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RESUMO 

 

 

LONGUINHO, Pamella Constantino Teles. Prevalência de genes do Sistema de Secreção 

do Tipo III e citotoxicidade de isolados clínicos de Pseudomonas aeruginosa oriundos de 

UTI, coinfectados ou não com SARS-CoV-2. 2023. 81 f. Tese (Doutorado em 

Microbiologia) – Faculdade de Ciências Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, 

Rio de Janeiro, 2023. 

 

Pseudomonas aeruginosa é um patógeno oportunista frequentemente encontrado nos 

hospitais e capaz de causar tanto infecções crônicas quanto agudas. No ambiente hospitalar 

um dos principais microrganismos causadores de Infecções Rrelacionadas à Assistência à 

Saúde. O perfil patogênico de P. aeruginosa está associado aos diversos fatores de virulência 

expressos, sendo o sistema de secreção do tipo 3 e suas proteínas efetoras, Exos, ExoU, 

ExoY, e ExoT, um dos mais estudados. As proteínas ExoU e ExoS estão relacionadas a uma 

maior virulência de isolados clínicos, sendo o genótipo exoS+/exoU- associado a infecções 

crônicas, enquanto que o genótipo exoS-/exoU+ está relacionado a processos infecciosos 

agudos. A infecção das vias aéreas inferiores por P. aeruginosa é uma importante causa de 

morbidade e mortalidade entre indivíduos hospitalizados e portadores de doenças respiratórias 

crônicas, parte devido à ação das proteínas do sistema de secreção do tipo 3. Esses indivíduos 

ficam mais suscetíveis à infecção simultânea com vírus que atingem as vias aéreas, como foi 

visto recentemente com o SARS-CoV-2, e mais propensos a internações em UTI. Este 

trabalho teve como objetivo verificar a presença de genes do SST3 e determinar o potencial 

citotóxico de isolados clínicos de P. aeruginosa originários de pacientes de UTI coinfectados 

ou não com SARS-CoV-2. Para isto, foi feita extração de DNA e PCR de 84 isolados de P. 

aeruginosa, coinfectados ou não com SARS-CoV-2, tendo como alvo as 4 proteínas efetores 

do sistema de secreção do tipo 3. Para determinar o potencial citotóxico foi feita a pesquisa da 

viabilidade de células epiteliais respiratórias da linhagem A549 infectadas com os diferentes 

isolados. Quando analisamos a prevalência de genes que codificam fatores de virulência do 

SST3, vemos que ExoT foi o fator de virulência mais prevalente nos isolados, sendo 

encontrado em 97,61% dos isolados clínicos de P. aeruginosa não infectados com SARS- 

CoV-2, e em 92,85% dos isolados de P. aeruginosa coinfectados com SARS-CoV-2. ExoY 

foi o segundo fator de virulência do SST3 mais prevalente, totalizando 80,95% das cepas, e 

71,42% dos isolados clínicos de P. aeruginosa obtidos de pacientes sem e com coinfectados 

com SARS-CoV-2, respectivamente. As toxinas ExoS e ExoU divergiram quando 

comparados os 2 grupos de pacientes, uma vez que nos isolados clínicos de P. aeruginosa 

obtidos de pacientes coinfectados com SARS-CoV-2, exoS foi mais prevalente, presente em 

50% das cepas, enquanto que exoU foi detectada em 40,47% das cepas. Os isolados obtidos 

de pacientes sem coinfecção, observamos proporções iguais (50% cada) de presença de exoS e 

exoU. Quanto à citotoxicidade dos isolados, nenhum espécime do grupo com coinfecção 

apresentou alta citotoxicidade. No grupo com coinfecção, as cepas clínicas 24, 25 e 26 além 

de apresentarem alta citotoxicidade, também foram exoU+. Nossos dados mostram que os 

isolados clínicos simultaneamente infectados com SARS-CoV-2 foram menos diversificados 

em relação aos grupos de genótipos achados, e menos citotóxico para células de mamíferos 

quando comparados com espécimes de P. aeruginosa sem coinfecção.  

 

Palavras-chave: P. aeruginosa, genes do SST3, coinfecção, SARS-CoV-2. 



