EUA) contendo glicerol a 10% e 

mantidas a -20ºC, até a realização dos testes.  

 

2.2.1 Identificação bacteriana 

 

 As amostras, recuperadas a partir da coleção bacteriológica do LabMiFC foram 

previamente identificadas no LABACT/HUPE, através de provas fenotípicas, como a 
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avaliação do metabolismo oxidativo da glicose (não-fermentadora), detecção da produção de 

oxidase (positiva), descarboxilação da arginina (positiva), e fisiológicas, como o crescimento 

a 42°C (positiva) e teste de mobilidade (motility) (Miller et al., 2018).    

 Os morfotipos não mucoide (NM), mucoide (MUC) e small colony variant (SCV) 

foram estabelecidos pela verificação visual da morfologia colonial (BRASIL. Agência 

Nacional de Vigilância Sanitária, 2013).  

 

2.3 Testes de susceptibilidade aos antimicrobianos 

 

2.3.1. Teste de disco-difusão (TDD) 

 

Foram realizados os testes de susceptibilidade aos antimicrobianos com os seguintes 

discos: piperacilina/tazobactam 10 µg (PTZ), ceftazidima 30 µg (CAZ), cefepime 30 µg 

(FEP), imipenem 10 µg (IPM), aztreonam 30µg (ATM), gentamicina 10 µg (GEN), amicacina 

30 µg (AMI), meropenem 10 µg (MEM), ciprofloxacina 5 µg (CIP) e tobramicina 10 µg 

(TOB) e doripenem 10 µg (DOR) (Becton, Dickinson and Company, BD, Sparks, Estados 

Unidos), pelo método de disco-difusão em ágar, seguindo as recomendações de execução e os 

critérios de leitura, descritos no Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI a e c, 2020). 

Como controle de qualidade, foi utilizada a cepa P. aeruginosa ATCC® 27853. 

 

2.3.2 Determinações das concentrações inibitórias mínimas (CIMs) 

 

Foram determinadas as CIMs, pelo método de microdiluição em caldo, para os 

antimicrobianos IPM, MEM, DOR e polimixina (POL) (Sigma, St. Louis, EUA), nas 

amostras de P. aeruginosa, conforme recomendações descritas nos documentos CLSI b e c 

(2020).  

Foram testadas as amostras, por essa técnica, sempre em duplicata. Deste modo, foi 

considerada a CIM aquela concentração observada nas duplicatas. Havendo discordância 

entre as determinações, procedeu-se à repetição do método. Como controle de qualidade, foi 

utilizada a cepa P. aeruginosa ATCC® 27853. 
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2.3.2.1 Preparo da solução padrão de antimicrobiano 

 

Foi utilizada a equação abaixo, para preparo das soluções-padrão dos agentes 

antimicrobianos utilizados:  

 

 

Peso (mg) = Volume (mL) x Concentração (µg/mL) 

 

                               Potência (µg/mL) 

 

 

 

Foram estabelecidas as maiores concentrações a serem testadas para cada agente 

antimicrobiano e as soluções padrão foram preparadas na concentração de 10 mg/mL, 

equivalente a 10.000 µg/mL, para todos os antimicrobianos (Quadro 1).  

 

Quadro 1 - Concentrações utilizadas na determinação da concentração inibitória mínima para 

imipenem, meropenem, doripenem e polimixina, cepa controle utilizada e faixa aceitável do 

controle de qualidade 

 

Antimicrobiano 
Concentrações testadas 

(µg/mL) 

Cepa de referência 

para controle de 

qualidade 

Faixa 

aceitável 

(µg/mL) 

Imipenem 256; 128; 64; 32; 16; 8; 4; 2; 1; 0,5 e 0,25 

P. aeruginosa 

ATCC® 27853 
1 - 4 

Meropenem 64; 32; 16; 8; 4; 2; 1; 0,5, 0,25, 0,125 e 

0,065 

P. aeruginosa 

ATCC® 27853 
0,12 – 1 

Doripenem 32; 16; 8; 4; 2; 1; 0,5, 0,25, 0,125, 0,065 e 

0,0325 

P. aeruginosa 

ATCC® 27853 
0,12- 0,5 

Polimixina 128; 64; 32; 16; 8; 4; 2; 1; 0,5, 0,25 e 0,125 

P. aeruginosa 

ATCC® 27853 
0,5 - 2 

 

Fonte: CLSI b e c (2020). 

 

 

A potência e a quantidade de antimicrobiano pesada, assim como o solvente utilizado 

para cada agente estão discriminadas no quadro 2.  
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Quadro 2 - Dados para a diluição e preparo dos antimicrobianos imipenem, meropenem, 

doripenem e polimixina, para a determinação da concentração inibitória mínima 

 

Antimicrobiano 
Potência 

(µg/mg) 

Quantidade 

pesada (g) 
Solvente (s) Diluente 

Imipenem 1000 0,0100 
Tampão fosfato  pH 7,2 a 

0,01 mol/L 

Tampão fosfato pH 7,2 

a 0,01mol/L 

Meropenem 1000 0,0100 Água Água 

Doripenem 1000 0,0100 Solução salina Solução salina 

Polimixina 1000 0,0100 Água Água 

 

Fonte: CLSI b (2020). 

 

 

2.3.2.2 Preparo do meio de cultura 

 

Para o teste de microdiluição em caldo, o meio utilizado foi o caldo Mueller Hinton 

(MH) (BD®, Heidelberg, Alemanha), com ajuste prévio das concentrações dos cátions 

divalentes cálcio e magnésio (Cation-Adjusted Mueller Hinton Broth – CAMHB). Para o 

ajuste, tornou-se necessária a preparação de soluções-padrão contendo os referidos cátions. 

Para o preparo da solução padrão de cálcio, 3,68g de CaCl2.2H2O foram dissolvidos em 100 

mL de água deionizada. Esta solução continha 10 mg de Ca++/mL. Para o preparo da solução 

padrão de magnésio, 8,36g de MgCl2.6H2O foram dissolvidos em 100 mL de água 

deionizada. Essa solução continha 10 mg de Mg++/mL. As soluções padrão foram 

esterilizadas por filtragem através de membrana e armazenadas a temperatura de 2 a 8ºC.  

Foi feito o ajuste das concentrações dos cátions, no caldo CAMHB, apenas no 

momento da utilização do meio de cultura. Adicionou-se 0,20 e 0,1 mL solução padrão de 

cada cátion, respectivamente (20 a 25mg de Ca++/L e 10 a 12,5mg de Mg++/L), para cada litro 

de CAMHB (CLSI b). 
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2.3.2.3 Preparo das soluções de antimicrobianos 

 

A solução de antimicrobiano padrão, ou “solução de uso”, continha a maior 

concentração dentre as outras, na determinação da CIM para cada antibiótico testado. Assim, 

para cada amostra bacteriana, foram necessários 12 poços de uma placa de microtitulação, 

com fundo em “U”. No primeiro poço, foram adicionados 200 µL da solução de uso, 

contendo a maior concentração da faixa escolhida. Nos 11 poços restantes, foram adicionados 

100 µL de CAMHB. Partiu-se, então, à diluição seriada, recolhendo-se 100 µL do primeiro 

poço aos demais. Chegando ao décimo primeiro poço, os 100 µL recolhidos por ocasião da 

diluição seriada, foram descartados, de forma que o último poço permaneceu sem a adição de 

agente antimicrobiano, servindo então como controle de crescimento. Para o teste ser 

considerado válido, foi necessária a observação de crescimento bacteriano no poço de 

controle (CLSI b, 2020). 

 

2.3.2.4 Preparo da suspensão bacteriana  

 

O método usado foi o da suspensão direta de colônias bacterianas, para o preparo do 

inóculo. Partiu-se de uma cultura bacteriana recente, da qual foi realizada uma suspensão em 

solução salina (NaCl 0,9%), de forma que fosse obtida uma turbidez correspondente ao 

padrão 0,5 de McFarland (1 x 108 UFC/mL). Essa suspensão foi então diluída 1:10 para 

obtermos uma diluição de 107 UFC/mL. Desse modo, 5µL dessa suspensão foram inoculados 

nos 100µL de CAMHB previamente dispensados em cada poço da placa de microtitulação, 

resultando em uma concentração final de bactérias de aproximadamente 5 x 104 UFC/poço 

(CLSI b, 2020). 

 

2.3.2.5 Incubação, leitura e determinação dos resultados das CIM 

 

As placas de microtitulação, depois de inoculadas as suspensões bacterianas, foram 

incubadas a 35ºC+2°C, por 24 h, em estufa, em aerobiose. A concentração inibitória mínima 

(CIM) foi definida como a menor concentração de antimicrobianos capaz de inibir o 

crescimento bacteriano, conforme detectado visualmente (CLSI b, 2020), e os critérios de 

interpretação de susceptibilidade dos microrganismos testados estão dispostos no quadro 3 

(CLSI c, 2020). 
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Quadro 3 - Critérios de interpretação da susceptibilidade da concentração inibitória mínima, 

para as amostras de Pseudomonas aeruginosa 

 

Antimicrobiano Sensível Intermediário Resistente 

Imipenem ≤ 2 µg/mL 4 µg/mL ≥ 8 µg/mL 

Meropenem ≤ 2 µg/mL 4 µg/mL ≥ 8 µg/mL 

Doripenem ≤ 2 µg/mL 4 µg/mL ≥ 8 µg/mL 

Polimixina ≤ 2 µg/mL 4 µg/mL ≥ 8 µg/mL 

 

Fonte: CLSI c (2020). 

 

 

Foi avaliada a ocorrência dos fenótipos de MDR, XDR e PDR dentre as 143 amostras 

e, para tanto, foram utilizados os resultados do TDD (para a maioria dos antimicrobianos 

testados), e da CIM para POL. 

 

2.3.3 Classificação das amostras de acordo com fenótipos de resistência: multidroga-

resistentes (MDR), extensivo-droga resistentes (XDR) e pandroga-resistentes (PDR)   

 

Foram adotados critérios adaptados à partir daqueles estabelecidos por Magiorakos et 

al. (2012), considerando-se o número de classes de antimicrobianos avaliados no presente 

estudo, para alcançar a classificação das amostras de P. aeruginosa como: MDR, amostra não 

sensível a um ou mais agentes, em três ou mais categorias de antimicrobianos testados; XDR, 

amostra não sensível a pelo menos 80% das categorias dos antimicrobianos testados; e, PDR, 

não sensível a todos os agentes testados (Quadro 4). Foram consideradas sete categorias de 

antimicrobianos: cefalosporinas antipseudomonais (CAZ e FEP), penicilinas 

antipseudomonais e inibidores de betalactamases (PTZ), monobactâmicos (ATM), 

carbapenêmicos antipseudomonais (IPM, MEM e DOR), aminoglicosídeos (GEN, AMI e 

TOB), fluoroquinolonas antipseudomonais (CIP) e polimixina (POL), a fim de se 

estabelecerem os perfis de susceptibilidade e o escalonamento das amostras MDR, XDR e 

PDR.  
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Quadro 4 - Categorias e agentes considerados neste estudo para a classificação das amostras 

de Pseudomonas aeruginosa como multidroga resistentes, extensivo droga resistentes e 

pandroga resistentes, nos testes de susceptibilidade aos antimicrobianos 

 

Categorias dos antimicrobianos Agentes antimicrobianos 

Aminoglicosídeos Gentamicina, Amicacina e Tobramicina 

Carbapenêmicos antipseudomonais Imipenem, Meropenem e Doripenem 

Cefalosporinas Ceftazidima e Cefepime 

Fluoroquinolonas antipseudomonais Ciprofloxacina 

Penicilinas antipseudomonais + inibidores de 

betalactamases 

Piperacillin-tazobactam 

Monobactâmicos Aztreonam 

Polimixinas Polimixina B 

 

Fonte: Adaptado de Magiorakos et al., 2012. 

 

 

2.4  Hipermutabilidade 

 

A frequência de mutação de cada amostra foi obtida pela comparação do número de 

colônias que cresceram após a semeadura em meio de cultura com base de ágar Mueller 

Hinton (MHA), com e sem o antimicrobiano rifampicina.  

 

2.4.1 Preparo dos meios de cultura 

 

Para a determinação da frequência de mutação das amostras incluídas nesse estudo, foi 

preparado caldo Mueller Hinton (MHB) para crescimento bacteriano (BD®, Heidelberg, 

Alemanha), assim como placas de ágar Mueller Hinton (BD®, Heidelberg, Alemanha)  sem  e 

com adição do antimicrobiano rifampicina (Sigma, St. Louis, EUA) [300mg/ml] (MHARif).  
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2.4.2 Preparo da suspensão bacteriana  

 

 Com o auxílio de uma alça bacteriológica, foram coletadas de uma a cinco colônias 

isoladas de uma placa de MHA, a partir de cultura recente, e feita uma suspensão bacteriana 

em 10mL de MHB e incubada à 35+2°C por 18 a 24h, sob agitação. Após essa etapa, a 

suspensão foi centrifugada a 3.000 rpm por 5 minutos, desprezado o sobrenadante e o 

precipitado ressuspendido em 1mL de MHB fresco. Em seguida, foram feitas diluições 

seriadas de base 10, de 10-1 a 10-8. 

 

2.4.3 Semeadura e incubação das suspenções bacterianas em meio de cultura com e sem 

antimicrobiano 

 

Nas placas de MHA, foram inoculados e semeados volumes de 10 µL, obtidos da 

diluição seriada de base 10-5, 10-6, 10-7 e 10-8, enquanto 100 µL foram dispostos sobre as 

placas de MHARif, com as diluições de 10-1, 10-2, 10-3 e 10-4.  As placas foram incubadas, e 

os resultados lidos após 36h, a 35+2°C, em aerobiose. 

 

2.4.4 Cálculo da frequência de mutação espontânea 

 

A frequência de mutação foi calculada avaliando o número de colônias que cresceram 

no meio com rifampicina em relação àquelas que cresceram no meio sem a adição deste 

antimicrobiano.  As amostras hipermutáveis foram assim classificadas quando a sua 

frequência de mutação calculada apresentou taxa igual ou superior a 20 vezes a frequência de 

mutação da cepa PAO1 (OLIVER et al., 2000; MACIÁ et al., 2004), utilizada como controle 

negativo. 

 

Frequência de mutação (f) :   n° de colônias que cresceram no meio com rifampicina   

            n° de colônias que cresceram no meio sem rifampicina 

 

A partir desse teste, foi gerada a subpopulação mutante (resistente a rifampicina), que 

foi coletada e estocada, sendo realizados para essas amostras os testes de disco-difusão e 

determinada a CIM para os carbapenêmicos e polimixina. a população selvagem. 
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2.4.5 Classificação quanto à frequência de mutação 

 

As taxas de frequência de mutação (f), como proposto por Ciofu et al. (2005), foram 

categorizadas em três grupos: frequência de mutação espontânea fortemente aumentada 

(SISf), quando f fosse ≥2x10-7, frequência de mutação espontânea aumentada (WISf) quando f 

fosse <2 10-7 e ≥2 10-8 , e frequência de mutação espontânea não aumentada (NISf) quando f 

fosse <2 10-8 .   

 

2.5 Sequenciamento de Genoma Total (SGT) 

 

Em abril de 2017, mesmo já encerrado o período de obtenção de dados clínicos e 

inclusão de amostras bacterianas no nosso estudo, os resultados microbiológicos de um 

paciente, chamaram a nossa atenção. 

O paciente se encontrava em exacerbação do quadro respiratório, com piora da função 

pulmonar e houve a necessidade de internação hospitalar. Uma cultura de escarro foi realizada 

e foi possível detectar três morfotipos de P. aeruginosa: um mucoide, outro não mucoide e um 

terceiro small collony variant (SCV). Dois meses depois da alta hospitalar, uma segunda 

internação fez-se necessária, e o mesmo padrão microbiológico foi observado em uma nova 

cultura de escarro. 

Dada a ausência de relatos de fenótipo denominado SCV em P. aeruginosa em 

pacientes com FC, no Brasil,  realizamos o SGT das seis amostras obtidas nesse período 

(ANEXO C).  

 

2.5.1 Extração do DNA bacteriano, montagem e anotação dos genomas  

 

O DNA de cada amostra bacteriana foi purificado a partir de cultura recente usando o 

kit de purificação IllustraTM GFXTM PCR DNA and Gel band Purification (GE Healthcare) e 

extraído  pelo kit de extração em coluna PureLink® Genomic Elution Buffer (Invitrogen™). 

As bibliotecas foram criadas usando Nextera XT e sequenciadas com a tecnologia Illumina 

(Illumina Inc, USA) no equipamento MiSeq System com cobertura de 40 x, e os reads não 

montados foram disponibilizados em Sequence Reads Archives (PRJNA580445, 
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PRJNA580449, PRJNA580450, PRJNA580453, PRJNA580455 and PRJNA580457).  Os 

resultados do sequenciamento dos reads foram ajustados e montados de novo com o montador 

de genoma Spades 3.5 (BANKEVICH et al., 2012). A qualidade do sequenciamento do 

genoma foi determinada pelo uso do FASTQ toolkit (Illumina Inc, USA). Os projetos de 

Whole Genome Shotgun foram depositados no DDBJ/ENA/GenBank sob os números de 

acesso WUTK00000000, WUTL00000000, WUTM00000000, WUTN00000000, 

WUTO00000000 e WUTP00000000 (APÊNDICE). 

 

2.5.2 Ferramentas de análise do sequenciamento de genoma total 

A partir do sequenciamento dos genomas, os contigs gerados foram submetidos à 

anotação no serviço de anotação automática de genomas de procariotos Rapid Annotation 

Subsystem Technology (RAST), National Microbial Pathogen Data Resource (NMPDR), 

SEED-based (rast.nmpdr.org/).  

A ferramenta de busca Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) 

(blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE_TYPE=BlastSearch&BLAST_SPEC=MicrobialGen

omes) foi usada para a investigação de sequências de nucleotídeos e aminoácidos, usando 

através da consulta pelos programas de alinhamento BLASTn (nucleotídeos) e BLASTp 

(proteínas).  

Na identificação de genes associados à resistência aos antimicrobianos, a ferramenta 

de busca ResFinder (cge.cbs.dtu.dk/services/ResFinder), associada à plataforma Center of 

Genomic Epidemiology (CGE) (genomicepidemiology.org/), foi utilizada a fim de detectar 

genes de resistência extrínsecos e a plataforma Applying Pathosystems Resource Integration 

Center (PATRIC) (patricbrc.org/), para genes de resistência intrínsecos (Nacional Database 

of Antibiotic Resistance Organisms/NDARO) e fatores de virulência (Virulence Factor 

Database/VFDB).  

A base de dados PubMLST (pubmlst.org/) foi empregada para a identificação e 

tipagem molecular do sequence type (ST), bem como para a avaliação da diversidade 

genômica microbiana.  

Na caracterização do mobiloma das amostras, investigou-se a ocorrência de elementos 

como fagos, ilhas de patogenicidade e sequências de inserção. e com a finalidade de encontrar 

sequências de fagos, foi consultada a base de dados Phaster (phaster.ca). O programa online 

Islandviwer (pathogenomics.sfu.ca/islandviewer) foi usado na busca e identificação de ilhas 

de patogenicidade, em comparação com a cepa de referência selvagem PAO1. Sequências de 
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inserção foram classificadas de acordo com análise via BLAST, interfaciado pela base de 

dados IS Finder (is.biotoul.fr).  

O Universal Protein Resource (UniProt) foi utilizado na proposição e investigação de 

proteínas e seus dados de anotação (uniprot.org).  

Para a checagem das sequências de nucleotídeos e aminoácidos de interesse, o 

programa BioEdit (mbio.ncsu.edu/BioEdit/) foi aplicado para analisar as dissimilaridades 

entre os genes, de maneira comparativa, entre as seis amostras. 

Na busca por identificação e quantificação das sequências associados ao mecanismo 

de defesa bacteriano, sequências de Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic 

Repeats (CRISPR) e genes Cas, foi usado o programa online CRISPRCas finder 

(crispr.i2bc.paris-saclay.fr/Server/). 
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3 RESULTADOS  

 

3.1 Distribuição temporal de Pseudomonas aeruginosa não sensíveis aos carbapenêmicos 

 

Foram analisados os resultados de culturas respiratórias de pacientes FC com infecção 

pulmonar crônica que apresentavam crescimento de P. aeruginosa não sensíveis aos 

carbapenêmicos (PANSC), ao longo de dez anos (2007 a 2016). Foram incluídas no estudo 

143 amostras de PANSC, provenientes de 18 pacientes. Nove pediátricos (P) com 77 

amostras (53,9%) e nove adultos (A) com 66 amostras (46,1%). O número de amostras 

obtidas por paciente variou de uma a 29 para os adultos, e de duas a 23, para os pediátricos. 

Os pacientes que apresentaram os maiores números de amostras recuperadas no período 

foram: 8 A (n= 29/ 20,3%), 17 P (n= 23/ 16,1%), 14 A (n= 18/ 12,6%), 16 P (n= 16/ 11,2%) e 

4 P (n= 16/ 11,2%) (Tabela 1). 
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Tabela 1 – Número de amostras de Pseudomonas aeruginosa não sensíveis aos 

carbapenêmicos, isoladas de pacientes com fibrose cística ao longo de dez anos 

 

Paciente Data de nascimento P. aeruginosa (n=143) Clínica 

  n (%)  

1 P * 2 (1,4) IFF 

2 A 20/09/1983 5 (3,5) PPC 

3 A 02/05/1981 8 (5,6) PPC 

4 P 23/09/1999 16 (11,2) IFF 

5 P * 8 (5,6) IFF 

6 A 04/02/1991 1 (0,7) PPC 

7 A 15/09/1986 1 (0,7)  PPC 

8 A 10/08/1987 29 (20,2) PPC 

9 P 15/09/1999 4 (2,8) IFF 

10 P * 2 (1,4) IFF 

11 P 09/09/2001 4 (2,8) IFF 

12 A 07/06/1982 1 (0,7) PPC 

13 A 15/12/1988 2(1,4) PPC 

14 A 21/06/1981 18 (12,6) PPC 

15 P 02/05/1997 2 (1,4) IFF 

16 P 03/07/2009 16 (11,2) IFF 

17 P 28/11/2000 23 (16,1) IFF 

18 A * 1 (0,7) PPC 

 

Legenda: IFF: Instituto Nacional de Saúde da Mulher, da Criança e do Adolescente Fernando 

Figueiras/FIOCRUZ; PPC: Policlínica Piquet Carneiro/UERJ. * = data de nascimento não localizada. 

A: paciente adulto; P: paciente pediátrico. n: número de amostras; %: percentual de amostras.  

Fonte: A autora. 

 

 

 

O período entre o primeiro e o último isolamento de PANSC variou de 1 a 8 anos 

entre os 18 pacientes. O paciente 14A foi o que apresentou o maior intervalo entre a primeira 

e a última coleta (primeira amostra em 2008 e última amostra em 2016). Quando os dados 

foram analisados temporalmente, os anos em que houve um maior número de PANSC foram 

2016 (38 amostras), 2014 (26 amostras), 2013 (18 amostras) e 2012 (17 amostras) (Tabela 2). 

Os indivíduos que apresentaram uma maior ocorrência de PANSC ao longo dos anos, 

foram os pacientes: 14A (8 anos = 2008, 2009, 2010, 2012, 2013, 2014, 2015 e 2016); 4P (7 

anos = 2008, 2009, 2011, 2012, 2014, 2015 e 2016) e  8A (7 anos =2007, 2008, 2010, 2011, 

2012, 2013 e 2014). Por outro lado, em 22,2 % dos pacientes uma única amostra de PANSC 
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foi recuperada (6A, 7A, 12A e 18A). O paciente 17P foi o que exibiu o maior número de 

amostras (n=18) concentradas em um mesmo ano (2016) (Tabela 2). 

 

 

Tabela 2: Distribuição das amostras de Pseudomonas aeruginosa não sensíveis aos 

carbapenêmicos, isoladas de pacientes com fibrose cística ao longo do período de estudo 

 

Paciente  2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 

1P (n=2) 
     

1 
  

1 
 

2A (n=5) 
    

1 
 

1 1 
 

2 

3A (n=8) 
   

1 2 2 2 1 
  

4P (n=16) 
 

3 2 
 

2 1 
 

3 2 3 

5P (n=8) 
   

2 2 
    

4 

6A (n=1) 
   

1 
      

7A (n=1) 
       

1 
  

8A (n=29) 1 1 
 

5 4 7 3 8 
  

9P (n=4) 
   

1 
 

2 
 

1 
  

10P (n=2) 
     

1 
   

1 

11P (n=4) 
        

1 3 

12A (n=1) 
         

1 

13A (n=2) 
         

2 

14A (n=18) 
 

2 1 1 
 

2 7 1 2 2 

15P (n=2) 
         

2 

16P (n=16) 
   

1 1 
 

5 9 
  

17P (n=23) 
       

1 4 18 

18A (n=1) 
     

1 
    

Total 1 6 3 12 12 17 18 26 10 38 

 

Legenda: A: paciente adulto; P: paciente pediátrico. n: número absoluto de amostras de Pseudomonas 

aeruginosa não sensíveis aos carbapenêmicos.  

Fonte: A autora. 

 

 

3.2 Testes de susceptibilidade aos antimicrobianos 

 

3.2.1 Disco-difusão 

 

Das 143 amostras de PNSC, 137 (95,8%), 86 (60,1%) e 57 (39,9%) foram 

exclusivamente não sensíveis a IPM, MEM e DOR, respectivamente, e 81 (56,6%), 51 
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(35,7%), 38 (26,6%) e 33 (23,1%) foram NS concomitantemente a IPM+MEM, IPM+DOR, 

MEM+DOR e IPM+MEM+DOR, nesta sequência.    

Avaliando-se o total de amostras, e excluindo-se os antimicrobianos do grupo dos 

carbapenêmicos, os maiores percentuais de não susceptibilidade foram observados para GEN 

(51,7%), AMI (50,3%), TOB (44,7%) e CIP (44,1%). As amostras recuperadas de pacientes 

pediátricos eram mais resistentes aos antimicrobianos GEN, AMI, TOB E CIP (acima de 

60%), enquanto as recuperadas de paciente adultos mostraram resistência acima de 50% a 

ATM, CAZ e FEP (Tabela 3). 
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Tabela 3: Distribuição dos percentuais de resistência aos antimicrobianos em amostras de Pseudomonas aeruginosa não sensíveis aos 

carbapenêmicos, isoladas de pacientes com fibrose cística 

 

 

PTZ  

n (%) 

ATM 

 n (%)  

CAZ  

n (%)  

FEP 

n (%)  

IPM 

n (%)  

MEM  

n (%) 

DOR 

n (%)  

GEN 

n (%)  

AMI 

n (%) 

TOB 

n (%)  

CIP 

n (%) 

Total (n= 143) 41 (28,7) 57 (39,9) 49 (34,3) 52 (36,0) 137 (95,8) 86 (60,1) 57 (39,9) 74 (51,7) 72 (50,3) 64 (44,7) 63 (44,1) 

Amostras P (n=77) 26 (33,8) 25 (32,5) 21 (27,3) 26 (33,8) 75 (54,7) 44 (51,2) 35 (61,4) 46 (62,2) 44 (61,1) 40 (62,5) 41 (65,1) 

Amostras A (n=66) 15 (36,6) 32 (56,1) 28 (57,1) 26 (50) 62 (45,3) 42 (48,8) 22 (38,6) 28 (37,8) 28 (38,9) 24 (37,5) 22 (34,9) 

1P (n=2)         2      2  2  2  1  

2A (n=5)   1     5  1 2 2 1 1   

3A (n=8)   2      8  1      3  2    

4P (n=16) 7  5  5  6 16  12  7  9  10  8  4  

5P (n=8) 3  4  2  2  8  1  2  2  3  3  6 

6A (n=1)         1              

7A (n=1) 1  1  1  1  1  1    1  1  1    

8A (n=29) 13  23  21  19  26  26  14  15  17  11  14  

9P (n=4) 2  1  2  2  3  3  2  2  1  1    

10P (n=2)         1  1  2          

11P (n=4) 2  2  1  2  4  1  3  1  1  1 3  

12A (n=1)         1  1  1  1  1  1  1  

13A (n=2)   1      2      2    2    

14A (n=18) 1  4  6  6  17  12  5  6  4  6  7  

15P (n=2)   1    1  2  1  1  1      1  

16P (n=16) 6  6  5  8  16  11  9  13  13  14  14  

17P (n=23) 6  6  6  5  23  14  9  16  14  11  12  

18A (n=1)         1      1  1      

 

Legenda: n: número absoluto de amostras de Pseudomonas aeruginosa não sensíveis aos carbapenêmicos. PTZ: piperacilina + tazobactam; ATM: aztreonam; CAZ: 

ceftazidima; FEP: cefepime; IPM: imipenem; MEM: meropenem; DOR: doripenem; GEN: gentamicina; AMI: amicacina; TOB: tobramicina; CIP: ciprofloxacina. 

Amostras P: amostras de pacientes pediátricos; Amostras A: amostras de pacientes adultos. P: pacientes pediátricos; A: pacientes adultos. 

Fonte: A autora. 
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Pôde-se observar, ao longo dos dez anos, um aumento no número de amostras 

resistentes aos antimicrobianos. O ano de 2016 destacou-se pelo elevado número de amostras 

não sensíveis entre os pacientes pediátricos. Para os pacientes adultos, houve uma distribuição 

mais irregular (Tabela 4). 

Avaliando-se cada antimicrobiano, ano a ano, as amostras recuperadas de pacientes 

pediátricos começaram a mostrar-se menos sensíveis à CIP a partir de 2011, e à GEN, AMI e 

TOB a partir de 2013. No grupo daquelas obtidas de pacientes adultos, o número de amostras 

não sensíveis ao FEP, ATM e CAZ aumentou gradualmente a partir de 2012 (Tabela 4).  
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Tabela 4: Distribuição temporal das amostras de Pseudomonas aeruginosa não sensíveis aos carbapenêmicos, isoladas de pacientes com fibrose 

cística  

 

Ano 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 

ATB*  P (n) A (n) P (n) A (n) P (n) A (n) P (n) A (n) P (n) A (n) P (n) A (n) P (n) A (n) P (n) A (n) P (n) A (n) P (n) A (n) 

PTZ (n=41) - 1 1 1 2 - - 1 3 - 2 3 2 3 5 6 1 - 10 - 

ATM (n=57)  - 1 1 2 2 - - 3 3 4 2 8 2 6 4 7 2 - 9 1 

CAZ (n=49) 1 1 1 1 - - 1 1 3 2 1 8 2 6 3 7 3 2 6 - 

FEP (n=52) - 1 1 2 2 - - 2 3 3 2 6 2 5 7 6 2 - 7 1 

IPM (n=137) - 1 3 3 2 1 4 8 5 7 4 11 5 12 13 10 9 2 30 7 

MEM (n=86) - 1 2 2 2 1 2 5 1 6 3 7 5 8 11 8 5 1 13 3 

DOR (n=57) - - 2 - - 1 - - 1 3 3 3 3 5 9 9 3 - 14 1 

GEN (n=74) - 1 2 2 2 - - 2 4 3 3 6 5 4 11 5 7 1 12 4 

AMI (n=72) - - 2 1 2 - 1 2 2 4 3 8 5 4 10 6 5 1 14 2 

TOB (n=64) - 1 2 2 2 - - 2 4 3 3 3 5 2 10 5 4 2 10 4 

CIP (n=63) - - 1 - - - 2 2 4 1 1 5 5 8 9 4 3 - 16 2 

Total 1 8 18 16 16 3 10 28 33 36 27 68 41 63 92 73 44 9 141 25 

 

Legenda: ATB: antimicrobiano testado. n: número absoluto de amostras de Pseudomonas aeruginosa não sensíveis ao antimicrobiano. PTZ: piperacilina + tazobactam; ATM: 

aztreonam; CAZ: ceftazidima; FEP: cefepime; IPM: imipenem; MEM: meropenem; DOR: doripenem; GEN: gentamicina; AMI: amicacina; TOB: tobramicina; CIP: 

ciprofloxacina. A: paciente adulto; P: paciente pediátrico. -: ausência de amostra não sensível ao antimicrobiano. Sombreado em rosa: período em que foi identificado 

um aumento no número de amostras não sensíveis ao antimicrobiano. 

Fonte: A autora. 
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3.2.2 Concentração inibitória mínima 

 

Foi determinada a CIM para IPM, MEM, DOR e POL nas 143 amostras de P. 

aeruginosa. Os valores de CIM variaram de 0,5 a 128 µg/mL, 0,125 a 64 µg/mL, 0,25 a 32 

µg/mL e 0,25 a 16 µg/mL para IPM, MEM, DOR e POL, respectivamente. Analisando-se 

estes resultados, 133 (93%) das amostras foram não sensíveis a IPM, 80 (56%) a MEM e 63 

(44%) a DOR (Tabela 5 ). 

Analisando-se a distribuição dos valores da CIM50 e CIM 90  nos dois grupos de 

pacientes, os valores para IPM foram maiores entre as amostras dos pacientes pediátricos, 

equivalendo a 32 µg/mL e 64 µg/mL, respectivamente. (Tabela 5). 

No grupo das amostras dos pacientes adultos os valores para CIM50 e CIM 90 foram de 8 

e 32 µg/mL. Para o MEM, a CIM50 foi 4 µg/mL, nos dois grupos, e a CIM90, 16 µg/mL e 8 

µg/mL, amostras de pacientes pediátricos e adultos, respectivamente. Para DOR, o valor da 

CIM50 foi de 2 µg/mL, em ambos os grupos de amostras, e a CIM90, 32 µg/mL e 8 µg/mL, 

para as amostras de pacientes pediátricos e de adultos, respectivamente. Para o antimicrobiano 

POL, o valor da CIM50 foi de 2 µg/mL e a CIM90 foi 4 µg/mL, nas amostras de pacientes 

pediátricos e adultos, respectivamente (Tabela 5). 

Considerando a distribuição das faixas de CIM por paciente, nota-se que o menor 

valor para IPM foi de 0,5 µg/mL, observado em uma única amostra do paciente 14A, e a 

maior foi de 128 µg/mL observada em 8 amostras distribuídas entre os pacientes 3A (n=1), 4P 

(n=2), 5P (n=2), 11P (n=1) e 17P (n=2). Para o antimicrobiano MEM, a menor CIM foi de 

0,125 µg/mL para as amostras recuperadas dos pacientes 3A  (n=2), 4P (n=1) e 14A (n=1), e a 

maior faixa foi 64 µg/mL, com 4 amostras pertencentes aos pacientes 3A, 4P, 8A e 9P. A 

menor CIM para DOR foi de 0,25 µg/mL, observadas 8 amostras dos pacientes 14A (n=2), 

15P (n=1), 16P (n=1) e 17P (n=4), enquanto que a maior faixa da CIM, 32 µg/mL, foram 

identificadas em 18 amostras dos pacientes 3A (n=1), 4P (n=5), 5P (n=1), 8A (n=3), 12A 

(=1), 15P (n=1), 16P (n=1) e 17P (n=5) (Tabela 6). 

Quarenta e cinco amostras (31,5%) foram classificadas como não sensíveis a 

polimixina (PANSP), com CIM que variaram de 4 a 16 µg/mL. Essas amostras foram 

observadas em 14 (78%) pacientes (Tabela 7). O menor e maior valores observados para 

POL,  foi de 0,25 e 16 µg/mL, ambos em uma única amostra dos pacientes 8A e 14A (Tabela 

7).  
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Tabela 5:  Variação da concentração inibitória mínima (CIM) para carbapenêmicos e polimixina, com suas respectivas CIM50 e CIM90, das 143 

amostras de Pseudomonas aeruginosa não sensíveis aos carbapenêmicos recuperadas de pacientes pediátricos e adultos com fibrose cística 

 

 CIM50 (µg/mL) CIM90 (µg/mL) Variação da CIM (µg/mL) 

 IPM MEM DOR POL IPM MEM DOR POL IPM MEM DOR POL 

Amostras P (n=77) 32 4 2 2 64 16 32 4 1-128 0,125-64 0,25-32 0,5-8 

Amostras A (n=66) 8 4 2 2 32 8 8 4 0,5-128 0,125-64 0,25-32 0,25-16 

Total (n=143) 8 4 2 2 64 16 32 4 0,5-128 0,125-64 0,25-32 0,25-16 

 

Legenda: Amostras P: amostras de pacientes pediátricos; Amostras A: amostras de pacientes adultos. CIM:  concentração inibitória mínima. IPM: imipenem; MEM: 

meropenem; DOR: doripenem; POL: polimixina.  

Fonte:A autora
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Tabela 6: Distribuição das 143 amostras de Pseudomonas aeruginosa não sensíveis aos carbapenêmicos, nas diversas faixas que determinam a 

concentração inibitória mínima para os carbapenêmicos  

 

CIM 

(µg/mL) 

1P 

(n=2) 

(I/M/D) 

2A 

(n=5) 

(I/M/D)  

3A 

(n=8) 

(I/M/D) 

4P 

(n=16) 

(I/M/D) 

5P 

(n=8) 

(I/M/D) 

6A 

(n=1) 

(I/M/D) 

7A 

(n=1) 

(I/M/D) 

8A 

(n=29) 

(I/M/D) 

9P 

(n=4) 

(I/M/D) 

10P 

(n=2) 

(I/M/D) 

11P 

(n=4) 

(I/M/D) 

12A 

(n=1) 

(I/M/D) 

13A 

(n=2) 

(I/M/D) 

14A 

(n=18) 

(I/M/D) 

15P 

(n=2) 

(I/M/D) 

16P 

(n=16) 

(I/M/D) 

17P 

(n=23) 

(I/M/D) 

18A 

(n=1) 

(I/M/D) 

0,125   */2/* */1/*    */*/1      */1/*     

0,25 */2/* */3/*  */1/* */2/*      */3/*  */2/* */*/2 */*/1 */*/1 */*/4 */1/* 

0,5   */2/* */*/1 */3/2 */1/* 1/*/* */4/12 */1/1 */1/1 */*/1  */*/1 1/4/3 */1/* */*/3 */6/6  

1 */*/1 */*/1 1/2/4 1/2/4 1/2/4   1/*/* 1/*/*     1/2/*  */7/* 1/3/1 */*/1 

2 */*/1 */1/1 */1/2 */*/2  */*/1 */*/1 2/1/2 */*/1    */*/1 */1/7  */*/3 */*/2  

4  2/1/3 3/*/1 5/8/3 1/1/*  */1/* 8/16/8 1/2/1 1/*/* */1/1   7/6/5  2/4/3 6/8/2 1/*/* 

8  3/*/* 1/*/* 2/*/* 1/*/*   1*/5/3 1/*/1   */1/*  6/3/*  */4/4 2/3/2  

16   1/*/* 1/*/1 2/*/1 1/*/*  4/2/*  */1/1 */*/2  1/*/* 1/*/1 1/*/* 2/1/1 1/2/1  

32 1/*/*  */*/1 2/3/5 1/*/1   3/*/3   1/*/* 1/*/1 1/*/* 1/1/* 1/1/1 8/*/1 5/1/5  

64 1/*/*  1/1/* 3/1/*    1/1/* 1/1/* 1/*/* 2/*/*   1/*/*  4/*/* 6/*/*  

128   1/*/* 2/*/* 2/*/*      1/*/*      2/*/*  

 

Legenda: *: nenhuma amostra para essa concentração. P: pacientes pediátricos; A: pacientes adultos. CIM:  concentração inibitória mínima. I: imipenem; M: meropenem; D: 

doripenem. Números em negrito (coluna à esquerda): indicam as faixas das CIM’s a partir das quais as amostras foram consideradas não sensíveis. Sombreado em 

cinza: quantidade de amostras em cada faixa de CIM, concomitantemente não sensíveis ao imipenem, meropenem e doripenem.  

 Fonte: A autora. 
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Tabela 7: Distribuição das 143 amostras de Pseudomonas aeruginosa não sensíveis aos carbapenêmicos nas diversas faixas que determinam a 

concentração inibitória mínima para polimixina  

 

CIM 

(µg/mL) 

1P 

(n=2) 

2A 

(n=5) 

3A  

(n=8) 

4P 

(n=16) 

5P 

(n=8) 

6A 

(n=1) 

7A 

(n=1) 

8A  

(n=29) 

9P 

(n=4) 

10P 

(n=2) 

11P 

(n=4) 

12A 

(n=1) 

13A 

(n=2) 

14A 

(n=18) 

15P 

(n=2) 

16P 

(n=16) 

17P 

(n=23) 

18A 

(n=1) 

0,25        1      1     

0,5   2 2       1   3  1 2  

1 1 2 3 7 4   11  1  1 1 6 1 2 9 1 

2  2 2 4 2   5 3  1  1 3 1 3 8  

4  1 1 1 2 1 1 8 1 1    2  8 3  

8 1   2    3   2   2  2 1  

16        1      1     

 

Legenda: n= número absoluto de amostras. P: pacientes pediátricos; A: pacientes adultos. CIM:  concentração inibitória mínima. N: número absoluto de amostras. Números 

em negrito (coluna à esquerda): indicam as faixas das CIM’s a partir das quais as amostras foram consideradas não sensíveis. Sombreado em cinza: quantidade de 

amostras em cada faixa de CIM, não sensíveis a polimixina. 

Fonte: A autora.  
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Analisando a ocorrência de PANSP na amostragem geral, independente da população 

de pacientes, a primeira amostra foi recuperada no ano de 2008, sendo as demais detectas em 

todos os anos subsequentes do estudo (2009/n=1; 2010/n=7; 2011/n=5; 2012/n=6; 2013/n=5; 

2014/n=10; 2015/n=3; 2016/n=7) (Tabela 8). 

  Do total de amostras NSP (n=45), 24 (53%) foram recuperadas de pacientes 

pediátricos (1P, 4P, 5P, 9P, 10P, 11P, 16P e 17P), sendo a primeira amostra nesse grupo 

isolada em 2010 e aproximadamente metade das amostras PANSP foram encontradas no 

paciente 16P (n=10).  Entre os pacientes adultos foram obtidas 21 amostras NSP (2A, 3A, 6A, 

7A, 8A e 14A), e à semelhança do observado entre os pacientes pediátricos, perto da metade 

das amostras NSP estavam relacionadas a um único paciente (8A, n=12) (Tabela 8).  

 

 

Tabela 8: Distribuição temporal de Pseudomonas aeruginosa não sensíveis a polimixina, 

isoladas de pacientes com fibrose cística 

 

Ano 
Paciente x 

(n=24) 

Paciente x 

(n=21) 

2007 (n=0) - - 

2008 (n=1) - 8A1 

2009 (n=1) - 14A1 

2010 (n=7) 5P1, 16P1 6A1, 8A4 

2011 (n=5) 4P1,16P1 2A1, 3A1, 8A1 

2012 (n=6) 1P1,10P1 8A3, 14A1 

2013 (n=5) 16P3 8A1, 14A1 

2014 (n=10) 9P1, 16P5, 17P1 7A1, 8A2 

2015 (n=3) 4P1, 17P1 14A1 

2016 (n=7) 4P1, 5P1, 11P2, 17P2 14A1 

 

Legenda: -: nenhuma amostra. P: pacientes pediátricos; A: pacientes adultos. x: número de amostras não 

sensíveis a polimixina. PANSP: Pseudomonas aeruginosa não sensíveis a polimixina. 

Fonte: A autora. 