ABSTRACT 

 

 

LONGUINHO, Pamella Constantino Teles. Prevalence of Type III Secretion System genes 

and cytotoxicity of P. aeruginosa clinical isolates from ICUs, coinfected or not with 

SARS-CoV-2. 2023. 81 f. Tese (Doutorado em Microbiologia) – Faculdade de Ciências 

Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2023. 

 

Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic pathogen frequently found in hospitals 

and capable of causing both chronic and acute infections. In the hospital environment, is one 

of the main microorganisms that causes infections related to hospital-acquired infections. The 

pathogenic profile of P. aeruginosa is associated with several expressed virulence factors, 

including the type 3 secretion system and its effector proteins, Exos, ExoU, ExoY , and ExoT, 

one of the most trained. The ExoU and ExoS proteins are related to greater virulence of 

clinical isolates, with the exoS+/exoU- genotype being associated with chronic infections, 

while the exoS-/exoU+ genotype is related to acute infectious processes. Lower airway 

infection by P. aeruginosa is an important cause of morbidity and mortality among 

hospitalized individuals and those with chronic respiratory diseases, in part due to the action 

of type 3 secretion system proteins. These individuals are more susceptible to simultaneous 

infection with airways’ viruses, as recently seen in SARS-CoV-2, and more prone to ICU 

admissions. This work aimed to verify the presence of type 3 secretion system genes and 

determine the cytotoxicity of clinical isolates of P. aeruginosa from ICU patients, coinfected 

or not with SARS-CoV-2. For this, DNA and PCR screening of 84 P. aeruginosa isolates, co- 

infected or not with SARS-CoV-2, was carried out, targeting the 4 effector proteins of the 

type 3 secretion system. To determine the cytotoxicity, the viability of respiratory epithelial 

cells of the A549 lineage infected with the different isolates was investigated. When we 

analyzed the prevalence of genes encoding type 3 secretion system virulence factors, ExoT 

was the most prevalent virulence factor in the isolates, found in 97.61% of P. aeruginosa 

clinical isolates not infected with SARS-CoV-2, and in 92.85% of P. aeruginosa isolates 

coinfected with SARS-CoV-2. ExoY was the second most prevalent SST3 virulence factor, 

accounting for 80.95% and 71.42% of P. aeruginosa clinical isolates obtained from patients 

without and with co-infection with SARS-CoV-2, respectively. The ExoS and ExoU toxins 

differed when comparing the 2 groups of patients, since in clinical isolates of P. aeruginosa 

from patients coinfected with SARS-CoV-2, exoS was more prevalent, present in 50% of the 

strains, while exoU was detected in 40.47% of the strains. In isolates from patients without 

co-infection, we observed equal proportions (50% each) of exoS and exoU. Regarding the 

cytotoxicity of the isolates, no specimen from the co-infection group showed high 

cytotoxicity. In the co-infection group, clinical strains 24, 25 and 26, showed high 

cytotoxicity, and also were exoU+. Our data show that clinical isolates simultaneously 

infected with SARS-CoV-2 were less diverse in relation to the genotype groups found, and 

less cytotoxic to mammalian cells when compared to P. aeruginosa specimens without co-

infection. 

 

 

Keywords: P. aeruginosa, T3SS genes, coinfection, SARS-CoV-2. 
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INTRODUÇÃO  

 

Características gerais de Pseudomonas aeruginosa 

 

Pseudomonas aeruginosa é uma bactéria pertencente à família das 

Pseudomonadaceae, gênero Pseudomonas, observada pela primeira vez em 1850, por um 

médico militar francês, que, ao trocar curativos de pacientes infectados, notou que as 

bandagens utilizadas e as camas do hospital ficavam frequentemente com uma  substância de 

cor verde azulada e com odor doce, frutado. No ano de 1882, pouco mais de 30 anos depois, 

um farmacêutico francês compartilhou com a sociedade científica que havia isolado com 

sucesso o patógeno “Bacillis pyocyaneus”, posteriormente renomeado para Pseudomonas 

aeruginosa, com um artigo intitulado “On the blue and green coloration of bandages” (apud 

GESSARD, 1891). 

P.  aeruginosa é um bacilo Gram-negativo não fermentador de glicose (BGN-NF), 

incapaz de usar carboidrato como fonte de energia ou de degradá-lo através da via metabólica 

oxidativa. Apesar de ser um microrganismo aeróbio facultativo, que tem preferência por 

utilizar oxigênio como aceptor final de elétrons na respiração aeróbia, P. aeruginosa também 

é capaz de usar o nitrato como aceptor alternativo de elétrons na respiração anaeróbica 

(YOON et al., 2002; PROCOP et al., 2020; HOIBY et al., 2015).  

Atualmente, a identificação taxonômica de P. aeruginosa é feita através da unidade 

16S do rRNA e comparações das sequências genômicas, análise dos fatores de virulência 

expressos, composição de ácidos graxos e testes bioquímicos (PROCOP et al., 2020; SATHE 

et al., 2023). 

Morfologicamente, os bastonetes de P. aeruginosa podem ser retos ou levemente 

curvos, medindo entre 0,5 a 1,0 µm de espessura por 1,5 a 5,0 µm de comprimento, a 

depender da fase de crescimento do microrganismo. São encontrados tanto isolados quanto 

aos pares e também em pequenas cadeias, e não produzem esporos (Figura 1). Além disso, 

são microrganismos móveis, devido à presença de um ou mais flagelos polares, e que 

apresentam teste fenotípico positivo para a reação da oxidase (PROCOP et al., 2020; HOIBY 

et al., 2015). 
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Figura 1 – Microscopia de P. aeruginosa 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: P. aeruginosa em bacterioscopia com coloração de Gram, à esquerda, e em microscopia eletrônica de 

varredura, à direita . 

Fonte: http://www.textbookofmicrobiology.net; Center for Disease Control and Prevention – CDC, Estados 

Unidos 

 

As colônias  de P. aeruginosa são grandes, com aspecto rugoso ou mucóide, 

geralmente apresentam um brilho metálico, odor característico frutado e beta hemólise. 

Devido à produção de pigmentos hidrossolúveis pela bactéria, as colônias podem ser de cor 

acinzentada, verdes ou marrom-avermelhadas.  Os pigmentos produzidos são: piocianina 

(azul), pioverdina (verde fluorescente), piorrubina (avermelhado) e piomelanina (marrom e 

preto). A forma mucóide de algumas colônias ocorre pela produção de alginato, um 

polissacarídeo extracelular que confere proteção à bactéria e maior aderência a superfícies 

celulares (Figura 2). É a única positiva, dentre as espécies que compõem o grupo de 

Pseudomonas fluorescentes,  para crescimento a 42ºC (VASIL, 1986; PROCOP et al., 2017; 

HOIBY et al., 2015). 

 

Figura 2 –  Morfologia dos diferentes tipos de colônias produzidas por P. aeruginosa 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: P. aeruginosa fenótipo mucóide (M) e fenótipo não-mucóide (NM). 

Fonte: HOIBY et al., 2015. 

         

http://www.textbookofmicrobiology.net/
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P. aeruginosa é uma bactéria ubíqua e cosmopolita, habitando uma variedade de 

nichos como plantas, animais, solo e água (FUENTEFRIA et al., 2011; ADITI et al., 2017; 

RUTHERFORD et al., 2018). A capacidade de catabolizar uma variedade de moléculas 

orgânicas como nutrientes garante a essa bactéria a versatilidade bioquímica importante para 

sua sobrevivência em diversos ambientes. Embora não pertença à microbiota humana, é capaz 

de colonizar a orofaringe, intestino, pele e períneo (JURADO-MARTÍN et al., 2021; SATHE 

et al., 2023).  

Como agente causador de infecções, P. aeruginosa se comporta como um patógeno 

oportunista, uma vez que não apresenta ameaça a indivíduos imunocompetentes, mas é capaz 

de causar infecções agudas e crônicas em indivíduos com comprometimento de seus 

mecanismos de defesa, principalmente da imunidade inata (JURADO-MARTÍN et al., 2021).  