  

 

3.3 Classificação quanto aos fenótipos de resistência MDR, XDR e PDR 

 

Do total de 143 P. aeruginosa, 36 (25,2%) foram classificados como MDR, 53 

(37,1%) XDR, e 9 (6,3%) PDR, a partir das análises dos resultados do TDD e da CIM para 

polimixina. Entre as amostras classificadas como MDR, 55,6% e 44,4% foram obtidas de seis 
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pacientes pediátricos (1P, 4P, 5P, 11P, 16P e 17P) e de cinco adultos (3A, 8A, 12A, 13A e 

14A), respectivamente. Para aquelas com perfil XDR, 52,8% (4P, 5P, 9P, 11P, 15P, 16P e 

17P) e 47,2% (2A, 7A, 8A e 14A), e PDR, com 66,7% (11P e 16P) e 33,3% (8A), foram 

recuperadas de pacientes pediátricos e adultos. 

Aproximadamente metade (n=75) das amostras exibia o fenótipo mucoide, distribuídas 

em 12 dos 18 pacientes. Entre essas amostras, 39 (52%) foram recuperadas de pacientes 

pediátricos, e 36 (48%), de pacientes adultos.  

Entre as amostras com fenótipo mucoide (n=75), 17 foram classificadas como MDR 

(10 e 7 amostras de pacientes pediátricos e adultos, respectivamente); 29 eram XDR (15 e 14 

amostras de pacientes pediátricos e adultos, respectivamente); e, 5 eram PDR (3 e 2 amostras 

de pacientes pediátricos e adultos, respectivamente) (Tabela 9). 

Dentre as amostras que exibiam o fenótipo não mucoide (n=68), 19 foram 

classificadas como MDR (10 e 9 amostras de pacientes pediátricos e adultos, 

respectivamente); 24 eram XDR (13 e 11 amostras de pacientes pediátricos e adultos, 

respectivamente); e 4 eram PDR (3 e 1 amostras de pacientes pediátricos e adultos, 

respectivamente) (Tabela 9). 
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Tabela 9 – Distribuição dos fenótipos  MDR, XDR e PDR em relação a morfologia mucoide e 

não  mucoide de Pseudomonas aeruginosa não sensíveis aos carbapenêmicos 

 

Paciente Clínica MUC 

(n) 

NM 

(n) 

Fenótipo de resistência (número de amostras - morfotipo) 

1P IFF 
 

0 2 
 

MDR2-NM 

2A PPC 3 2 
 

XDR1-MUC 

3A IFF 6 2 
 

MDR1-NM 

4P IFF 11 5 MDR2-MUC, XDR5-MUC, XDR2-NM 

5P IFF 4 4 MDR1-MUC, XDR2-MUC, MDR2-NM, XDR1-NM 

6A PPC 0 1 
 

- 

7A PPC 1 0 
 

XDR1-MUC 

8A PPC 16 13 MDR5-MUC, XDR10-MUC, PDR2-MUC, MDR2-NM, XDR8-NM, PDR1-NM 

9P IFF 0 4 XDR2-NM 

10P IFF 1 1 
 

- 

11P IFF 2 2 MDR1-MUC, XDR1-NM, PDR1-NM 

12A PPC 0 1 
 

MDR1-NM 

13A PPC 0 2 
 

MDR1-NM 

14A PPC 9 9 MDR3-MUC, XDR2-MUC, MDR3-NM, XDR3-NM 

15P IFF 0 2 XDR1-NM 

16P IFF 8 8 MDR1-MUC, XDR4-MUC, PDR3-MUC, MDR2-NM, XDR2-NM, PDR2-NM 

17P IFF 13 10 
 

MDR5-MUC, XDR4-MUC, MDR3-NM, XDR4-NM 

18A PPC 1 0 - 

 

Legenda: P: pacientes pediátricos; A: pacientes adultos. IFF: Instituto Nacional de Saúde da Mulher, da Criança 

e do Adolescente Fernandes Figueiras; PPC: Policlínica Piquet Carneiro. MUC: isolado mucoide; NM: 

isolado não mucoide. MDR: multidroga resistente; XDR: extensivo droga resistente; PDR: pandroga 

resistente.  -: ausência dos fenótipos MDR, XDR e/ou PDR. n: número absoluto de amostras. P: 

paciente pediátrico; A: paciente adulto.  

Fonte: A autora.  

 

 

 Os dados relativos à classificação, evolução, concomitância e manutenção das 

amostras apresentando os fenótipos MDR, XDR e PDR no período de 2007 a 2016, estão 

demonstrados na Tabela 10. Pôde-se notar que alguns pacientes foram colonizados com 

amostras apresentando fenótipos de resistência distintos de forma intermitentemente e outros 

com perfis persistentes (Tabela 10).  

 As duas únicas amostras recuperadas do paciente 1P (2012 e 2015), e as únicas dos 

pacientes 3A (2013), 12A (2016) e 13A (2016), foram classificadas como MDR, todas não 

sensíveis ao imipenem, exceto a amostra do paciente 13A. 
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 O isolamento exclusivo de amostras com o fenótipo XDR, foi observado nos pacientes 

2A, 7A, 9P e 15P. Todas as amostras foram não sensíveis a pelo menos dois carbapenêmicos, 

concomitantemente.  

 Os fenótipos XDR e MDR, ocorrendo concomitantemente no período de 10 anos, foi 

observado nas amostras obtidas dos pacientes 4P, 5P, 14A e 17P, todas as amostras eram NS 

a pelo menos um carbapenêmicos testado. A presença dos fenótipos XDR+MDR no mesmo 

ano, foi observada nos pacientes 4P (2011), 5P (2016), 14A (2013 e 2015) e 17P (2015 e 

2016). 

 A presença dos fenótipos XDR+MDR+PDR em um mesmo ano, foi observado nos 

pacientes com a seguinte distribuição, 8A (2011), 11P (2016) e 16P (2013 e 2014). Todas as 

combinações possíveis de NS aos carbapenêmicos ocorreram nas amostras desses pacientes. 

 A ausência dos perfis de resistência MDR, XDR ou PDR foi observada nos pacientes 

6A, 10P e 18A (Tabela 10).  

. 
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Tabela 10: Distribuição temporal dos fenótipos de resistência de Pseudomonas aeruginosa não sensíveis aos carbapenêmicos, em ordem cronológica e quantitativa 

 

Paciente (n/n) 
 

2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 

1P (n=2/2) 
   

 
 

 

 
 

 

 

2A (n=5/1) 
   

 
 

  
   

3A (n=8/1) 
    

   
 

 

   

4P (n=16/9) 
 

  

 

  

  
  

5P (n=8/7) 
   

  

 
   

 

6A (n=1/0) *           

7A (n=1/1)        
 

  

8A (n=29/28) 
 

 
 

     
  

9P (n=4/2)           

10P (n=2/0) *           

11P (n=4/3)          
 

12A (n=1/1)           

13A (n=2/1)           

14A (n=18/11) 
 

 

        

15P (n=2/1)       
 

 
 

 

16P (n=16/14)           

17P (n=23/16) 

       

   

18A (n=1/0) *           

Total  1 6 3 12 12 17 18 26 10 38 

 

Legenda:       MDR: multidroga resistente;       XDR: extensivo droga resistente;      PDR: pandroga resistente. IPM: imipenem; MEM: meropenem; DOR: doripenem. Cores: verde (resistente ao 

IPM); vermelho (resistente ao MEM); amarelo (resistente ao DOR); laranja (resistente a MEM+DOR); preto (resistente a IPM+MEM); azul (resistente a IPM+DOR); branco (resistente a 

IPM+MEM+DOR). *Pacientes que não apresentaram amostras se que enquadrassem nos perfis MDR, XDR ou PDR, ao longo do período de coleta de dados deste estudo. P: pacientes 

pediátricos; A: pacientes adultos. (n/n): (número total de amostras/número de amostras com fenótipo resistente). 

Fonte: A autora.
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Em relação as 45 amostras não sensíveis à polimixina, 37 foram classificadas como 

MDR, XDR ou PDR. Onze amostras (24%) foram classificadas como MDR (pacientes 1P, 

4P, 5P, 8A, 11P, 14A e 17P), 17 (38%) como XDR (pacientes 2A, 4P, 5P, 7A, 8A, 9P, 14A e 

16P) e 9 (20%) como PDR (pacientes 8A, 11P e 16P) (Tabela 11 ). 

Analisando-se longitudinalmente os resultados da CIM para polimixina, das 37 

amostras de PANSP, a maioria foi recuperada de dois pacientes. No paciente 8A, das 12 

amostras não sensíveis a polimixina, três foram MDR, 6 XDR e 3 PDR, com ocorrência entre 

os anos de 2008 e 2014; e no paciente 16P, 10 de 16 amostras foram PANSP, das quais três 

eram XDR e cinco eram PDR, no período de 2010 a 2014 (Tabela 11).  

 

 

Tabela 11: Características fenotípicas da resistência em amostras  de Pseudomonas 

aeruginosa não sensíveis a polimixina (continua) 

 

Paciente DATA Clínica  CIM Fenótipo  

1P 01/03/2012 IFF 8 µg/mL MDR 

2A 02/05/2011 PPC 4 µg/mL XDR 

3P 16/02/2011 IFF 4 µg/mL - 

4P 28/04/2011 IFF 4 µg/mL MDR 

4P 30/07/2015 IFF 8 µg/mL XDR 

4P 03/03/2016 IFF 8 µg/mL MDR 

5P 27/01/2010 IFF 4 µg/mL MDR 

5P 15/09/2016 IFF 4 µg/mL XDR 

6A 04/02/2010 PPC 4 µg/mL - 

7A 13/06/2014 PPC 4 µg/mL XDR 

8A 06/10/2008 PPC 4 µg/mL XDR 

8A 18/03/2010 PPC 4 µg/mL XDR 

8A 24/09/2010 PPC 4 µg/mL MDR 

8A 03/12/2010 PPC 8 µg/mL MDR 

8A 07/12/2010 PPC 4 µg/mL XDR 

8A 18/11/2011 PPC 4 µg/mL PDR 

8A 23/02/2012 PPC 4 µg/mL PDR 

8A 13/12/2012 PPC 4 µg/mL XDR 
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Tabela 11: Características fenotípicas da resistência em amostras  de Pseudomonas 

aeruginosa não sensíveis a polimixina (conclusão) 

 
Paciente DATA Clínica  CIM Fenótipo  

8A 14/12/2012 PPC 16 µg/mL PDR 

8A 02/12/2013 PPC 8 µg/mL MDR 

8A 21/05/2014 PPC 4 µg/mL XDR 

8A 10/03/2014 PPC 8 µg/mL XDR 

9P 24/04/2014 IFF 4 µg/mL XDR 

10P 05/01/2012 IFF 4 µg/mL - 

11P 25/08/2016 IFF 8 µg/mL MDR 

11P 25/08/2016 IFF 8 µg/mL PDR 

14A 09/02/2009 PPC 8 µg/mL - 

14A 19/10/2012 PPC 16 µg/mL XDR 

14A 06/12/2013 PPC 4 µg/mL MDR 

14A 16/09/2016 PPC 8 µg/mL XDR 

14A 14/08/2015 PPC 4 µg/mL XDR 

16P 16/08/2010 IFF 4 µg/mL - 

16P 16/03/2011 IFF 4 µg/mL - 

16P 18/09/2013 IFF 4 µg/mL XDR 

16P 01/07/2013 IFF 4 µg/mL PDR 

16P 12/11/2013 IFF 4 µg/mL PDR 

16P 07/04/2014 IFF 4 µg/mL PDR 

16P 17/02/2014 IFF 4 µg/mL PDR 

16P 10/03/2014 IFF 8 µg/mL XDR 

16P 31/03/2014 IFF 8 µg/mL PDR 

16P 07/01/2014 IFF 4 µg/mL XDR 

17P 28/08/2014 IFF 8 µg/mL MDR 

17P 26/02/2015 IFF 4 µg/mL MDR 

17P 22/06/2016 IFF 4 µg/mL XDR 

17P 04/10/2016 IFF 4 µg/mL MDR 

 

Legenda: IFF: Instituto Nacional de Saúde da Mulher, da Criança e do Adolescente Fernandes Figueiras; PPC: 

Policlínica Piquet Carneiro. POL: polimixina. R: resistente; I: intermediária. MDR: multidroga 

resistente; XDR: extensivo droga resistente; PDR: pandroga resistente. -: ausência dos fenótipos MDR, 

XDR ou PDR. P: pacientes pediátricos; A: pacientes adultos. CIM:  concentração inibitória mínima.  

Fonte: A autora 
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3.4 Hipermutabilidade 

 

Das 143 amostras de P. aeruginosa NSC, 112 (78,3%) apresentaram frequência de 

mutação espontânea não aumentada (NISf); 13 (9,1%) exibiram frequência de mutação 

espontânea fracamente aumentada (WISf), e 18 (12,3%) possuíam frequência de mutação 

espontânea fortemente aumentada (SISf), sendo, portanto, classificadas como hipermutáveis. 

Dos 18 pacientes, a maioria (7 pacientes pediátricos e 4 pacientes adultos) tinha ao menos 

uma amostra de P. aeruginosa HPM. Do total de 18 amostras hipermutáveis, classificadas 

como (SISf), 13 (72,2%) foram recuperadas de pacientes pediátricos (Tabela 12). 

Nos pacientes 1P, 4P, 8A, 11P, 16P e 17P, as amostras HPM foram detectadas 

repetidamente, com intervalos variando de meses até anos entre as detecções desse fenômeno.  

Observando-se o perfil de susceptibilidade das amostras HPM, nove (50%) amostras 

foram classificados como XDR (6 amostras de pacientes pediátricos), e cinco, como MDR (4 

amostras de pacientes pediátricos) (Tabela 12). Seis amostras, recuperadas dos pacientes 1P, 

4P, 8A (n=2), 14A e 16P, eram não sensíveis a polimixina. 
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Tabela 12 – Distribuição amostras de Pseudomonas aeruginosa hipermutáveis, morfologia 

colonial, susceptibilidade aos antimicrobianos, fenótipo de resistência a múltiplos 

antimicrobianos e frequências de mutação 

 

Paciente Data Morfologia Fenótipo CIM POL f 

1P 01/03/2012 NM MDR 8 µg/mL* 165 x 10-7 

1P 05/03/2015 NM MDR 1 µg/mL 9 x 10-6 

2A 10/01/2013 MUC - 2 µg/mL 7,7 x 10-7 

4P 21/02/2008 NM XDR 0,5 µg/mL 14,5 x 10-7 

4P 05/11/2014 MUC - 1 µg/mL 2 x 10-6 

4P 03/03/2016 MUC MDR 8 µg/mL* 2,5 x 10-7 

8A 06/10/2008 NM XDR 4 µg/mL* 23 x 10-7 

8A 13/12/2012 NM XDR 4 µg/mL* 76 x 10-7 

9 P 25/10/2012 NM - 2 µg/mL 3,2 x 10-6 

11P 30/04/2015 MUC - 2 µg/mL 11 x 10-6 

11P 09/09/2016 NM XDR 0,5 µg/mL 1,1 x 10-6 

12A 26/09/2016 NM MDR 1 µg/mL 1,1 x 10-6 

14A 16/09/2016 NM XDR 8 µg/mL* 0,3 x 10-6 

15P 04/04/2016 NM XDR 2 µg/mL 1 X 10-6 

16P 18/09/2013 MUC XDR 4 µg/mL* 58 x 10-7 

16P 31/03/2014 NM XDR 2 µg/mL 7,5 X 10-5 

17P 12/02/2016 NM MDR 1 µg/mL 2 X 10-6 

17P 04/10/2016 NM XDR 1 µg/mL 5,6 x 10-6 

 

Legenda: NM: não mucoide; MUC: mucoide. MDR: multidroga resistente; XDR: extensivo droga resistente. f: 

frequência de mutação. P: pacientes pediátricos; A: pacientes adultos. CIM: concentração inibitória 

mínima. POL: polimixina. *: amostra não sensível a polimixina. -: ausência do fenótipo de resistência 

MDR, XDR ou PDR. 

Fonte: A autora. 

 

 

A partir da subpopulação mutante (resistente a rifampicina) obtida na determinação da 

frequência de mutação, foram realizados TDD para todos os antimicrobianos e determinada a 

CIM para polimixina. Os resultados foram comparados com os observados na população 

selvagem. Das 18 amostras classificadas como HPM, 12 (66,7%) pertencentes a 9 pacientes 

(1P, 2A, 4P, 8A, 9P, 11P, 15P, 16P e 17P) apresentaram alteração da categorização de 

sensível para não sensível a pelo menos um antimicrobiano. Essa alteração de categoria foi 

observada em todos os antimicrobianos testados, exceto para o carbapenêmico IPM. A 
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maioria dos casos com alterações de categoria foi para os antimicrobianos CIP (6/12) e DOR 

(5/12) (Tabela 13).  

Não houve variações nos resultados das CIM’s para polimixina, quando comparadas 

as duas populações. 
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Tabela 13: Perfis de susceptibilidade da população selvagem e subpopulação hipermutável de 

Pseudomonas aeruginosa não sensíveis aos carbapenêmicos 

 

Paciente  Período  PTZ ATM CAZ FEP IPM MEN DOR GEN AMI TOB CIP 

1P 01/03/2012 

PS  S S S S NS S S NS NS NS S 

SUB  S S S S NS S S NS NS NS NS 

1P 05/03/2015 

PS  S S S S NS S S NS NS NS NS 

SUB  S S S S NS S NS NS NS NS NS 

2A 10/01/2013 

PS  S S S S NS S S S S S S 

SUB  S NS S S NS S S S S S S 

4P 05/11/2014 

PS  S S S S NS NS NS S S S S 

SUB  NS S NS NS NS NS NS S S S NS 

8A 06/10/2008 

PS  NS NS NS NS NS NS S NS S NS S 

SUB  NS S NS NS NS S S S S S NS 

8A 13/12/2012 

PS  S NS NS NS NS NS S NS NS NS S 

SUB  S S NS NS NS S NS S NS NS NS 

9P 25/10/2012 

PS  S S S S NS S S S S S S 

SUB  S S S S NS S S S S S NS 

11P 30/04/2015 

PS  S S S S NS S S NS S S S 

SUB  S S S S NS S NS NS NS NS NS 

11P 09/09/2016 

PS  NS NS S NS NS S NS S NS S NS 

SUB  NS NS S NS NS S NS NS S S NS 

15P 04/04/2016 

PS  S NS S S NS NS S NS S S NS 

SUB  NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS 

16P 31/03/2014 

PS  S S S S NS NS S NS NS NS NS 

SUB  NS NS NS S NS S S NS NS NS NS 

17P 04/10/2016 

PS  NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS 

SUB  NS NS NS NS NS NS S NS NS NS NS 

 

Legenda: SISf: frequência de mutação espontânea fortemente aumentada. PTZ: piperacilina + tazobactam; ATM: 

aztreonam; CAZ: ceftazidima; FEP: cefepime; IPM: imipenem; MEM: meropenem; DOR: doripenem; 

GEN: gentamicina; AMI: amicacina; TOB: tobramicina; CIP: ciprofloxacina. P: pacientes pediátricos; 

A: pacientes adultos. PS: população selvagem; SUB: subpopulação hipermutável. S: sensível; NS: não 

sensível. Sombreamento em cinza: divergências entre a susceptibilidade da população selvagem e a 

subpopulação. 

Fonte: A autora
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3.5 Relato de caso  

 

  No ano seguinte ao encerramento da coleta de amostras, o paciente 17P 

(F508del/Y913X) apresentou um quadro de exacerbação pulmonar que culminou com a sua 

hospitalização (abril de 2017). Nesse momento, foram recuperadas três amostras de P. 

aeruginosa com três fenótipos ocorrendo simultaneamente: não mucoide (21114), mucoide 

(21113) e small colony variant (SCV) (21107). Tal fato se repetiu dois meses depois, quando 

ele sofreu novo quadro de exacerbação sendo necessário mais uma internação, quando foram 

isoladas as amostras 21167NM, 21168MUC e 21169SCV. 

Dado a ausência de relatos do fenótipo SCV em P. aeruginosa em pacientes com FC, 

no Brasil, realizamos o SGT das seis amostras, a fim de comparar a diversidade genômica, 

bem como a presença de genes relacionados à resistência antimicrobiana, fatores de virulência 

e persistência que possivelmente estariam associados aos fenótipos variantes. Os dados 

originaram o artigo a ser submetido ao Brazilian Journal of Microbiology (ANEXO C). 

          Quatro das seis amostras recuperadas nos dois momentos da internação, mostraram um 

perfil MDR, exceto aquelas com fenótipo mucoide, que foram sensíveis à maior parte dos 

antimicrobianos testados. Todas as amostras eram sensíveis a polimixina, exceto a 21169SCV, 

recuperadas na segunda internação (CIM = 4 µg/mL) e foi classificada como PDR (Tabela 

14). 
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Tabela 14: Resultados dos testes de susceptibilidade aos antimicrobianos das amostras de 

Pseudomonas aeruginosa recuperadas em dois momentos de hospitalização de um paciente 

com fibrose cística 

 

Amostra/ 

fenótipo 
Data AMI TOB CIP DOR PTZ CAZ FEP ATM IPM MEM GEN POL* 

21114NM 6/4/17 R R I R R R R R R R    R S (2µg/mL) 

21113MUC 6/4/17 S S S S S S S S S S    S S (2µg/mL) 

21107SCV 6/4/17 R R R R R R R R R R R S (2µg/mL) 

21167NM 5/6/17 R S I R S R R R R S R S (2µg/mL) 

21168MUC 5/6/17 S S I S S R S S S S S S (2µg/mL) 

21169SCV 5/6/17 R R R R R R R R R R R I (4µg/mL) 

 

Legenda: AMI: amicacina; TOB: tobramicina; CIP: ciprofloxacina; DOR: doripenem; PTZ: piperacilina + 

tazobactam; CAZ: ceftazidima; FEP: cefepime; ATM: aztreonam; IPM: imipenem; MEM: meropenem; 

e, GEN: gentamicina; POL*: polimixina (testada por microdiluição, de acordo com as recomendações 

do CLSI 2020); MUC: mucoide; NM: não mucoide; SCV: small colony variant. R: resistente; I: 

intermediário; S: sensível. 