Como exemplo de infecções crônicas causadas por P. aeruginosa temos a fibrose 

cística (FC), uma doença multifatorial causada por mutações no gene que codifica o receptor 

transmembrana da fibrose cística (CFTR), localizado no cromossomo 7, e que atinge, dentre 

outros órgãos, os pulmões. Este defeito no CFTR causa um transporte anormal de íons, 

incluindo o cloro, reduzindo sua quantidade nas secreções e levando a um influxo de água 

para dentro das células. Consequentemente, portadores desta condição têm seu muco mais 

espesso do que o normal e não conseguem eliminá-lo com eficiência (ONG & RAMSEY, 

2023).  

Nos pulmões de indivíduos com FC, o acúmulo de muco acarreta o mau 

funcionamento da defesa mucociliar, levando a danos progressivos neste órgão. O muco 

espesso também contribui para a criação de um ambiente favorável para a colonização de 

microrganismos oportunistas, como P. aeruginosa.  De fato, P. aeruginosa, uma bactéria 

ubíqua e de difícil erradicação, é o o patógeno mais prevalente em infecções pulmonares em 

indivíduos com FC. A presença de P. aeruginosa nos pulmões desses pacientes  é associada 

ao mau prognóstico, correlacionando-se com uma maior frequência dos atendimentos 

hospitalares, prolongamento do tempo de internação e aumento da taxa de mortalidade 

(BILLARD et al., 2017; STEFANI et al., 2017; KIEDROWSKI & BOMBERGER, 2018; 

ONG & RAMSEY, 2023).  

 Indivíduos com  feridas  que não cicatrizam em três meses, como úlceras de pé 

diabético e úlceras de pressão, também são suscetíveis a infecções crônicas causadas por P. 

aeruginosa. Estudos apontam que este patógeno é a bactéria Gram-negativa mais abundante e 

frequentemente isolada desses sítios (SATHE et al., 2023). 
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Já as infecções agudas por P. aeruginosa são frequentemente observadas em pacientes 

hospitalizados. No ambiente hospitalar, P. aeruginosa tem predileção por locais úmidos, 

como pias, equipamentos respiratórios, endoscópios, laringoscópios e catéteres (FILE et al., 

1995; BASSETI, 2018; SATHE et al., 2023). Indivíduos hospitalizados com feridas, 

queimaduras ou que são submetidos a procedimentos invasivos, como intubação e inserção  

de catéter, têm sua imunidade perturbada com a ruptura da barreira cutâneo-mucosa, dando à 

bactéria acesso a sítios de colonização e infecção. Além disso, é importante ressaltar que 

indivíduos infectados com P. aeruginosa também podem servir como reservatórios de novas 

infecções dentro do hospital (JURADO-MARTÍN et al., 2021). 

 

 

P. aeruginosa e o ambiente hospitalar 

 

Devido à habilidade de se adaptar a variações do ambiente, à resistência a diversas 

classes de antibióticos e à baixa exigência nutricional, P. aeruginosa é amplamente 

encontrada no ambiente hospitalar. A preferência por locais úmidos faz com que este 

patógeno colonize desde pias a dispositivos invasivos, como cateteres, sondas e respiradores 

mecânicos. Somado a este ponto, temos ainda um patógeno extremamente toxigênico que 

sintetiza uma variedade de fatores de virulência que contribuem para o estabelecimento de 

infecções agudas e crônicas (CONSTANTINO-TELES et al., 2022; SATHE et al., 2023).  

P. aeruginosa é um dos principais patógenos associados a Infecções Relacionadas à 

Assistência à Saúde (IRAS), sendo responsável por infecções agudas em diversos órgãos e 

tecidos, como a corrente sanguínea e o trato respiratório, destacando-se a pneumonia 

associada à ventilação mecânica (PAV). Em pneumonias adquiridas em hospital (PAH) e em 

PAV, P. aeruginosa é um patógeno frequentemente isolado. As IRAS constituem um grande 

problema de saúde pública e são definidas como infecções adquiridas após a admissão do 

paciente no âmbito hospitalar ou após sua alta, desde que tenha correlação com a internação 

ou com os procedimentos realizados (ANVISA, 2021).  

Segundo dados da ANVISA sobre o perfil microbiológico de pacientes em UTI, 

referentes ao ano de 2020, P. aeruginosa foi o terceiro microrganismo mais isolado em 

pacientes adultos com infecção primária de corrente sanguínea (IPCS), tanto no Brasil, quanto 

no estado do Rio de Janeiro. Analisando o cenário em UTIs pediátricas, no mesmo ano, P. 

aeruginosa foi o segundo microrganismo mais isolado, no Brasil e no estado do Rio de 

Janeiro (Tabela 1). No ano seguinte, em 2021, as IPCS notificadas causadas por P. 
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aeruginosa tiveram um aumento comparado com o ano anterior de quase 1000 isolados a 

mais em UTI adulto no Brasil. O aumento no número de isolados também aconteceu em UTIs 

adulto no estado do Rio de Janeiro, e em UTIs pediátricas, tanto no âmbito nacional, quanto 

no estadual, sendo que no estado, P. aeruginosa foi o microrganismo mais isolado de IPCS 

nas UTIs pediátricas. No ano de 2022, a quantidade microrganismo isolada de IPCS diminuiu 

nas UTIs adultas do país e do estado, e as UTIs pediátricas do país tiveram declínio quando 

comparado com o ano anterior. Porém, as UTIs pediátricas na esfera estadual registraram um 

aumento no número de isolados, maior do que os anos anteriores e ainda com P. aeruginosa 

sendo o patógeno mais isolado (tabela 1). 

 

Tabela 1 - Infecções primárias de corrente sanguínea causadas por Pseudomonas 

aeruginosa, em UTI adulto e pediátrica, no Estado do Rio de Janeiro e no Brasil 

 IPCS causadas por P. aeruginosa em UTI 

adulto (N de microrganismo isolados) 

IPCS causadas por P. aeruginosa em UTI 

pediátrica (N de microrganismo isolados) 

Ano Brasil RJ Brasil RJ 

2020 1.893 

(3° + isolado) 

238 

 (3° + isolado) 

165 

 (2°+ isolado) 

8 

 (2° + isolado) 

2021 2.853 

 (3° + isolado) 

339 

(3° + isolado) 

258 

(2° + isolado) 

12 

 (+ isolado) 

2022 1.522 

(3° + isolado) 

208 

(3° + isolado) 

165 

(2° + isolado) 

19 

(+ isolado) 

Legenda: IPCS= infecção primária de corrente sanguínea; UTI= unidade de terapia intensiva. 

Fonte: Adaptado de ANVISA, 2023 

 

Sendo uma bactéria comum em hospitais e de difícil erradicação, P. aeruginosa tem 

sido cada vez mais reconhecida por seus mecanismos de resistência a antibióticos, que se dá 

por fatores intrínsecos da bactéria ou por mecanismos adquiridos (El ZOWALATY et al., 

2015). De acordo com o relatório de resistência microbiana divulgado pela ANVISA, 

referente ao ano de 2021, de 2.853 isolados clínicos de P. aeruginosa de IPCS notificados em 

UTI adulto no Brasil, 30,9% foram resistentes a carbapenêmicos (imipenem ou meropenem) e 

25,2% à colistina. Já em UTI pediátrica, de 258 isolados, 34,4% foram resistentes a 

carbapenêmicos e 4% à colistina. O surgimento de cepas resistentes e multirresistentes de P. 

aeruginosa não é algo novo: em 2017, a Organização Mundial da Saúde (OMS) publicou uma 

lista de agentes patogênicos resistentes aos antibióticos que são prioritários por apresentarem 

uma maior ameaça à saúde humana. A lista foi dividida em três categorias, de acordo com a 

urgência e a necessidade de novos antibióticos: prioridade 1 (crítica), prioridade 2 (alta) e 

prioridade 3 (média), deixando P. aeruginosa na categoria crítica .  
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Quando analisamos o cenário de PAV em UTIs no estado do Rio de Janeiro, no 

informativo da Coordenação Estadual de Controle de infecção Hospitalar (CECIH-RJ) 

referente ao ano de 2020, vemos que, dos 934.413 pacientes adultos que deram entrada na 

UTI, 3.349 casos são referentes à PAV, sendo 289 (15,2%) causados por P. aeruginosa 

resistente aos carbapenêmicos e 14 (0,7%) por P. aeruginosa resistente à polimixina B e/ou E. 