Fonte: A autora. 

          

 

 

 Das seis amostras incluídas na descrição do caso clínico, duas foram classificadas 

como normomutáveis, isso é, frequência de mutação (f) < 2x10-8. Quatro delas foram 

classificadas como hipermutáveis, incluindo as SCV, com frequência de mutação espontânea 

fortemente aumentada (SISf), ou seja, quando f ≥ 2x10-7 (Tabela 15).  
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Tabela 15: Classificação e frequência de mutação das amostras de Pseudomonas aeruginosa 

mucoides, não mucoides e SCVs 

 

Amostras Frequência de mutação Classificação (f) 

21114NM 3.3 x 10-6 SISf 

21113MUC 1,0 x 10-10             NISf 

21107SCV 2,4 x 10-6             SISf 

21167NM 270 x 10-6 SISf 

21168MUC 0 NISf 

21169SCV 2,5 x 10-6 SISf 

 

Legenda: Taxas de frequência de mutação (f): frequência de mutação espontânea fortemente aumentada (SISf) 

quando f ≥ 2x10-7, frequência de mutação espontânea fracamente aumentada (WISf), quando f < 2x10-7 

e ≥ 2x10-8, e frequência de mutação espontânea não aumentada (NISf), quando f < 2x10-8. MUC: 

mucoide; NM: não mucoide; SCV: small colony variant. 

Fonte: A autora. 
 

 

 

 Após o sequenciamento do genoma, todas as amostras apresentaram conteúdo G-C de 

66,4%, com mais de 6x106 pares de bases (pb) e cerca de 6.000 genes, incluindo genes de 

RNAr e RNAt, o que é consistente com amostras de P. aeruginosa previamente sequenciadas, 

de acordo com a anotação no RAST. As seis amostras de P. aeruginosa mostraram diferentes 

tamanhos de genomas (6.384.973 pb a 6.392.517 pb), com diferenças que variaram de 1.352 a 

7.544 pb. O número de fatores de virulência (variando de 228 a 230), resistência a antibióticos 

(variando de 122 a 125), contigs e sequências codificadoras também mostraram divergências 

quantitativas (Tabela 16).  

As sequências foram depositadas no DDBJ/ENA/GenBank sob os números de acesso: 

WUTK00000000, WUTL00000000, WUTM00000000, WUTN00000000, WUTO00000000 e 

WUTP00000000. 

 

 

 

 

 

 

 



74 

 

Tabela 16: Visão geral das sequências genômicas anotadas na plataforma Rapid Annotation 

Subsystem Technology das seis amostras de Pseudomonas aeruginosa 

 

 
21114NM 21113MUC 21107SCV 21167NM 21168MUC 21169SCV 

Características dos genomas       

Número de acesso no NCBI NA580450 NA580449 NA580445 NA580453 NA580455 NA580457 

Tamanho do genoma (pb) 6.390,267 6.391,355 6.384,973 6.386,325 6.392,517 6.386,368 

Conteúdo G-C  66,4 66,4 66,4 66,4 66,4 66,4 

Número de Contigs 46 52 51 55 45 50 

Número de Subsistemas 564 566 567 567 566 565 

Número de Sequências 

Codificadoras 

 
5986 

 
5987 

 
6010 

 
6009 

 
5992 

 
6004 

 

Número de RNAs 

 

65 

 

65 

 

65 

 

65 

 

65 

 

65 

Resistência aos antibióticos e 

compostos tóxicos 

 

122 

 

122 

 

125 

 

125 

 

122 

 
 

123 

 

Número de fatores de virulência  
 

228 

 

229 

 

229 

 

230 

 

228 

 

230 

 

Legenda: Conteúdo G-C: percentual de Guanina-Citosina. NA: número de acesso. MUC: mucoide; NM: não 

mucoide; SCV: small colony variant. RNA: ribonucleic acid. NCBI: National Center for Biotechnology 

Information. pb: pares de base. 

Fonte: Rapid Annotation Subsystem Technology (RAST). 
 

 

  Na tentativa de se esclarecer relações filogenéticas entre os isolados, e eventualmente 

atribuir a sua correlação com um complexo clonal (CC) epidêmico, a busca pelo sequence 

type (ST) foi feita com base nos dados publicados no PubMLST, e nenhuma das seis amostras 

coincidiu com a base de dados disponível dos ST’s já catalogados para P. aeruginosa (Tabela 

17).  

  Portanto, foi considerado um novo sequence type (ST2744), descrito a primeira vez 

pelo presente estudo. Esse novo ST não apresentou relação com nenhum complexo clonal já 

descrito.  
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Tabela 17: Descrição dos loci e alelos do novo sequence type, ST 2744, por análise in silico 

de Multilocus Sequence Typing (MLST) das seis amostras de Pseudomonas aeruginosa de um 

paciente com fibrose cística 

 
 

Loci Identidade Tamanho do alelo (pb) Alelos 

 acs 100% 390 acs_11 

 aro 100% 498 aro_5 

ST 2744 gua 100% 373 gua_17 

 mut 100% 442 mut_2 

 nuo 100% 366 nuo_74 

 pps 100% 370 pps_15 

 trp 100% 443 trp_2 

 

Legenda: pb: pares de base. 

Fonte: https://pubmlst.org/ 

 

 

Usando as bases de dados disponíveis, ResFinder e a plataforma PATRIC, vários 

genes de resistência adquiridos por transferência horizontal foram examinados. Ao todo, cinco 

tipos de genes de resistência adquirida foram detectados, incluindo dois genes de resistência 

aos betalactâmicos (blaPAO e blaOXA-50), e um de cada para aminoglicosídeos (aph (3’) - IIb), 

fosfomicina (fosA), clorafenicol (catB7) e ciprofloxacina (crpP), presentes em todas as 

amostras. Nenhum gene para carbapenemase foi detectado por essas ferramentas de buscas. O 

gene mcr-1, associado com a susceptibilidade diminuída a polimixina, não foi detectado por 

essas ferramentas analíticas. 

 A alteração da permeabilidade da membrana externa, em P. aeruginosa, é um dos 

mais significativos sistemas que conferem resistência aos antimicrobianos, especialmente aos 

carbapenêmicos, mediada por diminuição ou ausência na expressão de porinas. Genes 

codificadores desses canais proteicos foram detectados pela plataforma PATRIC e do banco 

de dados RAST, e a ferramenta BioEdit foi utilizada para alinhar as sequências de 

nucleotídeos das amostras incluídas neste estudo. 

 Genes codificadores de porinas, como opdD, opdO, opdK e oprD foram investigados. 

Analisando-se de forma comparativa as seis amostras, a sequência de nucleotídeos de  oprD 

exibiu as seguintes alterações: as amostras 21107SCV, 21167NM e 21169SCV apresentaram 87 
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substituições e 54 deleções, quando comparadas à PAO1; e, as amostras 21113MUC, 21114NM 

e 21168MUC, quando comparadas à PAO1, mostraram em suas sequências 95 substituições e 

18 deleções; neste caso, estes isolados exibiam uma alteração específica na cadeia de 

aminoácidos, com uma importante substituição (S → A) na posição 319, já que esse gene com 

tal mutação parece estar implicado na mutagênese bacteriana (Tabela 18).   

 Todas as amostras demonstraram pelo menos 98% de identidade para os genes opdK, 

opdO e opdD, quando comparadas as suas sequências de nucleotídeos às da PAO1. A amostra 

21107SCV exibiu uma substituição exclusiva no gene oprF; entretanto, todas as outras 

amostras compartilharam pelo menos 99% de identidade com a cepa de referência e diferentes 

substituições (Tabela 18).   

 Um segundo mecanismo importante componente da resistência intrínseca são os 

sistemas de efluxo, compostos por bombas formadas por proteínas encarregadas de fazerem a 

expulsão de compostos intracelulares e antimicrobianos, e os quatro sistemas detectados 

através da plataforma PATRIC e do banco de dados RAST nas seis amostras foram: MexAB-

OprM (genes mexA, mexB, mexR, nalC e nalD), MexCD-OprJ (genes mexC, mexD e nfxB), 

MexEF-OprN (genes mexE, mexF e mexS) e MexXY-OprM (genes mexX, mexY e mexZ).  

 Comparando-se as sequências de nucleotídeos de todos esses genes, entre as seis 

amostras com as da PAO1, com o auxílio da ferramenta BioEdit, foi observada identidade de 

100% exclusivamente para o repressor nalD, um regulador transcricional da bomba de efluxo 

MexAB-OprM. Toda as amostras exibiram 99% de identidade com a PAO1, quando foram 

analisadas as sequências dos outros genes codificadores das bombas de efluxo, e apenas 

substituições foram observadas, variando de 1 a 8 nucleotídeos (Tabela 18).  

 Verificada a ocorrência de mutações exclusivas, foram detectadas substituições no 

gene mexD (na amostra 21167NM) e nos genes mexD, repressor nfxB de MexCD-OprJ and 

repressor mexY do operon mexXY (na amostra 21169SCV). Foram detectadas substituições em 

todas as seis amostras nos genes nalC, nfxB, mexS e mexZ, descritos como repressores ou 

reguladores de bombas de efluxo, e mutações nesses grupos de genes parecem ter um papel 

determinante na condição de multidroga resistência (Tabela 18). 
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Tabela 18: Análise das mutações nas sequências de nucleotídeos de porinas e bombas de efluxo nas seis amostras de Pseudomonas aeruginosa 

(continua) 

 

P
o
ri

n
a
s 

 Categoria e função Número de 

acesso 

Peso  

(pb) 

Percentual de identidade com a PAO1 

F
a

m
íl

ia
 O

p
r
D

 

OccD1/oprD - captação de aminoácidos básicos e carbapenêmicos  PA0958 1332 21107 SCV, 21167 NM e 21169 SCV X PAO1 = 89.4 % / (subs: 87 n e dels: 54 n) / 

21113 MUC, 21114 NM e 21168 MUC X PAO1 = 91.5 % (subs: 95 n e dels: 18 n)  

 

OccK1/opdK - captação de benzoato/histidina, carbenicillina e cefoxitina   PA4898 1254 Todas as amostras X PAO1 = 99 % (subs: 2 n) 

 

OccK3/opdO - captação de piroglutamato e cefotaxima  PA2113 1230 Todas as amostras X PAO1 = 99 % (subs: 8 n) /  

21167 NM X demais amostras = 99 % (subs: 1 n) 

 

OccK7/opdD captação de meropenem  PA14_51070 1251 Todas as amostras X PAO1 = 98 % (subs: 15 n) / 

21167 NM X demais amostras = 99 % (subs: 1 n) 

 

 Proteína estrutural de membrana externa OprF – captação de betalactâmicos 

 

PA1777 1053 Todas as amostras X PAO1 = 99 % (subs: 1 n) /  

21107 SCV X demais amostras = 99,99% (subs: 1 n) 

 

S
is

te
m

a
s 

d
e 

E
fl

u
x

o
 

M
e
x
A

B
-O

p
r
M

 

Sistema de efluxo multidroga mexA PA0425 1152 Todas as amostras X PAO1 = 99 % (subs: 2 n) 

 

Sistema de efluxo multidroga mexB PA0426 3141 Todas as amostras X PAO1 = 99 % (subs: 5 n) 

 

Repressor do operon de multidroga resistência mexR  PA0424 444 Todas as amostras X PAO1 = 99 % (subs: 5 n) 

 

Regulador transcricional nalC com propriedade de resistência ao aztreonam; 

modulação gênica do efluxo de antimicrobianos, repressor 

PA3721 642 Todas as amostras X PAO1 = 99 % (subs: 2 n) 

Regulador transcricional nalD com propriedade de resistência ao aztreonam; 

modulação gênica do efluxo de antimicrobianos, repressor 

 

PA3574 639 100% com a PAO1 
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Tabela 18: Análise das mutações nas sequências de nucleotídeos de porinas e bombas de efluxo nas seis amostras de Pseudomonas aeruginosa 

(conclusão) 

 
 

 

Categoria e função Número de 

acesso 

Peso 

(pb) 

Percentual de identidade com a PAO1 

S
si

st
e
m

a
s 

d
e 

E
fl

u
x

o
 

M
e
x

C
D

-O
p

r
J

 

Sistema de efluxo multidroga mexC  PA4599 1065 Todas as amostras X PAO1 = 99 % (subs: 2 n) 

 

Sistema de efluxo multidroga mexD  PA4598 3132 Todas as amostras X PAO1 = 99 % (subs: 8 n) /  

21167 NM X demais amostras = 99 % (subs: 1 n) /  

21169 SCV X demais amostras = 99 % (subs: 1 n) 

Regulador transcricional nfxB; conferindo resistência a antimicrobianos; 

modulação gênica do efluxo de antimicrobianos, repressor 

PA4600 564 Todas as amostras X PAO1 = 99 % (subs: 1 n) /  

21169 SCV X demais amostras = 99 % (subs: 1 n) 

M
e
x

E
F

-O
p

r
N

 

Sistema de efluxo multidroga mexE  PA2493 1245 Todas as amostras X PAO1 = 99 % (subs: 4 n) 

 

Sistema de efluxo multidroga mexF  PA2494 3189 Todas as amostras X PAO1 = 99 % (subs: 5 n) 

 

Putativa oxirredutase mexS conferindo resistência a antimicrobianos; modulação 

gênica do efluxo de antimicrobianos, repressor 

 

E7DZ84 1020 Todas as amostras X PAO1 = 99 % (subs: 4 n) 

M
e
x
X

Y
-O

p
r
M

 

Sistema de efluxo multidroga mexX  A0A2U2XK45 1191 Todas as amostras X PAO1 = 99 % (subs: 6 n) 

 

Sistema de efluxo multidroga mexY  Q9ZNG8 3138 Todas as amostras X PAO1 = 99 % (subs: 6 n) /  

21169 SCV X demais amostras = 99 % (subs: 1 n) 

 

Repressor transcricional mexZ do operon mexXY  A0A2R4KMH2 633 Todas as amostras X PAO1 = 99 % (subs: 2 n) 

 

 

Legenda: subs: substituições; ins: inserções; dels: deleções. n: nucleotídeo; A = adenina; C = citosina; T = timina; G = guanina. MUC: mucoide; NM: não mucoide; SCV: 

small colony variant. pb: pares de base.
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  Elementos genéticos móveis, que compõem parte do genoma acessório, são relevantes 

mecanismos bacterianos associados à resistência e virulência, podendo ser compartilhados 

intra- ou interespécies, a exemplo dos fagos, ilhas genômicas (IG), sequências de inserção 

(SI) e plasmídeos, foram investigados nas seis amostras de P. aeruginosa.  

  Na investigação da presença e caracterização dos profagos presentes nessas amostras, 

usando a base de dados Phaster, apenas aqueles considerados intactos e com regiões 

completas foram levados em consideração, e todas carregavam o mesmo fago de P. 

aeruginosa YMC11/02/R656 (NC_028657). 

  Na predição das ilhas genômicas, através da ferramenta online Islandviewer, e baseado 

na anotação e comparação com a PAO1, nove IG foram preditas, três delas eram comuns às 

seis amostras de P. aeruginosa, e apenas foram anotadas aqui aquelas que apresentavam e-

value de 0,0, e similaridade igual ou superior a 95%. Uma IG específica (com o seu tamanho 

variando de 12.734 a 15.658 pb, e diversas posições de início-fim nos genomas), abrigando 

importantes fatores de virulência como a exotoxina A e a piocina, foi detectada em todos os 

genomas, exceto no primeira P. aeruginosa SCV isolada, 21107SCV (Tabela suplementar 1). 

  As sequências de inserção foram detectadas usando a base de dados IS Finder, e cinco 

SI (ISPa2, ISPa6, ISPa32, ISPa57 e IS222) foram observadas em todas as amostras, com 100 

% de sua origem relacionada Pseudomonas aeruginosa. A IS222 foi a única detectada 

repetidamente em dois ou três contigs, em todas as seis amostras.  

  Na busca por plasmídios, foram utilizadas as análises disponíveis no RAST, PATRIC 

and BLASTn, e nenhum elemento plasmidial foi encontrado. 

 A fim de examinar-se a presença ou ausência de genes relacionados à virulência e  

patogenicidade das amostras, fatores de virulência (FV) na base de dados VFDB foram 

investigados. O número total de FV anotados variou de 228 a 230 nas amostras, estando 

associados a aderência, sistemas de secreção tipos III e VI, resistência ao soro, danos à 

membrana mobilidade, fatores antifagocitose, sideróforos, biosurfactantes, produção de 

protease, regulação de toxinas e quorum sensing, quando a curadoria foi mediada pelo VFDB 

nas buscas realizadas pelo BLAST. Foi possível notar algumas variações no número de cópias 

desses genes de virulência anotados, como também naqueles envolvidos na aderência, evasão 

da resposta imune do hospedeiro, sistemas de secreção, produção/regulação de alginato, 

síntese de fenazina e toxinas bacterianas. Todo o painel de FV foi comum aos genomas das 

seis (Tabela suplementar 2).   

 Interessantemente, diferenças quantitativas de genes de virulência puderam ser vistas 

nos seguintes casos: gene algB, associado à produção/regulação de alginato, estava presente 
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em duas cópias nas amostras 21107SCV, 21167NM e 21169SCV, e em uma única cópia nas 

demais amostras.   

 Os genes phzA1 e phzB1, relacionados à produção de fenazina, também mostraram 

variações numéricas: na amostra 21107SCV, foram detectadas três e uma cópia de cada um 

destes genes; na amostra 21113MUC, três cópias de cada gene; e nas outras amostras, duas e 

três cópias de cada gene, respectivamente (Tabela suplementar 2).   

 O denominado sistema imune bacteriano, desenvolvido a partir da incorporação de 

sequências palindrômicas curtas de material genético exógeno ao genoma bacteriano, permite 

o reconhecimento e a excisão de ácidos nucleicos, normalmente inserido por bacteriófagos. 

As pequenas sequências intituladas CRISPR são geralmente subprodutos da identificação 

produzida pelo programa CRISPR Finder, e que podem não ser CRISPR verdadeiros. 

Portanto, esses elementos são classificados de acordo com um nível de evidência, que varia de 

1 a 4, e que inclui CRISPR pequenos (com 3 ou menos espaçadores) e 2 a 4, classificados 

com base na similaridade da repetição e espaçadores. 

 Foi encontrado um total de três pequenos CRISPR e três regiões DR (Direct Repeats), 

através da aplicação do CRISPRCas Finder. Além disso, nenhuma sequência relacionada ao 

gene para a nuclease Cas3, que participa ativamente na clivagem do DNA exógeno, foi 

identificado por esse instrumento de busca online (Tabela 19). 
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Tabela 19: Sequências CRISPR e genes cas investigados usando a ferramenta de busca CRISPRCas Finder nas seis amostras de Pseudomonas 

aeruginosa  

 

    21114 NM 21113 MUC 21107 SCV 21167 NM 21168 MUC 21169 SCV 

    Número de sequências analisadas  

Posição de início-

fim  

Peso 

(pb) 

CRISPR - Direct Repeats 

consensus 

Sequências 

cas  

 

5986 

 

5987 

 

6010 

 

6009 

 

5992 

 

6004 

130 – 222 273 GCCGACAACGGCAGCGAGCAGACC 0  + + + + + + 

136 - 239 1728 GACCTGGGCACTCCGGCCAGTCTCGA 0 + + + + + + 

310 - 380 1149 TCCCAGACAGTGTCTGGGAAATT 0 + + + + + + 

 

Legenda: A = adenina; C = citosina; T = timina; G = guanina. MUC: mucoide; NM: não mucoide; SCV: small colony variant. pb: pares de base. cas: genes associados ao 

CRISPR. 

Fonte: CRISPRCas Finder.
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 A detecção de colônias com morfologia variante, como aquelas que apresentam 

crescimento lento e aspecto autoagregativo, é grande motivo de atenção uma vez que são 

indicativas de persistência e susceptibilidade reduzida aos antimicrobianos, em amostras de P. 

aeruginosa de pacientes com FC. No presente estudo, o achado de colônias SCV até então 

jamais descrito no Brasil nestas condições, e a condição de gravidade clínica em que o 

paciente se encontrava, levou com que analisássemos as mutações em genes já descritos como 

possivelmente associados à emergência desse fenótipo. Para tanto, foram utilizados RAST e 

PATRIC para a localização desses alvos mutacionais, e o programa BioEdit, a fim de analisar 

as alterações nas sequências de nucleotídeos, caracterizando as mutações em cada gene.  

 Comparando-se as sequências das seis amostras com as da PAO1, para apenas um 

gene (yfiR) observou-se 100 % de identidade com a cepa referência. Na análise dos genes 

rsmA, yfiN, fleQ e accBC, as sequências mostraram 99 % de identidade, e o número de 

substituições de nucleotídeos variando de três até treze. Para o gene wspF, foi possível notar a 

existência de eventos de deleção e de substituição nas amostras 21167NM and 21168MUC, 

quando comparadas as suas sequências de nucleotídeos com as demais amostras e com a 

PAO1. As análises apontaram que 21107SCV, 21167NM e 21169SCV exibiam as mesmas 

mutações no gene mutS, representadas por uma deleção, dez substituições e dez inserções, 

quando comparadas à PAO1 e às outras amostras; estas, em contrapartida, apresentaram 

apenas substituições, diferentes daquelas observadas nas amostras previamente mencionadas 

(Tabela 20). 

 O fenômeno da hipermutabilidade, já bem descrito por ser decorrente de mutações no 

sistema de reparo do DNA bacteriano, está também implicado na adaptação e resistência 

microbiana, seja ao peculiar ambiente pulmonar, aos antimicrobianos usados na terapia de 

erradicação de infecções respiratórias ou mesmo às respostas imunes do hospedeiro com FC. 

Através das análises das sequências de nucleotídeos usando RAST, PATRIC e BioEdit, foram 

avaliados os genes principalmente associados ao fenômeno HPM (mutL, mutT, mutS, mutM e 

uvrD) e comparadas com a PAO1. Os genes mutL, mutT e uvrD revelaram 99% de identidade 

quando comparadas as sequências de nucleotídeos das seis amostras e a cepa de referência, 

com o número de substituições nas variando de três a vinte e dois. No entanto, analisando-se o 

gene mutM, pôde-se notar 100% de identidade quando comparadas as amostras à PAO1. As 

análises apontaram que 21107SCV, 21167NM e 21169SCV exibiam as mesmas mutações no gene 

mutS, representadas por uma deleção, dez substituições e dez inserções, quando comparadas à 

PAO1 e às outras amostras; estas, em contrapartida, apresentaram apenas substituições, 

diferentes daquelas observadas nas amostras previamente mencionadas (Tabela 20). 



83 

 

Tabela 20: Comparação das sequências de nucleotídeos dos genes relacionados ao fenótipo small colony variant e à hipermutabilidade, entre as seis 

amostras de Pseudomonas aeruginosa e a PAO1 

 

 Gene Número de 

acesso 

Peso (pb) 21114NM 21113MUC 21107SCV 21167NM 21168MUC 21169SCV Identidade X PAO1 

S
m

a
ll

 C
o

lo
n
y 

V
a

ri
a
n

t 

rsmA PA0592 807 subs: 7 n subs: 7 n subs: 7 n subs: 7 n subs: 7 n subs: 7 n 99% id 

yfiN PA1120 1308 subs: 3 n subs: 3 n subs: 3 n subs: 3 n subs: 3 n subs: 3 n 99% id 

yfiR PA1121 573 - - - - - - 100 % 

fleQ PA1097 1473 subs: 13 n subs: 13 n subs: 13 n subs: 13 n subs: 13 n subs: 13 n 99% id 

wspF 

(cheB) 

PA0173 1050 - - - ∆21 n 

subs: 6 n 

∆6 n  

subs: 3 n 

- 21167 = 97 % id 

21168 = 99 % id 

accBC PA4847 1350 subs: 4 n subs: 4 n subs: 4 n subs: 4 n subs: 4 n subs: 4 n 99 % id 

S
C

V
/H

P
M

 mutS PA3620 2568 subs: 10 n subs: 10 n ∆1 n 

 subs: 10 n  

ins:10 n 

∆1 n 

 subs: 10 n 

ins:10 n 

subs: 10 n ∆1 n 

 subs: 10 n  

ins:10 n 

99 % id 

 

H
ip

er
m

u
ta

b
il

id
ad

e 

mutL PA4946 1902 subs: 22 n  subs: 22 n  subs: 22 n  subs: 22 n  subs: 22 n  subs: 22 n  99 % id 

mutT 

 

PA4400 mutT1. 555 

mutT2. 438 

subs: 3 n 

subs: 4 n 

subs: 3 n 

subs: 4 n 

subs: 3 n 

subs: 4 n 

subs: 3 n 

subs: 4 n 

subs: 3 n 

subs: 4 n 

subs: 3 n 

subs: 4 n 

99 % id 

mutM PA0357 813 - - - - - - 100 % id 

uvrD 

 

PA5443 2187 subs: 6 n subs: 6 n subs: 6 n subs: 6 n subs: 6 n subs: 6 n 99 % id 

 

Legenda: id = percentual (%) de identidade. n: nucleotídeos; ∆: deleção; subs: substituição, ins: inserção. MUC: mucoide; NM: não mucoide. SCV: small colony variant. HPM: 

hipermutabilidade. pb: pares de bases.  

Fonte: A autora.
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Tabela suplementar 1 (S1): Ilhas genômicas previstas no genoma das seis amostras de Pseudomonas aeruginosa, alinhados com o genoma de 

referência da PAO1, pelo banco de dados Islandviwer de acordo com IslandPath-DIMOB 

Predicted Genomic Island 21114 NM 21113 MUC 21107 SCV 21167 NM 21168MUC 21169 SCV 

1. Antranilato sintase e fosforibosiltransferase, indol-3-glicerol fosfato sintase, regulador da transcrição Vfr / proteína do 

receptor de AMP cíclico e proteína da família OsmC / Ohr. 

- - + + - - 

2. Metiltransferase dependente de SAM PA0798 (UbiE paralog), proteína de absorção de ferro, oxidorredutase, família 

aldo / ceto redutase, N-acetilmuramoil-L-alanina amidase, proteína Mlr3950, proteína de transporte de manganês MntH, 

cisteína dessulfurase, família yjgF, reguladores transcricionais família LysR, família TetR e família MerR, proteína de 

resistência à glioxalase / bleomicina / dioxigenase. 

+ + + + + - 

3. Cisteína dioxigenase, sulfurtransferase relacionada ao rodanês, fago e proteínas líticas, gp7 e gp8. + + + + + + 

4. 3-desmetilubiquinona-9 3-metiltransferase, proteína semelhante a Gfa, proteína ClpB, ribonucleotídeo redutase de 

classe III (anaeróbio), proteína de ativação, helicases e subunidades de helicase de DNA e RNA da superfamília I, proteína 

putativa de choque térmico, serina fosfatase RsbU, regulador da subunidade Sigma, endonuclease de reparo de 

incompatibilidade de patch muito curta (específico para G-T), DNA citosina metiltransferase M.NgoMIII e proteína de 

exclusão de fago T7. 

+ + + + + + 

5. Proteína hipotética no cluster semelhante a PFGI-1, proteína associada a nucleóide, helicase de DNA replicativo em 

cluster semelhante a PFGI-1 e proteína com domínio de nuclease semelhante a ParB em cluster semelhante a PFGI-1. 

+ + + + + + 

6. Fagos e proteína hipotética. + + + - + + 

7. Precursor da exotoxina A, proteína piocina e proteína imunitária piocina S2, antirepressor profago, transposase e 

derivados inativados e ribonucleotídeo redutase de classe Ia (aeróbio) - subunidade beta. 

+ + - + + + 

8. Proteína de translocação da arginona-cintilada TatC, provável glicosiltransferase e adenilil sulfato quinase. + + - + + + 

9. Proteína terminase agente de transferência de genes. - - - + - - 

 

Legenda: +: ilha genômica presente; -: ilha genômica ausente. MUC: mucoide; NM: não-mucoide; SCV: small colony variant. 

Fonte: Islandviwer/ IslandPath-DIMOB.
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Tabela suplementar 2 (S2): Comparação dos fatores de virulência entre as seis amostras de Pseudomonas aeruginosa (continua) 

 

Gene Produto Classificação 21114 NM 21113 MUC 21107 SCV 21167 NM 21168 MUC 21169 SCV 

pilO Proteína PilO da biogênese do pilus tipo IV Aderência e motilidade  + + + + + + 

fha1 Proteína InpI / VasC de domínio associado a T6SS Sistema de secreção do 

tipo VI  

+ + + + + + 

pscN ATP sintase citoplasmática de secreção tipo III 

(YscN,SpaL,MxiB,HrcN,EscN) 

Sistema de secreção do 

tipo III  

+ + + + + + 

tagS Sistema de transporte de peptídeo antimicrobiano tipo ABC, componente 

de permeasse 

Sistema de secreção do 

tipo VI  

+ + + + + + 

exsE Proteína hipotética Sistema de secreção do 

tipo III  

+ + + + + + 

xcpA/pilD Peptidase líder (prepilina peptidase) / N-metiltransferase Aderência e motilidade  + + + + + + 

pvcB Proteína PvcB, relacionada a enzimas oxidantes de aminoácidos 
 

+ + + + + + 

xcpV Proteína I da via de secreção geral Sistema de secreção do 

tipo II   

+ + + + + + 

pcrV Inibidor de LcrG citoplasmático de secreção de tipo III (LcrV, proteína 

de controle de secreção e direcionamento, antígeno V) 

Sistema de secreção do 

tipo III  

+ + + + + + 

phzA1 Proteína de biossíntese de fenazina (PhzA) 
 

+ + + + + + 

xcpZ Proteína M da via de secreção geral Sistema de secreção do 

tipo II   

+ + + + + + 

pvdH Proteína de biossíntese de pioverdina PvdH, L-2,4-diaminobutirato: 2-

oxoglutarato aminotransferase 

 
+ + + + + + 

motD Proteína de rotação do motor flagelar (MotB) 
 

+ + + + + + 

pilF Proteína PilF da biogênese do pilus tipo IV Aderência e motilidade  + + + + + + 

algI Provável poli (beta-D-manuronato) O-acetilase Antifagocitose e 

resistência ao soro 

+ + + + + + 
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Tabela suplementar 2 (S2): Comparação dos fatores de virulência entre as seis amostras de Pseudomonas aeruginosa (continua) 

 

Gene Produto Classificação 21114 NM 21113 MUC 21107 SCV 21167 NM 21168 MUC 21169 SCV 

chpB Proteína-glutamato metilesterase CheB do regulador da resposta à 

quimiotaxia 

Aderência e motilidade  + + + + + + 

flgA Proteína de formação de anel P de corpo basal flagelar (FlgA) 
 

+ + + + + + 

pcrR Proteína de resposta de diminuição de cálcio com secreção de tipo III 

(LcrR) 

Sistema de secreção do 

tipo III  

+ + + + + + 

pchA Isocorismato sintase / Isocorismato sintase [pioquelina] de sideróforo / 

Isocorismato sintase da biossíntese de sideróforo 

Sideróforo  + + + + + + 

fliN Proteína de switch do motor flagelar (FliN) Aderência e motilidade  + + + + + + 

flgG Proteína de bastonete de corpo basal flagelar (FlagG) Aderência e motilidade  + + + + + + 

pilX Proteína da biogênese fimbrial tipo IV (PilX) Aderência e motilidade  + + + + + + 

pppA Proteína serina T6SS / treonina fosfatase (PppA) Sistema de secreção do 

tipo VI  

+ + + + + + 

mbtH-like Chaperona NRPS MbtH-like  
 

+ + + + + + 

algB Regulador de resposta do sistema de dois-componentes da biossíntese de 

alginato (AlgB) 

Antifagocitose e 

resistência ao soro 

+ + + + + + 

exsA Proteína termorreguladora de secreção Tipo III (LcrF, VirF, regulação da 

transcrição do plasmídeo de virulência) 

Sistema de secreção do 

tipo III  

+ + + + + + 

pcr1 Regulador negativo da secreção da membrana externa do sistema de 

secreção do tipo III (TyeA) 

Sistema de secreção do 

tipo III  

+ + + + + + 

pscH Proteína efetora de secreção tipo III (YopR, codificada por YscH) Sistema de secreção do 

tipo III  

+ + + + + + 

pilM Proteína PilM da biogênese do pilus tipo IV Aderência e motilidade  + + + + + + 

fptA Receptor de membrana externa para FptA férrico-pioquelina / Receptor 

de membrana externa para sideróforo férrico 

Sideróforo  + + + + + + 
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Tabela suplementar 2 (S2): Comparação dos fatores de virulência entre as seis amostras de Pseudomonas aeruginosa (continua) 

 

Gene Produto Classificação 21114 NM 21113 MUC 21107 SCV 21167 NM 21168 MUC 21169 SCV 

motY Proteína putativa da membrana externa 
 

+ + + + + + 

fliK Proteína de controle de comprimento de gancho flagelar (FliK) 
 

+ + + + + + 

lasA Precursor de protease (LasA) Protease + + + + + + 

mucA Fator Sigma RpoE, proteína reguladora negativa (RseA) Antifagocitose e 

resistência ao soro 

+ + + + + + 

pcrG Proteína plug citoplasmática de secreção tipo III (LcrG) Sistema de secreção do 

tipo III  

+ + + + + + 

mucB Precursor da proteína reguladora negativa do fator RpoE do Sigma 

(RseB) 

Antifagocitose e 

resistência ao soro 

+ + + + + + 

fliR Proteína de biossíntese flagelar (FliR) Aderência e motilidade  + + + + + + 

motC Proteína de rotação motora flagelar (MotA) 
 

+ + + + + + 

pscL Proteína citoplasmática de secreção tipo III (YscL) Sistema de secreção do 

tipo III  

+ + + + + + 

pilW Proteína da biogênese fimbrial tipo IV (PilW) Aderência e motilidade  + + + + + + 

vgrG1b Proteína VgrG  
 

+ + + + + + 

phzC1 2-ceto-3-desoxi-D-arabino-heptulosonato-7-fosfato sintase II (PhzC) 
 

+ + + + + + 

pvdF Pioverdina sintetase PvdF, N5-hidroxiornitina formiltransferase 
 

+ + + + + + 

popN Proteína de detecção de contato da membrana externa de secreção tipo III 

(YopN,Yop4b,LcrE) 

Sistema de secreção do 

tipo III  

+ + + + + + 

exoY Adenilato ciclase (ExoY)  Toxina + + + + + + 

hsiB1/vipA TssB Componente do T6SS (ImpB/VipA) Sistema de secreção do 

tipo VI  

+ + + + + + 

pscJ Ponte de secreção tipo III entre a lipoproteína da membrana interna e 

externa (YscJ,HrcJ,EscJ, PscJ) 

Sistema de secreção do 

tipo III  

+ + + + + + 
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Tabela suplementar 2 (S2): Comparação dos fatores de virulência entre as seis amostras de Pseudomonas aeruginosa (continua) 

 

Gene Produto Classificação 21114 NM 21113 MUC 21107 SCV 21167 NM 21168 MUC 21169 SCV 

pvdI Cadeia lateral de peptídeo pioverdina sintetase não-ribossomal PvdI / 

Módulos de peptídeo sintetase não ribossomal da biossíntese de 

sideróforo 

 
+ + + + + + 

pilT Proteína de motilidade de twitching (PilT) Aderência e motilidade  + + + + + + 

pilG Proteína de motilidade de twitching (PilG) Aderência e motilidade  + + + + + + 

pscG Proteína do envelope bacteriano que ancora o sistema de secreção do tipo 

III (YscG) 

Sistema de secreção do 

tipo III  

+ + + + + + 

pilR Proteína reguladora da expressão de fímbrias tipo IV (PilR) Aderência e motilidade  + + + + + + 

flgD Proteína de modificação de bastão do corpo basal flagelar (FlgD) Aderência e motilidade  + + + + + + 

exsD Regulador negativo do sistema de secreção tipo III (LscZ) Sistema de secreção do 

tipo III  

+ + + + + + 

waaG UDP-glicose: (heptosil) LPS alfa1,3-glucosiltransferase WaaG Aderência e endotoxina + + + + + + 

xcpX Proteína K da via de secreção geral Sistema de secreção do 

tipo II   

+ + + + + + 

tagR Proteína hipotética  Sistema de secreção do 

tipo VI  

+ + + + + + 

algL Alginato liase (AlgL)  Antifagocitose e 

resistência ao soro 

+ + + + + + 

algB Regulador de resposta do sistema de dois-componentes da biossíntese de 

alginato (AlgB) 

Antifagocitose e 

resistência ao soro 

+ + + + + + 

popD Injeção do sistema de secreção tipo III  no hospedeiro e proteína 

reguladora negativa (YopD) 

Sistema de secreção do 

tipo III  

+ + + + + + 

pvcD Proteína PvcD, relacionada a monooxigenases dependentes de 

dinucleotídeo de flavina adenina de dois-componentes 

 
+ + + + + + 
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Tabela suplementar 2 (S2): Comparação dos fatores de virulência entre as seis amostras de Pseudomonas aeruginosa (continua) 

 

Gene Produto Classificação 21114 NM 21113 MUC 21107 SCV 21167 NM 21168 MUC 21169 SCV 

hsiF1 Componente TssE do T6SS semelhante à lisozima Sistema de secreção do 

tipo VI  

+ + + + + + 

pscF Proteína citoplasmática do sistema de secreção do tipo III (YscF) Sistema de secreção do 

tipo III  

+ + + + + + 

fimU Proteína da biogênese fimbrial tipo 4 (FimU) Aderência e motilidade  + + + + + + 

motA Proteína de rotação motora flagelar (MotA) 
 

+ + + + + + 

fimT Proteína da biogênese fimbrial tipo IV( FimT) Aderência e motilidade  + + + + + + 

pilV Proteína da biogênese fimbrial tipo IV (PilV) Aderência e motilidade  + + + + + + 

algA Manose-1-fosfato guanililtransferase / Manose-6-fosfato isomerase Antifagocitose e 

resistência ao soro 

+ + + + + + 

flgK Proteína associada a gancho flagelar (FlgK) Aderência e motilidade  + + + + + + 

tagT Transportador ABC, proteína de ligação de ATP Sistema de secreção do 

tipo VI  

+ + + + + + 

flgF Proteína do bastonete flagelar do corpo basal (FlgF) Aderência e motilidade  + + + + + + 

fleN Regulador de síntese flagelar (FleN) Aderência e motilidade  + + + + + + 

phzH Proteína modificadora da fenazina  (PhzH) / Asparagina sintetase 

[hidrólise de glutamina] 

 
+ + + + + + 

vgrG1b Proteina VgrG  
 

+ + + + + + 

algX Alginato O-acetiltransferase periplasmática (AlgX) Antifagocitose e 

resistência ao soro 

+ + + + + + 

pilN Proteína da biogênese do pilus tipo IV (PilN) Aderência e motilidade  + + + + + + 

pscT Proteína de membrana interna do sistema de secreção de tipo III (YscT, 

HrcT, SpaR, EscT, EpaR1, homóloga aos componentes de exportação 

flagelar) 

Sistema de secreção do 

tipo III  

+ + + + + + 
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Tabela suplementar 2 (S2): Comparação dos fatores de virulência entre as seis amostras de Pseudomonas aeruginosa (continua) 

 

Gene Produto Classificação 21114 NM 21113 MUC 21107 SCV 21167 NM 21168 MUC 21169 SCV 

pscD Proteína da membrana interna do sistema de secreção tipo III (YscD, 

homóloga aos componentes de exportação flagelar) 

Sistema de secreção do 

tipo III  

+ + + + + + 

flhA Proteína da biossíntese flagelar (FlhA) Aderência e motilidade  + + + + + + 

pscO Proteína do envelope bacteriano que ancora o sistema de secreção do tipo 

III (YscO) 

Sistema de secreção do 

tipo III  

+ + + + + + 

xcpP Proteína C da via de secreção geral Sistema de secreção do 

tipo II   

+ + + + + + 

pscS Proteína de membrana interna do Sistema de secreção do tipo III (YscS, 

homóloga aos componentes de exportação flagelar) 

Sistema de secreção do 

tipo III  

+ + + + + + 

pilE Proteína da biogênese do pilus tipo IV (PilE) Aderência e motilidade  + + + + + + 

pchE PchE Diidroaeruginoato sintetase, módulos de peptídeo sintetase não-

ribossomal / Módulos de peptídeo sintetase não-ribossomal de 

biossíntese  de sideróforo 

Sideróforo  + + + + + + 

pscI Proteína citoplasmática do sistema de secreção tipo III (YscI) Sistema de secreção do 

tipo III  

+ + + + + + 

pilQ Proteína da biogênese do pilus tipo IV (PilQ) Aderência e motilidade  + + + + + + 

pvdS PvdS fator Sigma, controlando a biossíntese de pioverdina Sideróforo e pigmento + + + + + + 

pchG Proteína biossintética de pioquelina PchG, oxidorredutase (ligação de 

NAD) / Tiazolinilimida redutase do cluster de genes da biossíntese de 

sideróforo 

Sideróforo  + + + + + + 

algR Regulador AlgR da resposta do sistema de dois-componentes da 

biossíntese de alginato  

Antifagocitose e 

resistência ao soro 

+ + + + + + 

fliF Proteína do anel M flagelar (FliF) Aderência e motilidade  + + + + + + 
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Tabela suplementar 2 (S2): Comparação dos fatores de virulência entre as seis amostras de Pseudomonas aeruginosa (continua) 

 

Gene Produto Classificação 21114 NM 21113 MUC 21107 SCV 21167 NM 21168 MUC 21169 SCV 

algJ Alginato O-acetiltransferase da membrana interna (AlgJ) Antifagocitose e 

resistência ao soro 

+ + + + + + 

pscK Proteína citoplasmática do sistema de secreção tipo III (YscK) Sistema de secreção do 

tipo III  

+ + + + + + 

lip1 Lipoproteína TssJ do sistema de secreção T6SS (VasD) Sistema de secreção do 

tipo VI  

+ + + + + + 

lasI N- (3-oxododecanoil) -L-homoserina lactona sintase / N-acil-L-

homoserina lactona sintase, família LuxI 

Sistema quorum sensing  + + + + + + 

xcpR Proteína E da via de secreção geral Sistema de secreção do 

tipo II   

+ + + + + + 

pvdM Dipeptidase putativa, biossíntese de pyoverdina (PvdM) 
 

+ + + + + + 

pcr3 Proteína do sistema de secreção tipo III (SctX) Sistema de secreção do 

tipo III  

+ + + + + + 

fliA Fator Sigma de RNA polimerase para operon flagelar 
 

+ + + + + + 

fleS Sensor flagelar histidina quinase (FleS) 
 

+ + + + + + 

algG Poli (beta-D-manuronato) C5 epimerase (AlgG) Antifagocitose e 

resistência ao soro 

+ + + + + + 

motB Proteína de rotação do motor flagelar (MotB) 
 

+ + + + + + 

algK Sistema de exportação de alginato AlgK / AlgE, componente 

periplasmático (AlgK) 

Antifagocitose e 

resistência ao soro 

+ + + + + + 

pcrD Proteína do canal da membrana interna do sistema de secreção do tipo III 

(LcrD, HrcV, EscV, SsaV) 

Sistema de secreção do 

tipo III  

+ + + + + + 

alg44 Proteína de polimerização de alginato Alg44, proteína de fusão de 

membrana 

Antifagocitose e 

resistência ao soro 

+ + + + + + 
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Tabela suplementar 2 (S2): Comparação dos fatores de virulência entre as seis amostras de Pseudomonas aeruginosa (continua) 

 

Gene Produto Classificação 21114 NM 21113 MUC 21107 SCV 21167 NM 21168 MUC 21169 SCV 

algQ Proteína AlgQ reguladora de alginato, regulador transcricional positivo 

de AlgD 

Antifagocitose e 

resistência ao soro 

+ + + + + + 

aprA Homólogo de PrtA / B / C / G de metaloproteinase alcalina secretada Protease + + + + + + 

phzD1 2-amino-2-desoxi-isochorismato hidrolase (PhzD) 
 

+ + + + + + 

pvdQ Acil-homosserina lactona acilase PvdQ, extinção de quorum 
 

+ + + + + + 

fliG Proteína de troca do motor flagelar (FliG) Aderência e motilidade  + + + + + + 

pcr4 Proteína chaperona YscY (proteína Yop de translocação de proteínas) Sistema de secreção do 

tipo III  

+ + + + + + 

pilS Sensor de dois-componentes (PilS) Aderência e motilidade  + + + + + + 

pchR Regulator transcricional (PchR) Sideróforo  + + + + + + 

pchI Bomba de efluxo ABC, membrana interna fundida e subunidades de 

ATPase no agrupamento de genes de pioquelina / transportador ABC de 

sideróforo de ferro putativo, domínios de permease fundida e ATPase 

Sideróforo  + + + + + + 

algD GDP-manose 6-deidrogenase  Antifagocitose e 

resistência ao soro 

+ + + + + + 

pilU Conjunto de pilus de sistema tipo IV (PilU) componente de ATPase Aderência e motilidade  + + + + + + 

pscE Proteína do sistema de secreção tipo III (YscE) Sistema de secreção do 

tipo III  

+ + + + + + 

vgrG1a Proteina VgrG  Sistema de secreção do 

tipo VI  

+ + + + + + 

phzG1 Piridoxamina 5'-fosfato oxidase (PhzG) 
 

+ + + + + + 

flhB Proteína de biossíntese flagelar (FlhB) Aderência e motilidade  + + + + + + 

hsiJ1 Componente TssK do T6SS  (ImpJ / VasE) Sistema de secreção do 

tipo VI  

+ + + + + + 
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Tabela suplementar 2 (S2): Comparação dos fatores de virulência entre as seis amostras de Pseudomonas aeruginosa (continua) 

 

Gene Produto Classificação 21114 NM 21113 MUC 21107 SCV 21167 NM 21168 MUC 21169 SCV 

mucA Proteína reguladora negativa do fator Sigma RpoE (RseA) Antifagocitose e 

resistência ao soro 

+ + + + + + 

mucC Proteína reguladora do fator Sigma RpoE (RseC) Antifagocitose e 

resistência ao soro 

+ + + + + + 

pscP Proteína do sistema de secreção tipo III (YscP) Sistema de secreção do 

tipo III  

+ + + + + + 

phzE1 2-amino-2-desoxi-isochorismato sintase (PhzE) 
 

+ + + + + + 

pchF Pioquelina sintetase PchF, módulo de peptídeo sintetase não-

ribossomal/Módulos de peptídeo sintetase não-ribossomal de biossíntese 

de sideróforo 

Sideróforo  + + + + + + 

lasB Vibriolisina, protease de zinco extracelular / Pseudolisina, protease de 

zinco extracelular 

Protease + + + + + + 

mucD Protease HtrA / proteína chaperona 
 

+ + + + + + 

waaP Núcleo de lipopolissacarídeo heptose (I) quinase (RfaP) Aderência e endotoxina + + + + + + 

phzF1 Isomerase trans-2,3-dihidro-3-hidroxiantranilato 
 

+ + + + + + 

icmF1/tssM

1 

Componente TssM do T6SS  (IcmF / VasK) Sistema de secreção do 

tipo VI  

+ + + + + + 

tagQ Adesina autotransportadora 
 

+ + + + + + 

phzB1 Proteína de biossíntese de fenazina (PhzB) 
 

+ + + + + + 

pchH Bomba de efluxo ABC, membrana interna fundida e subunidades de 

ATPase no agrupamento de genes de pioquelina / transportador de 

sideróforo de ferro ABC putativo, domínios de permease fundida e 

ATPase 

Sideróforo  + + + + + + 

flgH Proteína do anel L flagelar (FlgH) Aderência e motilidade  + + + + + + 
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Tabela suplementar 2 (S2): Comparação dos fatores de virulência entre as seis amostras de Pseudomonas aeruginosa (continua) 

 

Gene Produto Classificação 21114 NM 21113 MUC 21107 SCV 21167 NM 21168 MUC 21169 SCV 

chpE Provável proteína de quimiotaxia Aderência e motilidade  + + + + + + 

fliQ Proteína de biossíntese flagelar (FliQ) Aderência e motilidade  + + + + + + 

hsiG1 Componente TssF do T6SS  (ImpG / VasA) Sistema de secreção do 

tipo VI  

+ + + + + + 

pvcC 4-hidroxifenilacetato 3-monooxigenase 
 

+ + + + + + 

pvdA L-ornitina 5-monooxigenase, PvdA de biossíntese de pioverdina / 

proteína de biossíntese de sideróforo, monooxigenase 

Sideróforo e pigmento + + + + + + 

phzA1 Proteína de biossíntese de fenazina (PhzA) 
 

+ + + + + + 

mucP Protease intramembrana RasP / YluC , implicada na divisão celular com 

base na clivagem de FtsL 

 
+ + + + + + 

pscC Proteína formadora de poros de membrana externa do sistema de 

secreção Tipo III (YscC, MxiD, HrcC, InvG) 

Sistema de secreção do 

tipo III  

+ + + + + + 

rhlI N-butanoil-L-homoserina lactona sintase / N-acil-L-homoserina lactona 

sintase, família LuxI 

Sistema quorum sensing  + + + + + + 

fimV Provável proteína transmembrana de montagem do pilus tipo IV  

relacionada à FimV 

Aderência e motilidade  + + + + + + 

fleQ Proteína reguladora flagelar (FleQ) Aderência e motilidade  + + + + + + 

hsiE1 Componente TagJ associado a T6SS (ImpE) Sistema de secreção do 

tipo VI  

+ + + + + + 

phzA1 Proteína de biossíntese de fenazina (PhzA) 
 

+ + + + + + 

pscU Proteína da membrana interna do sistema de secreção do tipo III (YscU, 

SpaS, EscU, HrcU, SsaU, homóloga aos componentes de exportação 

flagelar) 

Sistema de secreção do 

tipo III  

+ + + + + + 
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Tabela suplementar 2 (S2): Comparação dos fatores de virulência entre as seis amostras de Pseudomonas aeruginosa (continua) 

 

Gene Produto Classificação 21114 NM 21113 MUC 21107 SCV 21167 NM 21168 MUC 21169 SCV 

xcpW Proteína J da via de secreção geral Sistema de secreção do 

tipo II 

+ + + + + + 

pscR Proteína da membrana interna do sistema de secreção do tipo III (YscR, 

SpaR, HrcR, EscR, homóloga aos componentes de exportação flagelar) 

Sistema de secreção do 

tipo III 

+ + + + + + 

pilK Proteína metiltransferase de quimiotaxia (CheR) Aderência e motilidade + + + + + + 

xcpS Proteína F da via de secreção geral Sistema de secreção do 

tipo II 

+ + + + + + 

pchC Proteína biossintética PchC de pioquelina, tioesterase / tioesterase 

prevista no cluster de genes da biossíntese de sideróforo 

Sideróforo + + + + + + 

hsiA1 Componente TssA de T6SS  (ImpA) Sistema de secreção do 

tipo VI 

+ + + + + + 

xcpQ Proteína D da via de secreção geral Sistema de secreção do 

tipo II 

+ + + + + + 

flgM Regulador negativo da síntese de flagelina (FlgM) (anti-Sigma28) 
 

+ + + + + + 

pcrH Proteína chaperona do sistema de secreção tipo III para YopD (SycD) Sistema de secreção do 

tipo III 

+ + + + + + 

plcH Fosfolipase C → PlcH hemolítico Toxina e danos à 

membrana 

+ + + + + + 

pilJ proteína PilJ de motilidade de twitching Aderência e motilidade + + + + + + 

fliH Proteína de montagem flagelar (FliH) Aderência e motilidade + + + + + + 

fliM Proteína de troca de motor flagelar (FliM) Aderência e motilidade + + + + + + 

tse1 Proteína hipotética 
 

+ + + + + + 

mucE Proteína hipotética 
 

+ + + + + + 

chpC Provável proteína de quimiotaxia Aderência e motilidade + + + + + + 
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Tabela suplementar 2 (S2): Comparação dos fatores de virulência entre as seis amostras de Pseudomonas aeruginosa (continua) 

 

Gene Produto Classificação 21114 NM 21113 MUC 21107 SCV 21167 NM 21168 MUC 21169 SCV 

algZ Sensor de sistema de biossíntese de alginato de dois-componentes 

histidina quinase AlgZ / FimS 

Antifagocitose e 

resistência ao soro 

+ + + + + + 

ppkA T6SS Serina / treonina proteína quinase (PpkA) Sistema de secreção do 

tipo VI  

+ + + + + + 

pcr2 Chaperona do sistema de secreção tipo III (SycN) Sistema de secreção do 

tipo III  

+ + + + + + 

fliP Proteína de biossíntese flagelar (FliP) Aderência e motilidade  + + + + + + 

chpA Provável frameshift componente do sistema de transdução de sinal 

quimiotático 

Aderência e motilidade  + + + + + + 

fliO Proteína de biossíntese flagelar (FliO) Aderência e motilidade  + + + + + + 

fliJ Proteína flagelar (FliJ) Aderência e motilidade  + + + + + + 

flhF Proteína de biossíntese flagelar (FlhF) Aderência e motilidade  + + + + + + 

pilY2 Proteína de biogênese fimbrial tipo IV (PilY2) Aderência e motilidade  + + + + + + 

exoS Exoenzima putativa T Toxina + + + + + + 

waaF ADP-heptose - lipooligossacarídeo heptosiltransferase II Aderência e endotoxina + + + + + + 

exsC Desconhecido, provavelmente envolvido na secreção do tipo III Sistema de secreção do 

tipo III  

+ + + + + + 

popB Proteína de injeção do sistema de secreção do tipo III (YopB) Sistema de secreção do 

tipo III  

+ + + + + + 

pscB Proteína chaperona do sistema de secreção Tipo III para YopN (SycN, 

YscB) 

Sistema de secreção do 

tipo III  

+ + + + + + 

pilH Proteína de motilidade de twitching (PilH) Aderência e motilidade  + + + + + + 

waaA Transferase de ácido 3-desoxi-D-mano-octulosônico Aderência e endotoxina + + + + + + 
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Tabela suplementar 2 (S2): Comparação dos fatores de virulência entre as seis amostras de Pseudomonas aeruginosa (continua) 

 

Gene Produto Classificação 21114 NM 21113 MUC 21107 SCV 21167 NM 21168 MUC 21169 SCV 

xcpT Proteína G da via de secreção geral Sistema de secreção do 

tipo II   

+ + + + + + 

algW Protease de sensor de estresse de membrana externa (DegS) 
 

+ + + + + + 

rhlA RhlA, 3- (3-hidroxialcanoiloxi) ácidos alcanóicos (HAAs) sintase Biosurfactante + + + + + + 

phzM Metiltransferase PhzM fenazina-específica Pigmento e atividade 

antimicrobiana 

+ + + + + + 

algC Fosfoglucomutase / Fosfomanomutase 
 

+ + + + + + 

phzS Monoxigenase PhzS dependente de FAD Pigmento e atividade 

antimicrobiana 

+ + + + + + 

clpV1 T6SS AAA+ chaperona ClpV (TssH) Sistema de secreção do 

tipo VI  

+ + + + + + 

pchD 2,3-dihidroxibenzoato-AMP ligase [pioquelina] de sideróforo / 2,3-

dihidroxibenzoato-AMP ligase da biossíntese de sideróforo 

Sideróforo  + + + + + + 

waaC Lipopolissacarídeo heptosiltransferase I central Aderência e endotoxina + + + + + + 

flgN Proteína de biossíntese flagelar (FlgN) 
 

+ + + + + + 

algF Alginato O-acetiltransferase periplasmática (AlgF) Antifagocitose e 

resistência ao soro 

+ + + + + + 

fleR Regulador de resposta flagelar de dois-componentes (FleR) Aderência e motilidade  + + + + + + 

pvdO PvdO, serina / treonina quinase responsiva à pioverdina (previsto por 

OlgaV) 

 
+ + + + + + 

chpD Regulador transcricional, família AraC Aderência e motilidade  + + + + + + 

flgJ Proteína flagelar (FlgJ) [peptidoglicano hidrolase] Aderência e motilidade  + + + + + + 

exsB Lipoproteína transportadora do sistema de secreção Tipo III (YscW, 

VirG) 

Sistema de secreção do 

tipo III  

+ + + + + + 
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Tabela suplementar 2 (S2): Comparação dos fatores de virulência entre as seis amostras de Pseudomonas aeruginosa (continua) 

 

Gene Produto Classificação 21114 NM 21113 MUC 21107 SCV 21167 NM 21168 MUC 21169 SCV 

pvdN Proteína de biossíntese de pioverdina (PvdN), aminotransferase putativa, 

classe V 

 
+ + + + + + 

toxA Proteína hipotética Toxina + + + + + + 

rhlB RhlB, TDP-ramnosiltransferase 1  Biosurfactante + + + + + + 

flgC Proteína de bastonete flagelar de corpo basal (FlgC) Aderência e motilidade  + + + + + + 

hsiC1/vipB Componente TssC do T6SS (ImpC/VipB) Sistema de secreção do 

tipo VI  

+ + + + + + 

pvdL Precursor da sintetase do cromóforo pioverdina (PvdL) / Módulos de 

peptídeo sintetase não-ribossomal da biossíntese de sideróforo 

 
+ + + + + + 

fliE Proteína do complexo corporal basal-gancho flagelar (FliE) Aderência e motilidade  + + + + + + 

algE Sistema de exportação de alginato Algk / AlgE, porina de membrana 

externa (AlgE) 

Antifagocitose e 

resistência ao soro 

+ + + + + + 

pchB Isochorismato de piruvato-liase [pioquelina] de sideróforo / Isocorismato 

de piruvato-liase da biossíntese de sideróforo 

Sideróforo  + + + + + + 

flgB Proteína de bastonete flagelar de corpo basal (FlgB) 
 

+ + + + + + 

algP/algR3 Proteína reguladora de alginato AlgP, regulador transcricional positivo 

de (AlgD) 

Antifagocitose e 

resistência ao soro 

+ + + + + + 

hcp1 Hcp componente do T6SS Sistema de secreção do 

tipo VI  

+ + + + + + 

xcpU Proteína H da via de secreção geral Sistema de secreção do 

tipo II   

+ + + + + + 

flgE Proteína de gancho flagelar (FlgE) Aderência e motilidade  + + + + + + 

pvdG Tioesterase PvdG envolvida na biossíntese de peptídeos não ribossomais 
 

+ + + + + + 

pilI Proteína de transdução de sinal do pili do sistema tipo IV (Pili) Aderência e motilidade  + + + + + + 
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Tabela suplementar 2 (S2): Comparação dos fatores de virulência entre as seis amostras de Pseudomonas aeruginosa (conclusão) 

Gene Produto Classificação 21114 NM 21113 MUC 21107 SCV 21167 NM 21168 MUC 21169 SCV 

pscQ Proteína da membrana interna do sistema de secreção do tipo III (YscQ, 

homólogo aos componentes de exportação flagelar) 

Sistema de secreção do 

tipo III  

+ + + + + + 

tagF/pppB Componente TagF associado aoT6SS (ImpM) Sistema de secreção do 

tipo VI  

+ + + + + + 

xcpY Proteína L da via de secreção geral Sistema de secreção do 

tipo II 

+ + + + + + 

exoT Proteína hipotética Toxina  + + + + + + 

algU RpoE fator Sigma da RNA polimerase Antifagocitose e 

resistência ao soro 

+ + + + + + 

dotU1 Componente TssL da membrana externa  do T6SS(ImpK / VasF) / 

domínio OmpA / MotB 

Sistema de secreção do 

tipo VI  

+ + + + + + 

ptxR Regulator transcricional (PtxR), família LysR  
 

+ + + + + + 

pilP Proteína de biogênese de pilus tipo IV (PilP) Aderência e motilidade  + + + + + + 

tse2 Proteína hipotética 
 

+ + + + + + 

alg8 Alginato polimerase / glicosiltransferase (Alg8) Antifagocitose e 

resistência ao soro 

+ + + + + + 

rhlC RhlC, TDP-ramnosiltransferase 2  
 

+ + + + + + 

tse3 Lisozima bacteriana Tse3, efetora do sistema de secreção do tipo VI 
 

+ + + + + + 

hsiH1 Component TssG do T6SS (ImpH/VasB) Sistema de secreção do 

tipo VI  

+ + + + + + 

fliI ATP sintase FliI específica do flagelo Aderência e motilidade  + + + + + + 

pvcA Proteína PvcA, relacionada a isonitrila sintases conhecidas 
 

+ + + + + + 

flgI Proteína flagelar do anel P (FlgI) Aderência e motilidade  + + + + + + 

fliL Proteína associada ao corpo basal flagelar (FliL) 
 

+ + + + + + 

 

Legenda: +: gene de virulência presente. MUC: mucoide; NM: não mucoide; SCV: small colony variant. 
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4 DISCUSSÃO 

 

 P. aeruginosa é o patógeno mais prevalente em secreções respiratórias de pacientes 

com FC (WATERS et al., 2013; SALSGIVER et al., 2016). Em geral, após a primeira 

colonização por esse microrganismo, os pacientes com FC apresentam vários episódios de 

colonização intermitente, culminando em infecção pulmonar crônica, sendo esse um fator 

central no curso da doença, associado a más condições clínicas, impacto significativo na 

qualidade de vida e nos custos da terapia (DAMAS et al., 2008; DITTRICH, 2017; 

BLANCHARD; WATERS, 2019). 

  O tratamento de infecções por P. aeruginosa não sensíveis aos carbapenêmicos 

(PANSC) ou a múltiplos antimicrobianos representa um grande desafio à terapêutica de 

pacientes crônicos com FC. Deste modo, a ocorrência de PANSC pode causar pior desfecho 

clínico, pois a resistência bacteriana a antimicrobianos usados como opção terapêutica final 

em pacientes portadores de infecções não responsivas aumenta as chances de óbito prematuro 

(BIANCONI et al., 2019).  

 Em paralelo, populações bacterianas de P. aeruginosa com fenótipo MDR, além de 

promoverem o declínio da função pulmonar, diminuem o leque de antimicrobianos 

disponíveis para a erradicação da infecção e as chances de sucesso do tratamento 

(BLANCHARD et al., 2017; LAW et al., 2017; RUTTER et al., 2017; STEFANI et al., 2017), 

tornando fundamental o acompanhamento dos exames microbiológicos de pacientes FC 

(MARQUES et al., 2011; GASPAR et al., 2013). 

 De forma geral o seguimento dos pacientes nos centros especializados em FC é 

realizado com frequência trimestral, ou quando ocorre exacerbação do quadro pulmonar, 

permitindo o aumento da expectativa e qualidade de vida para a maioria daqueles com adesão, 

ainda que haja muitos óbitos em idades iniciais devido às complicações da doença respiratória 

(DAMAS et al., 2008; De BOECK; AMARAL; 2016). O mesmo modelo de follow-up é 

aplicado para os pacientes incluídos no presente estudo, atendidos nos dois centros de 

referência. 

Considerando que o número de pacientes dos grupos pediátrico e adulto foi o mesmo 

(n=9 em cada um deles), e a quantidade de amostras recuperadas do primeiro grupo (53,9%) 

foi discretamente maior que no segundo (46,1%), é importante salientar que o número de 

indivíduos incluídos no presente trabalho não representa o total daqueles com infecção 

pulmonar crônica atendidos nas duas unidades avaliadas, uma vez que, incluímos apenas os 

que apresentaram isolamento de amostras de PANSC. 
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A inclusão apenas de pacientes com infeção pulmonar crônica foi feita de forma 

intencional e direcionada, uma vez que a circulação de amostras de PANSC e dos fenótipos 

de resistência têm sido cada vez mais relatados na literatura e enseja bastante preocupação 

diante das possibilidades de falha terapêutica e aumento das taxas de morbimortalidade 

(POTRON; POIREL; NORDMANN, 2015; SMITH et al., 2017; LUCCA et al., 2018; PANG 

et al., 2019). Um importante passo na identificação e acompanhamento de pacientes com FC é 

a definição da infecção crônica pulmonar por P. aeruginosa, uma vez que a transição para 

esse estágio coloca os pacientes sob maior risco de progressão da doença respiratória 

(COHEN; PRINCE, 2012; WATERS; GRIMWOOD, 2018).  

Diante da existência de alguns critérios de cronicidade distintos (CFF, 2019; MENA 

et al. (2008) nós optamos por aquele que mais se aproximou das características definidas para 

a nossa população, relativas à clínica e ao perfil microbiológico dos pacientes (LEE et al., 

2005). 

Diversos estudos discorrem sobre a associação da infecção pulmonar crônica e a 

progressão rápida da doença respiratória, na qual P. aeruginosa está relacionada a diversos 

processos que favorecem a sua adaptação ao meio ambiente pulmonar. A transição para o 

estágio crônico, geralmente precedida pela ocorrência de amostras mucoides, é predominante 

em mais de 60% dos pacientes adultos (AL-ALOUL et al., 2004; AARON et al., 2010; 

LUND-PALAU et al., 2016; LEE; YOON, 2017; SMITH et al., 2017; PARKINS; 

SOMAYAJI; WATERS, 2018).  

Observamos uma importante variação no número de amostras obtidas entre os 

pacientes, e é fundamental destacar que foram selecionadas somente as amostras PANSC, o 

que pode causar uma impressão errônea quando se avaliam os números de amostras indivíduo 

a indivíduo, ao longo do período de estudo. Diante disso, podemos notar que alguns pacientes 

possuem uma ou duas amostras, e outros têm poucas dezenas, e ainda assim todos foram 

classificados como crônicos, critério baseado na continuidade da detecção de P. aeruginosa 

isoladas de secreções respiratória por seis meses consecutivos (LEE et al., 2005), 

independentemente de seu perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos.  

Alguns pacientes apresentaram duas amostras de P. aeruginosa com morfologias 

distintas identificadas no mesmo material clínico, cadastradas no banco de dados com a 

mesma data, sendo contabilizadas como duas amostras diferentes. Esse fato é frequentemente 

observado nesses pacientes, especialmente aqueles com infecção pulmonar crônica, pois a 

distinção entre uma P. aeruginosa com fenótipo mucoide e outra não mucoide é suficiente 

para que entendamos que se tratavam de duas amostras diferentes. Além disso, o número de 
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visitas, somado aos momentos de exacerbações pulmonares que por vezes alguns dos 

pacientes possam ter sofrido durante esse período, também pode provocar diferenças nesses 

dados. 

Após o estabelecimento da infecção crônica P. aeruginosa, torna-se quase impossível 

a erradicação desse patógeno; diante desse prognóstico ruim, é crucial a utilização de 

antimicrobianos antipseudomonais, usados de forma agressiva, visando retardar ou prevenir a 

transição ao estágio de cronicidade (ZEMANICK; HOFMAN, 2016). 

 Assim, diante da exposição cumulativa aos antimicrobianos, tem-se observado uma 

elevação nas taxas de P. aeruginosa resistentes em pacientes com FC, em especial aos 

carbapenêmicos, alcançando até 17% dos indivíduos com infecção respiratória por P. 

aeruginosa (CFF, 2019), causando grande consternação diante das falhas na erradicação, 

aumento no número de pacientes crônicos e elevação das taxas de morbidade e mortes 

precoces (LUND-PALAU et al., 2016; MUSTAFA et al., 2016; PANG et al., 2019).  

Até pouco tempo atrás, a frequência de amostras de P. aeruginosa com elevadas taxas 

de resistência aos antimicrobianos na FC era considerado um cenário pouco comum no Brasil 

(PEREZ; BARTH, 2011; HERMES et al., 2013; LUTZ et al., 2013, FERREIRA et al., 2015). 

Entretanto, resultados publicados  pelo nosso grupo (ALMEIDA et al., 2021), ao investigar a 

ocorrência de P. aeruginosa não sensíveis aos carbapenêmicos em 179 amostras de P. 

aeruginosa recuperadas de pacientes com infecção pulmonar crônica, nos mesmos centros de 

referência em FC incluídos neste trabalho, revelaram um novo contexto, no qual quase metade 

das amostras (44,1%) eram de PANSC, e ainda indicando que 39,6% e 4,4% das amostras 

foram classificadas MDR e XDR, simultaneamente. 

 Como mencionado anteriormente, os carbapenêmicos são comumente usados para 

tratar quadros de exacerbação ou infecção por P. aeruginosa na FC (RICHARDOT et al., 

2015; CFF, 2019). Ao redor do mundo, e ao longo do tempo, as taxas de resistência aos 

carbapenêmicos em P. aeruginosa FC, considerados uma das últimas opções na linha de 

terapia, têm sido cada vez mais reportadas (MESAROS et al., 2007; MIRIAGOU et al., 2010; 

DORTET; POIREL; NORDMANN, 2012; RICHARDOT et al., 2015). 

 Observamos que 137 (95,8%), 86 (60,1%) e 57 (39,9%) das amostras eram resistentes 

a imipenem, meropenem e doripenem, respectivamente. Voltamos a ressaltar que só foram 

incluídas neste trabalho as amostras não sensíveis aos carbapenêmicos, e que mais da metade 

(56,6%) delas era não sensível a IPM e MEN, concomitantemente.  

 As taxas aumentadas de casos de infecção de pacientes com FC, pediátricos,  por P. 

aeruginosa CR e MDR, em diversos países, têm demandado estratégias de erradicação 
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agressivas e programas de manejo das terapias com antimicrobianos, medidas que são 

essenciais para combater o progresso e disseminação da resistência (LOGAN et al., 2017; 

RUTTER et al., 2017).  

 Neste trabalho, os resultados apontaram que aproximadamente metade das amostras de 

PANSC era não sensível à gentamicina, amicacina, tobramicina e ciprofloxacina. Tendo em 

vista o fato bastante conhecido de que as amostras de P. aeruginosa em FC no Brasil eram  

factualmente mais sensíveis aos antimicrobianos (PAIXÃO et al., 2010; PEREZ; BARTH, 

2011; HERMES et al., 2013; LUTZ et al., 2013; FERREIRA et al., 2010, 2015), todavia 

diferente do que tem sido reportado em outros centros, globalmente (MAHMOUD et al., 

2013; POTRON et al., 2015; DING et al., 2016; SUBEDI et al., 2018), pode-se portanto 

considerar  que os nossos percentuais de resistência estão relativamente aumentados. 

Um possibilidade para a baixa frequência de amostras MDR em nosso país pode ser 

creditada à ausência de relatos de cepas epidêmicas de P. aeruginosa na FC (LEÃO et al., 

2010; FERREIRA et al., 2015), que usualmente se disseminam com grande facilidade entre os 

pacientes (MUSTAFA et al., 2016; LOGAN et al., 2017; RUTTER et al., 2017). De forma 

geral, esses clones transmissíveis estão associados ao fenótipo MDR e têm sido 

continuamente relatados na Europa, América do Norte e Austrália, como as cepas Denmark 

(DK), clone C, Liverpool Epidemic Strain (LES), Manchester, Australian Epidemic Strain-1 

(AES-1), Midland (Mid1) e Prairie Epidemic Strain (PES) (PEDERSEN et al., 1986; 

CHENG et al., 1996; RÖMLING et al., 1994b; ARMSTRONG et al., 2001; JONES et al., 

2001; SCOTT; PITT 2004; LÓPEZ-CAUSAPE et al., 2015; SOMAYAJI et al., 2017). 

Além do próprio critério de seleção adotado, já discutido anteriormante, as altas taxas 

de resistência aos antimicrobianos observadas podem ser explicadas, parcialmente, pela 

presença de amostras com o fenótipo mucoide. Metade das amostras descritas nesse trabalho 

exibiam esse fenótipo, e observamos que 12,1% (17) dessas foram classificadas como MDR, 

20,3% como XDR e 3,5% como PDR, e somadas nota-se um total de 36% de amostras 

mucoides apresentando fenótipos altamente resistentes.  

A associação inicial da mucoidade e as altas taxas de resistência aos antimicrobianos 

ainda é controversa, estando a formação de biofilme mais bem correlacionada com a 

resistência aumentada (SHAWAR et al., 1999; AHANGARZADEH-REZAEE et al., 2002; 

SRIFUENGFUNG et al., 2004; OWLIA, et al., 2014). Num estudo publicado por Bianconi et 

al (2019), em que foram sequenciadas quarenta amostras de P. aeruginosa da FC, coletadas 

ao longo de oito anos, relatou-se que, apesar de as amostras mucoides serem quase sempre 



104 

 

associadas a taxas de resistência aumentadas, a análise estatística demonstrou uma correlação 

negativa entre amostras MDR e o fenótipo mucoide.  

O exopolissacarídeo alginato, produzido excessivamente por P. aeruginosa mucoides, 

pode inibir a difusão de alguns antimicrobianos, como tobramicina e gentamicina pelo epitélio 

respiratório, dada a formação de biofilmes, podendo ser uma provável causa direta da 

resistência (GERMONI; BREMER; LAMONT, 2016). 

Análises dos resultados dos TSA de amostras coletadas em dois centros cariocas para 

tratamento de FC, do período de 2010 a 2014, mostraram altos percentuais de resistência aos 

antimicrobianos em P. aeruginosa, os quais: 44,1% para amicacina, 43,6% para gentamicina, 

37,9% para aztreonam, 31,2% para tobramicina, e < a 30% para piperacilina+tazobactam e 

ciprofloxacina (ALMEIDA et al., 2021). Diante do exposto, é possível perceber uma elevação 

expressiva nos índices amostras resistentes quando comparados aos dados nacionais 

previamente publicados, ainda que nesse trabalho estivessem compreendidas amostras de P. 

aeruginosa sensíveis e não sensíveis aos carbapenêmicos de pacientes FC.  

Pôde-se observar, no presente estudo, ao longo dos dez anos, um aumento progressivo 

no número de amostras mais resistentes aos antimicrobianos, tanto aquelas recuperadas de 

pacientes pediátricos quanto de adultos com FC, excetuando-se os anos de 2009 e 2015. 

Alguns itens devem ser considerados, diante de tal narrativa: 1) o número de amostras de 

paciente não foi homogêneo, seja pelo fato da seleção especificamente de amostras NSC e não 

de todas as P. aeruginosa coletadas; 2) pela diferença nas quantidades de exacerbações 

pulmonares de cada paciente; 3) pelo período em que se iniciou o seu acompanhamento no 

centro de referência versus o intervalo estipulado para a coleta desses dados, 4) pela 

ocorrência do  óbito de dois pacientes ao longo do estudo.  

Essas observações nos permitiram contabilizar um aumento nos registros de amostras 

mais resistentes, mais expressivo após os anos de 2012 e 2013, acompanhado inclusive de 

maior constância dos fenótipos MDR, XDR e PDR, o que pode estar refletindo as taxas de 

exposição cumulativa a antibióticos ao longo do tempo, uma extraordinária força seletiva para 

a emergência de amostras mais resistentes.  

 É crucial o monitoramento da resistência aos antimicrobianos, principalmente para 

aqueles com aplicação direta na prática da erradicação de infecções pulmonares por P. 

aeruginosa na FC, em virtude da gravidade que a doença pode atingir e da impossibilidade de 

uso da antibioticoterapia empírica.  

 Alguns mediamentos antipseudomonais para erradicação e controle da exacerbação do 

quadro clínico respiratório merecem atenção e monitoramento, como tobramicina,  
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ciprofloxacina e polimixina,  pois são utilizadas como estratégia na terapia inalatória. O 

aumento da taxa de resistência a esses antimicrobianos, assim como aos aminoglicosídeos e 

carbapenêmicos, certamente representa um grande desafio na condução do tratamento da 

infecção (ATHANAZIO et al., 2017; SMITH et al., 2017). 

 Foi possível verificar uma diferença na caracterização de PANSC, ainda que 

percentualmente baixa, diante dos resultados do TDD e pela CIM, quando testada a 

susceptibilidade aos carbapenêmicos. É sabido que podem haver discrepâncias em relação aos 

resultados de ambas as metodologias, por conta das diferenças de acurácia, sensibilidade, 

instabilidade dos carbapenêmicos, e forma de execução dos dois ensaios, impactando 

diretamente nos índices de resistência em amostragens demasiado grandes (BURNS et al., 

2000; GALES et al., 2002; SMITH et a., 2003; SRIFUENGFUNG et al., 2004; AARON et 

al., 2005; OWLIA et al., 2014; RUTTER et, 2017).  

 No presente estudo, as taxas de amostras não sensíveis, determinadas pela CIM, ainda 

que tenham apresentado percentuais discretamente inferiores, não causou prejuízo à 

interpretação final dos nossos resultados na categorização da resistência, já que não foi a 

metodologia de escolha para a inclusão/classificação das amostras como PANSC. 

 As faixas das CIMs observadas para as 143 amostras variaram de 1 a 128 µg/mL, 

0,125 a 64 µg/mL e de 0,25 a 32 µg/mL para os carbapenêmicos IPM, MEM e DOR, 

respectivamente, com faixas de diluição elevadas, quando comparadas a outros estudos.  

 Dados reportados num trabalho realizado com P. aeruginosa recuperadas de pacientes 

com FC no continente europeu indicaram valores de CIM para IPM variando de 4 a 32 

µg/mL, e, para o MEM, de 2 e 16 µg/mL (MUSTAFA et al., 2016). Notamos que os nossos 

valores de CIMs são relativamente superiores, uma vez que detectamos inibição do 

crescimento das amostras nas concentrações de 128 µg/mL e 64 µg/mL, para IPM e MEM, 

simultaneamente, comparando-se os resultados para esses dois antimicrobianos.  

 Essa diferença pode ser, em parte, explicada pela discrepância no critério de seleção 

das amostras em ambos os estudos, e destacamos que o relato europeu avaliou amostras de P. 

aeruginosa de pacientes FC crônicos e não crônicos, independentemente de sua faixa etária, e 

não apenas aquelas não sensíveis aos carbapenêmicos.  

 Observamos que 97 (67,9%) amostras de PANSC alistadas no presente estudo 

demonstraram valores de CIMs para IPM elevados (≥ 8 até 128 µg/mL), o que levou à 

discussão sobre as possíveis causas da resistência aos carbapenêmicos. Devido ao manifesto 

fato de que a expressão reduzida de porinas é o mecanismo de resistência mais comum em 

PANSC na FC, e mediante CIMs aumentadas observadas na maior parte das amostras 
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incluídas no atual trabalho, seria factível essa casuística. O conhecimento do mecanismo de 

resistência é fundamental nas estratégias de erradicação e conrole de infecções pulmonares 

por P. aeruginosa, na condução da antibioticoterapia e avaliação do prognóstico desses 

pacientes. 

 Diante do exposto, e com a cautela de considerarmos os demais mecanismos que 

podem estar envolvidos na resistência aos carbapenêmicos, os nossos resultados exigem 

investigações futuras sobre a natureza molecular da resistência, para que se possam fazer mais 

assertivas.  

 Nosso estudo evidenciou taxas de CIMs variando de 0,15 a 128 µg/mL, para os três 

carbapenêmicos, e os valores mais elevados das CIM50 e CIM 90 foram de 32 e 64 µg/mL para 

IPM, 4 e 16 µg/mL para MEM, e 2 e 32 µg/mL para DOR, não sendo considerada a faixa 

etária dos pacientes neste momento.  

 Um relato publicado avaliando 139 amostras de P. aeruginosa FC e não FC, de 

pacientes atendidos no Hospital Universitário de Nantes (França), mostrou CIM50 de 4, 2 e 1 

µg/mL, respectivamente para imipenem, meropenem e doripenem,  e as CIM90 foram 32 

µg/mL para imipenem, e 16 µg/mL, para meropenem e doripenem (BRETONNIÈRE et al., 

2016).  

 Observamos que, em comparação aos resultados descritos por esse outro estudo 

europeu, nossas faixas de CIM, CIM50 e CIM90 foram de ordinário mais elevadas, dados que 

merecem ser monitorados, uma vez que podem impactar na condução da terapia e em caso de 

falha terapêutica, gerar danos severos à qualidade e expectativa de vida desses pacientes. 

Como já apontado anteriormente, essa diferença pode ser, em parte, explicada pela diferença 

no critério de seleção das amostras em ambos os estudos. 

 Nos últimos anos, alguns estudos têm reportado globalmente um aumento nas taxas de 

amostras de P. aeruginosa resistentes a polimixina em infecções associadas a pacientes sob 

cuidados intensivos, como pneumonia e bacteremia (PARK et al., 2011; JEANNO; 

BOLARD; PLÉSIAT, 2016; MELETIS; SKOURA, 2018; TAHMASEBIA; DEHBASHIB; 

ARABESTANIB, 2020).  

 Felizmente, é sabido que a circulação de amostras de P. aeruginosa não sensíveis a 

polimixina em pacientes não-FC, no Brasil, é incomum (HERMES et al., 2013; RIBEIRO et 

al; 2018; ORSI et al., 2019; ARAÚJO LIMA et al., 2020). De maneira categórica, é 

fundamental tomar conhecimento desses casos no nosso país, pois restringem as opções 

terapêuticas, colaboram com taxas elevadas de óbito, e que poderiam se espalhar velozmente, 
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nos casos de amostras portadoras do gene plasmidial mcr-1 (TAHMASEBIA; DEHBASHIB; 

ARABESTANIB et al., 2020).   

  Diante dos poucos relatos de amostras de P. aeruginosa resistentes a polimixina, no 

Brasil, pode-se notar que são normalmente recuperadas de pacientes sob cuidados intensivos, 

algumas correlacionadas com o fenótipo MDR e a ocorrência concomitante com genes 

codificadores de betalactamases (ORSI et al., 2016; RIBEIRO et al., 2018; da COSTA 

JÚNIOR et al., 2020).  

 Um grupo brasileiro publicou resultados da análise do genoma de P. aeruginosa 

pertencente ao ST245 e resistente a polimixina, obtida de paciente não-FC, que estava sob 

cuidados intensivos, e que demonstrou um conjunto extraordinário de genes de resistência e 

virulência, e polimorfismos genéticos relacionados ao lipídio A e à ativação de 

lipopolisacarídeo (LPS) (ORSI et al., 2019).  

 Na FC, os relatos de PANSP em todo o mundo também são pouco frequentes e um dos 

mais expressivos foi reportado em três diferentes hospitais no Reino Unido, Bélgica e 

Alemanha, demonstrando que 22% das amostras de P. aeruginosa, coletadas no período de 

2006 a 2012, foram PANSP (MUSTAFA et al., 2016). Esses dados europeus avaliaram uma 

coletânea de microrganismos com diferentes perfis de resistência, não apenas aos 

carbapenêmicos, o que pode ser um fator de conflito quando comparados os dados reportados 

com os do nosso estudo. 

 Considerando tais diferenças nos critérios seleção das amostras, e excluindo-se 

qualquer estratificação relativa à cronicidade ou faixa etária, observamos que os números de 

amostras incluídas nos dois estudos foram próximos. 

No presente estudo, 31,5% das amostras foram classificadas como PANSP, pelo que 

sabemos, esse é o primeiro relato em nosso país na FC. 

 Surpreendentemente, a primeira amostra PANSP do presente estudo foi isolada em 

2008, sendo recuperada anualmente ao menos uma amostra não sensível a polimixina, até o 

último ano desse trabalho, fato esse que nos causou admiração diante da ausência de relatos 

desses casos em FC no Brasil (HERMES et al., 2013; ORSI et al., 2019).    

 Recentemente a publicação de um draft genome trouxe surpresa ao descrever P. 

aeruginosa isolada de secreção respiratória de um paciente pediátrico com FC, no México, 

pertencente ao novo ST3351, exibindo alto nível de resistência a polimixinas (CIM > 128 

µg/mL), e com mutações detectadas associadas à resistência em pmrB e pmrA, além de  

diversos genes de virulência terem sido identificados (ROSALES-REYES et al., 2020). 
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É interessante notar que a circulação ainda rara de amostras PANSP pode ser 

consequência tanto da circulação infrequente de amostras não sensíveis, quanto das diferenças 

nas metodologias utilizadas no TSA para esse antimicrobiano, que pode resultar em índices 

falsamente baixos ao se subestimar a resistência adotando-se a disco-difusão para a 

polimixina, devido à sua má difusão em ágar por seu alto peso molecular (FALAGAS; 

RAFAILIDIS; MATTHAIOU, 2010; BIALVAEI; KAFIL, 2015). 

 A adoção e padronização da determinação da susceptibilidade a polimixina por  

microdiluição, tem sido citada como uma metodologia adequada,  precisa, sensível, célere e 

de baixo custo para a determinação da atividade da polimixina nas amostras de P. aeruginosa 

(HOGARDT et al., 2004; MOSKOWITZ et al., 2010; CLSI b e c, 2020). O acesso aos valores 

das faixas da CIM fornecidos nos laudos microbiológicos pode ser extremamente útil para os 

médicos que acompanham os pacientes com FC, permitindo comparar e avaliar a 

susceptibilidade das amostras clínicas, e na tomada de decisão na prescrição de antibióticos 

que podem causar efeitos adversos severos, como a polimixina B (BRETONNIÈRE et al., 

2016; REKIS; AMBROSE; SAKON, 2020).  

 A prevalência de amostras de P. aeruginosa hipermutável em infecção crônica de FC é 

bem conhecida, e varia usualmente de 16 a 60% nessas amostras (OLIVER et al., 2000; 

OLIVER; BAQUERO; BLÁZQUEZ, 2002; MACIÁ et al., 2004, 2005; CIOFU et al., 2005). 

Um estudo multicêntrico realizado no Brasil, em duas cidades diferentes (Sudeste e Sul), 

mostrou a ocorrência de taxas de P. aeruginosa HPM de 27,5% entre os isolados (LUTZ et 

al., 2013). Os resultados obtidos no presente estudo, conduzido com amostras coletadas 

exatamente nos mesmos dois centros do Rio de Janeiro do artigo brasileiro citado 

previamente, indicaram uma frequência relativamente baixa entre as NSC, uma vez que das 

143 amostras, 18 (12,3%) eram  HPM, ocorrendo em  11 (61,1%) pacientes, (7 pacientes 

pediátricos e 4 adultos), os quais tinham ao menos uma amostra de P. aeruginosa SISf. A 

maioria das amostras HPM (72,2%) foi recuperada  de pacientes pediátricos.  

Cinco amostras HPM do presente estudo exibiam o fenótipo MDR, e nove (50%) eram 

XDR, deixando clara uma relação entre a frequência de mutação aumentada e a resistência 

aumentada e simultânea a múltiplas antimicrobianos dessas amostras de PANSC. A 

discrepância entre os dados dos mesmos centros pode ser parcialmente devida ao número de 

amostras, de pacientes, assim como ao perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos.  

 Grande parte dos estudos com pacientes com FC revelou uma ligação entre o aumento 

da resistência antimicrobiana e a hipermutabilidade (CIOFU et al., 2005; LEE et al., 2005; 

MACIÁ et al., 2005; MENA et al., 2008; LUTZ et al., 2013). No entanto, alguns deles 
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sugeriram que a hipermutabilidade pode influenciar a adaptação genética bacteriana, como 

quorum sensing, virulência e hiperprodução de alginato, mas não está necessariamente 

associada à sensibilidade ao antimicrobiano (MENA et al., 2008). 

 

Relato de caso 

 

No relato de caso descrito nesse trabalho, um paciente 17P (F508del/Y913X) com FC 

cronicamente infectado por P. aeruginosa há 12 anos e apresentou um quadro de exacerbação 

pulmonar no ano seguinte ao encerramento da coleta de amostras que culminou com a sua 

hospitalização (abril de 2017). Nesse momento, foram recuperadas três amostras de P. 

aeruginosa com três fenótipos ocorrendo simultaneamente: não mucoide (21114), mucoide 

(21113) e small colony variant (SCV) (21107). Tal fato se repetiu dois meses depois, quando 

ele sofreu novo quadro de exacerbação sendo necessário mais uma internação, quando foram 

isoladas as amostras 21167NM, 21168MUC e 21169SCV. 

Esses fatos chamaram a nossa atenção, pois, embora o fenótipo SCV tenha sido 

descrito na literatura ao redor do mundo (PESTRAK et al., 2018; AL AHMAR et al., 2019; 

GLOAG et al., 2019), até o momento, ainda não havia sido relatado no Brasil. Assim, 

investigamos os aspectos fenotípicos e genotípicos dessas amostras, relatando a primeira 

ocorrência no Brasil de P. aeruginosa SCV, isolada de um paciente com FC, utilizando 

técnicas moleculares para nos auxiliar na identificação das variações mais relevantes entre as 

seis amostras. Esses dados deram origem ao artigo submetido ao Brazilian Journal of 

Microbiology (ANEXO C).  

 A maioria das amostras incluídas no relato de caso foi classificada como MDR, exceto 

as mucoides, que geralmente são associadas à piora da função pulmonar. Todos as amostras 

eram susceptíveis a polimixina, exceto a 21169SCV, recuperada durante a segunda 

hospitalização. As amostras consideradas superbugs já foram descritas como associadas à 

resistência a polimixina, e os mecanismos de resistência que ainda não estão claros, podendo 

ser devido à modificação de LPS, porinas, bombas de efluxo, superprodução de cápsula de 

polissacarídeo ou mediada por plasmídeo por THG, como o gene mcr-1. Na última década, 

um aumento nas taxas de resistência a polimixina de P. aeruginosa foi relatado (PARK et al., 

2011; JEANNOT; BOLARD; PLÉSIAT, 2017; MELETIS; SKOURA, 2018; TAHMASEBIA 

et al., 2020). Por outro lado, P. aeruginosa não sensível a polimixina, no Brasil, permanece 

com circulação extremamente rara (HERMES et al., 2013; ORSI et al., 2019). A ocorrência 
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de amostras não suscetíveis a polimixina na FC, em nosso país foi relatada pela primeira vez 

neste estudo, porém a circulação do gene mcr-1 não foi detectada. 

 No presente estudo, HPM foi observada nas amostras exibindo os fenótipos NM e 

SCV, com taxas de mutação fortemente aumentadas, em ambos os períodos de internação do 

paciente. Embora esse fenômeno não esteja relacionado exclusivamente ao aumento da 

resistência aos  antimicrobianos (MENA et al., 2007; LUTZ et al., 2013; KHIL et al., 2019), 

as amostras incluídas neste relato de caso foram classificadas como MDR ou PDR. A 

população de amostras HPM, em diferentes momentos da infecção, pode se tornar prevalente 

e até mesmo dominante sobre toda a população selvagem, sob certas condições, conforme 

observado no ambiente das vias aéreas, o que pode se traduzir em diferentes fenótipos, 

virulência e resistência antimicrobiana (FELIZIANI et al., 2014; SOMMER et al., 2016). 

 Devido ao isolamento do fenótipo SCV, que ainda não tinha sido observado em nosso 

país, o SGT do genoma bacteriano foi realizado, técnica molecular que tem sido cada vez 

mais adotada por laboratórios de microbiologia clínica (PESTRAK  et al., 2018). 

 Todas as amostras foram identificadas como pertencentes a um novo Sequence Type 

(ST) (ST2744), porém não estavam relacionadas a nenhum complexo clonal conhecido. Está 

bem estabelecido que os pacientes com FC adquirem P. aeruginosa do meio ambiente, e que 

abrigam clones únicos quando atingem o estágio de infecção pulmonar crônica. No Brasil, 

clones epidêmicos ainda não foram descritos em amostras de P. aeruginosa de pacientes com 

FC (LEÃO et al., 2010; FERREIRA et al., 2015). 

 Genes responsáveis pela resistência aos antibióticos (aph (3') - Iib, blaPAO, blaOXA-50, 

fosA, catB7 e crpP) foram anotados. A presença desses genes está associada ao perfil de 

resistência aos antimicrobianos observado fenotipicamente entre as amostras. Destacamos a 

detecção do gene crpP, conferindo resistência às fluoroquinolonas, descrito inicialmente em 

isolados clínicos de Enterobacteriaceae (não-FC) no México (CHÁVEZ-JACOBO  et al., 

2019), e pela primeira vez em P. aeruginosa de paciente com FC no Brasil, pelo presente 

estudo. A ciprofloxacina é utilizada como estratégia terapêutica associada a polimixina para 

interromper a infecção crônica, como alternativa à tobramicina, e a circulação de genes 

associados à resistência pode contribuir para o insucesso terapêutico, piora do quadro do 

paciente e óbito (ATHANAZIO et al., 2017). 

 Nas amostras 21107SCV, 21167NM e 21169SCV, o montante mais importante de 

substituições e deleções foi observado no gene codificador da porina oprD, principal proteína-

alvo para a captação de carbapenêmicos, associada à resistência a imipenem, na ausência de 

genes para carbapenemases (De ROSA et al., 2019), consistente com os resultados do 
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antibiograma. Nas amostras 21113MUC, 21114NM e 21168MUC, esse gene apresentou uma 

substituição exclusiva (S → A), na posição 319 da sequência de aminoácidos, o que pode 

indicar uma perda de atividade de protease, e nenhum efeito na atividade de porina, 

previamente descrito por Yoshihara et al. (1998). O gene oprF apresentou, ainda que em 

quantidade reduzida, as mesmas substituições nas sequências de todas as amostras avaliadas. 

Em contrapartida, uma substituição única e exclusiva foi observada na amostra 21107SCV, 

coincidentemente o único isolado em que a ilha genômica portadora de fatores de exotoxina A 

e piocina não foi detectada. oprF mutantes estão associados à resistência a betalactâmicos, 

quorum sensing desorganizado, resultando em biossíntese deficiente de fatores de virulência 

extracelulares, como piocina e exotoxina A (FITO-BONCOMPTE et al., 2011; CASSIN;  

TSENG, 2019). 

 Quando foram comparados os genes repressores/reguladores de sistemas de efluxo, 

como nalC, nfxB, mexS e mexZ, foram observadas substituições ocorrendo em todas as 

amostras, descritas como relacionados fenótipo MDR em P. aeruginosa (CABOT et al., 2016; 

LUPO, HAENNI; MADEC, 2018), corroborando com o perfil de suscetibilidade das amostras 

incluídas nesse caso clínico. 

 Tendo em vista a resistência aos carbapenêmicos exibida pelas amostras incluídas 

neste estudo, e na ausência de genes para carbapenemases, mutações observadas nos genes 

podem justificar em parte a resistência aos antimicrobianos, seja pela menor expressão de 

porinas ou superexpressão dos sistemas de efluxo (DRISCOLL; BRODY; KOLLEF, 2007). 

 Um fago intacto foi detectado em todos as amostras, denominado YMC11/02/R656, e 

foi observado que essas compartilhavam o mesmo profago descrito por nosso grupo em 

Achromobacter ruhlandii, obtida de paciente com FC (RODRIGUES et al., 2016). Isso 

destaca a possível capacidade potencial dessas amostras em incorporar elementos genéticos 

transmissíveis, que podem promover a disseminação/aquisição de determinantes de 

resistência, ainda que de outras espécies. P. aeruginosa é uma espécie originalmente 

ambiental, e facilmente se encontram fagos associados a este microrganismo (CHATTERJEE 

et al., 2016). Na predição de ilhas genômicas (IG), nove foram detectadas nas seis amostras. 

Uma IG não foi detectada apenas na amostra 21107SCV, estando relacionada à virulência 

bacteriana e aumento da patogênese, contendo exotoxina A, produto bacteriano para prevenir 

reação inflamatória (WANG  et al., 2016), e piocina, uma importante bacteriocina 

(GHEQUIRE; ÖZTÜRK, 2018). 

 Cinco sequências de inserção foram encontradas em todas as amostras, e todas foram 

relacionadas a P. aeruginosa (100% de identidade). Está bem estabelecido que as SIs, que 
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mobilizam genes e flanqueiam os transposons, e estes podem estar fortemente envolvidas nas 

estratégias de desenvolvimento de resistência aos antimicrobianos, já que facilitam a entrada 

de genes de resistência nos genomas microbianos (WOŁKOWICZ  et al., 2019). Conforme 

discutido anteriormente, além das porinas e das bombas de efluxo poderiam justificar 

parcialmente os fenótipos MDR e PDR observados nas amostras; ainda que não tenhamos 

realizado a montagem do genoma completo e circular, sequências relacionadas a elementos 

plasmidiais não foram encontradas. Todos as amostras compartilhavam os mesmos genes de 

virulência, entretanto, o número de cópias de alguns desses genes variou; tal fato foi 

observado em ambas as amostras SCV, para os genes de síntese de alginato (algB) e fenazina 

(phzA1 e phzB1), o que poderia explicar o dano respiratório causado neste paciente durante o 

processo de infecção crônica e exacerbação. Curiosamente, um número maior de cópias de 

algB foi encontrado em ambas as amostras SCV, gene que controla os níveis de alginato 

ativando a transcrição de algD, o principal gene de biossíntese de alginato em P. aeruginosa, 

correlacionado com infecções respiratórias crônicas em pacientes com FC (GOVAN; 

DERETIC, 1996; WOOLWINE; WOZNIAK, 1999; TAN et al., 2014). Os genes phzA1 e 

phzB1 foram encontrados em número maior de cópias na amostra 21107SCV, o que pode estar 

implicado no potencial de eliminação de outras espécies bacterianas, posto que pode causar 

aumento de espécies reativas de oxigênio, sendo tóxico para outros microrganismos que 

coabitem as vias aéreas (VALENTE et al., 2011; CHULIÁ, 2018). Os mesmos genes foram 

observados em um número menor de cópias na amostra 21169SCV, coletada no segundo 

momento de exacerbação pulmonar do paciente. É importante atentar para a quantidade 

variada de cópias dos genes de virulência, pois o número de fatores de virulência colabora 

para o aumento do genoma acessório, gerando genomas maiores, devido à quantidade de 

virulência e genes de resistência (SUBEDI et al., 2018). 

 As sequências curtas e repetitivas de DNA denominadas CRISPR, associadas a genes 

associados a CRISPR (cas), são responsáveis por determinar um mecanismo de defesa único 

contra material genético exógeno (SILVEIRA et al., 2020). Foram detectadas três pequenas 

sequências CRISPR e três regiões DR, e nenhum gene cas, pela análise in silico de todo os 

genomas das amostras de P. aeruginosa incluídos neste relato de caso, tornando-os 

numericamente semelhantes aos relatados em P. aeruginosa cepa PAO1, e diferentes de P. 

aeruginosa SCV20265, uma small colony variant recuperada de paciente com FC. Uma clara 

associação foi demonstrada com a ausência de elementos CRISPR e grande quantidade de 

genes associados à resistência e virulência, bem como ao fenótipo MDR (SANTOS et al., 

2020), característica observada nas amostras incluídas nesse relato de caso. 
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 A diversidade de variantes da morfologia colonial observada sugeriu a existência de 

fortes e múltiplas pressões seletivas. Mutações e grandes inversões cromossômicas já foram 

relatadas como fatores críticos geradores de morfotipos variantes, tendo sido descritos 

anteriormente por vários autores e indicados como possivelmente indutores do fenótipo SCV 

no pulmão com FC (SMITH et al., 2006; STARKEY et al., 2009; BLANKA et al., 2015; 

WILLIAMS et al., 2015; MALONE, 2015). As mutações associadas ao surgimento de SCV 

mais comumente identificadas são aquelas que induzem a perda de função em proteínas 

repressoras que regulam a atividade da diguanilatociclase (DGC), como aquelas nos genes 

rsmA, yfiN, fleQ, wspF, mutS e accBC, que controlam os níveis intracelulares do cdG (cyclic-

di-GMP), uma molécula sinalizadora que controla as vias envolvidas na mobilidade e 

formação de biofilme, além da produção de exopolissacarídeos bacterianos (EPS), adesinas e 

virulência (BLANKA et al., 2015; MALONE, 2015). 

 Deleções no gene rsmA em PAO1 foram descritas como promotoras da emergência de 

SCV em um modelo experimental murino, por aumentar a expressão de alginato e 

persistência bacteriana (IRIE et al., 2010). O gene fleQ, um regulador transcricional, foi 

descrito como indutor do fenótipo autoagregativo, semelhante ao SCV em PAO1, quando 

identificadas deleções na sua sequência de nucleotídeos (SMITH et al., 2006; HICKMAN; 

HARWOOD,  2008). Foi demonstrado in vitro que mutações que levam à perda da função do 

gene wspF seriam uma das principais vias para o surgimento do fenótipo SCV, devido à 

expressão constitutiva de cdG e superprodução de EPS (STARKEY et al., 2009). 

O operon de sinalização yfiBNR é considerado outro alvo genético para a emergência 

de amostras clínicas SCV, e a DGC YfiN pode ser suprimida por YfiR. A repressão do YfiR, 

devido a uma mutação que promove perda de função nos genes yfiR ou yfiN, leva à ativação 

de DGC, superprodução de cdG e formação de SCV in vitro (MALONE, 2015). Foi descrito 

que, como wspF e fleQ, ativam mutações que ocorrem em yfiR e yfiN, em infecções 

pulmonares de FC crônicas, levando à formação de SCV nos pulmões (MALONE et al., 2010, 

2012). 

Um relato feito por Blanka et al. (2015) descreveu que, uma mutação pontual no gene 

accBC foi um dos gatilhos genéticos para a superprodução de cdG em P. aeruginosa, quando 

comparadas as suas sequências com as da P. aeruginosa SCV20265 (BLANKA et al., 2015). 

Mutações em mutS e outros genes do MMR já foram associadas ao aparecimento clínico de P. 

aeruginosa SCV na FC, podendo haver correlação com essas mutações e o aumento da 

persistência, em experimentos com camundongos, e que mutantes sejam selecionados em 

pulmões cronicamente infectados (LUJAN et al., 2007). 
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 Comparando-se as sequências de nucleotídeos dos genes rsmA, yfiN, yfiR, fleQ, wspF, 

mutS e accBC, algumas mutações descritas anteriormente como relacionadas ao aparecimento 

do fenótipo SCV em P. aeruginosa (BLANKA et al., 2015; MALONE, 2015; SU et al., 2015) 

foram detectadas nas amostras do presente relato. Curiosamente, observamos as mesmas 

mutações ocorrendo na maioria dos genes citados anteriormente em 21114NM, 21113MUC, 

21167NM e 21168MUC, que não podem ser associadas ao aparecimento de SCV, uma vez que 

claramente essas amostras não expressaram o fenótipo variante. Quando a sequência de 

nucleotídeos de mutS foi analisada, apesar das alterações genotípicas naquele gene estarem 

fortemente relacionadas à emergência de SCV, foram detectadas mutações (deleção, inserções 

e substituições) identificadas tanto em isolados de SCV quanto em um dos isolados não 

mucoides, o que também parece excluir sua relação com o surgimento desse fenótipo, neste 

estudo de caso. 

 mutS é um importante alvo mutacional no genoma de amostras HPM, uma vez que 

mutações em grande escala neste gene foram descritas anteriormente como relacionadas à 

persistência, cronicidade, aumento da resistência antimicrobiana, resistência a múltiplos 

antimicrobianos, incluindo a emergência do fenótipo SCV (OLIVER et al., 2000; OLIVER; 

BAQUERO; BLÁZQUEZ et al., 2002; MALONE, 2015). As amostras de P. aeruginosa 

21107SCV, 21167NM e 21169SCV apresentaram deleção, substituições e inserções em mutS, o 

que poderia explicar parcialmente as taxa de mutações fortemente aumentadas demonstradas 

fenotipicamente. Nas infecções crônicas por P. aeruginosa, amostras mutantes são muito 

comuns, principalmente devido a alterações nos genes mutS ou mutL, partes centrais do 

MMR, e podem favorecer a adaptação desse microrganismo às vias aéreas da FC (LUJÁN et 

al., 2011). Na maioria dos outros genes associados ao sistema de reparo de DNA bacteriano, 

as mesmas substituições foram encontradas em todas as amostras. 

 O objetivo deste estudo de caso foi comparar os diferentes fenótipos, em dois 

momentos de exacerbações pulmonares, e não foram observadas diferenças genotípicas 

relevantes esperadas nas amostras SCV, o que possivelmente se justifica pelo curto espaço de 

tempo entre as coletas, terapia antimicrobiana pouco conhecida e sua duração, ou porque 

outros possíveis genes envolvidos na emergência desse fenótipo variante ainda são 

desconhecidos, e podem estar atuando como reguladores dos efeitos transcricionais dos níveis 

de cdG, ou genes ligados a alguma outra via metabólica ainda não descrita.  

 Investigações genotípicas podem complementar positivamente o manejo 

laboratorial/clínico na rotina microbiológica, informando sobre alterações genéticas, que 

podem ter impactos preditivos no perfil de resistência não detectável e persistência associados 
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à colonização das vias aéreas, além de estarem relacionadas à virulência e resistência 

microbiana, aumentando a gravidade de quadro respiratório na FC, podendo estar relacionado 

ao quadro clínico do paciente em questão. 

 Este é o primeiro relato de P. aeruginosa SCV na FC no Brasil. Seu comportamento é 

extremamente particular, o que confere a microrganismos com esse fenótipo uma vantagem 

seletiva no ambiente pulmonar, rico em estressores. O fenótipo SCV, além da variante 

mucoide e do fenômeno HPM, desempenha um papel importante na colonização e 

persistência de P. aeruginosa no pulmão e está associada à piora clínica dos pacientes FC. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



116 

 

CONCLUSÕES 

 

A análise temporal, ao longo de dez anos, em amostras de P. aeruginosa não sensíveis 

aos carbapenêmicos (PANSC) recuperadas de pacientes FC com infecção pulmonar crônica, 

mostrou uma elevação importante nos índices de resistência aos antimicrobianos, destacando-

se amicacina, gentamicina, tobramicina, e ciprofloxacina, quando comparados com dados 

anteriores dos mesmos centros. 

  Altas taxas de resistência foram observadas para os carbapenêmicos imipenem (IPM), 

meropenem (MEM) e doripenem (DOR), e mais da metade das amostras exibiam não 

sensibilidade simultânea a IPM e MEM, e cerca de 20 % mostraram-se não sensível aos três 

carbapenêmicos concomitantemente. É possível que essas taxas se relacionem com a seleção 

de amostras de PANSC exclusivamente.  

 Foi perceptível o aumento no número de amostras de PANSC coletadas no período 

compreendido pelo estudo. Os anos em que se observou um maior número de amostras de 

PANSC foram 2012, 2013, 2014 e 2016. Apenas 1/4 dos pacientes tiveram uma única 

amostra PANSC recuperada, e todos eram de pacientes adultos.  

A quase totalidade das amostras de PANSC foi associada aos fenótipos MDR, XDR 

ou PDR. Apenas três dos 18 pacientes não apresentaram amostras com esses fenótipos e nos 

demais, não foi incomum a ocorrência deles de forma isolada ou concomitantemente ao longo 

do período.  

  Foi observado um aumento nas CIM para os carbapenêmicos e polimixina (POL) 

quando comparados com dados anteriores relatados na literatura. Além disso, destacamos o 

relato de amostras não sensíveis a polimixina (PANSP), ocorrendo em 78% dos pacientes; 

esse é o primeiro relato de amostras PANSP descrito em FC no Brasil. 

 A minoria das amostras foi classificada como hipermutável e mais da metade eram 

XDR. Em um terço dos pacientes, amostras HPM foram detectadas em pelo menos dois 

momentos, ao longo do estudo, com em intervalos de tempo variáveis.  

 A associação entre hipermutabilidade e aumento da taxa de resistência antimicrobiana 

foi observada. Quando comparadas a população selvagem com sua respectiva subpopulação, 

foram observadas diferenças na susceptibilidade aos antimicrobianos, principalmente para 

ciprofloxacina e DOR. Não houve diferença na categorização entre as duas populações para 

POL. 

 O sequenciamento de genoma total realizado nas seis amostras dos morfotipos não-

mucoide, mucoide e small colony variant (SCV), recuperadas em dois episódios de 
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exacerbação, caracterizou um novo ST (ST2744) comum a todas as amostras. A presença de 

genes de resistência adquiridos blaPAO, blaOXA-50, aph (3')-Iib, fosA, catB7 e crpP, e ainda 

mutações em genes para porinas e bombas de efluxo foi também detectada. 

Não foram observados marcadores genéticos clássicos exclusivos para os fenótipos 

SCV e HPM.   

 O primeiro caso de SCV em P. aeruginosa recuperadas de pacientes com FC no Brasil 

foi descrito nesse trabalho. 

Os dados apresentados nesse estudo reforçam a necessidade da vigilância 

epidemiológica em P. aeruginosa, justificando o uso de técnicas fenotípicas e moleculares na 

detecção dos mecanismos de resistência e virulência na FC, que podem contribuir para a 

conduta e sucesso terapêutico. 
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