Em UTIs pediátricas, foram 88.519 notificações, 109 referentes à PAV, sendo 90 destas 

causadas por P. aeruginosa resistente aos carbapenêmicos (4,7%) e 3 por P. aeruginosa 

resistente à colistina (0,2%). No ano seguinte, em 2021, o informativo anual da CECIH 

mudou de formato, disponibilizando apenas a densidade de incidência das IRAS, ao longo de 

9 anos, por 100 pacientes ao dia, e nenhum outro dado relacionado à PAV, como mostram as 

figuras 3 e 4. O padrão do informativo foi mantido no ano de 2022. 

 

Figura 3 - Evolução das infecções relacionadas à assistência à saúde, em UTI adulto, 

no estado do Rio de Janeiro, entre 2014-2022 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Legenda: IPCSL= infecção primária de corrente sanguínea laboratorial. PAV= pneumonia associada à ventilação 

mecânica. ITU-AC= infecção do trato urinário associada a cateter.   

Fonte: CECIH-RJ, 2023. 
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Figura 4 – Evolução das infecções relacionadas à assistência à saúde, em UTI pediátrica, no 

estado do Rio de Janeiro, entre 2012-2022 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: IPCSL: infecção primária de corrente sanguínea laboratorial. PAV: pneumonia associada à ventilação 

mecânica. ITU-AC: infecção do trato urinário associada a catéter.   

Fonte: CECIH-RJ, 2023. 

 

Extrapolando  mais para o cenário nacional, a ANVISA fez um apanhado de surtos 

infecciosos registrados no Brasil de 2012 a 2020, constatando a notificação de 1410 surtos 

infecciosos, 5,4% destes causados por P. aeruginosa (quinto microrganismo mais isolado). O 

principal setor acometido foi a UTI adulta, com 43,18% dos casos, e o principal foco de 

infecção foi o trato respiratório (Figura 5).  

Ainda no Brasil, a literatura varia quanto aos dados sobre IRAS: alguns estudos 

apontam que o trato mais acometido é o urinário, seguido do trato respiratório, corrente 

sanguínea e sítio cirúrgico, enquanto outras pesquisas apontam a infecção de corrente 

sanguínea sendo a mais comum, seguida de pneumonia ( LOPES et al., 2018; SABINO et al., 

2020; ANVISA, 2023). No período de 2011 a 2013, foi feito um estudo envolvendo 152 

hospitais de diferentes portes de cinco regiões do país. Segundo dados desse trabalho, a região 

norte do Brasil apresentou maior predomínio destas infecções (12,2%), seguida pela região 

centro-oeste (11,3%), sudeste (10,2%), nordeste (9,3%) e sul (8,3%). Em relação ao tipo de 

infecção, a pneumonia foi a mais frequente (3,6%), seguida por infecções de corrente 

sanguínea (2,9%), sítio cirúrgico (1,5%) e trato urinário (1,4%). (FORTALEZA et al., 2017). 
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Figura 5 – Distribuição dos surtos infecciosos de P. aeruginosa registrados no Brasil, 

por sítio de infecção, de 2012 a 2020. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: ANVISA, 2023. 

 

 

A relevância de P. aeruginosa como patógeno hospitalar se dá pela sua capacidade de 

persistir no ambiente por períodos prolongados, sobrevivendo à pressão seletiva mediada por 

antibióticos, antissépticos e desinfetantes, e de produzir fatores de virulência que possibilitam 

a infecção do hospedeiro. A adaptação de P. aeruginosa às variações do meio e sua habilidade 

de sobreviver apesar dos desafios impostos pelos diferentes ambientes que a cercam são um 

reflexo da plasticidade do genoma desta bactéria, que inclui muitos genes que codificam 

transportadores, reguladores transcricionais e vias metabólicas, e da diversidade do seu 

genoma acessório, que corresponde a até 20% do genoma total (MUTHUKUMARASAMY et 

al., 2020; ESPINOZA-CAMACHO et al., 2021). Assim, a capacidade de expressar, no 

momento apropriado, uma ampla variedade de genes que codificam diversos fatores de 

virulência e conferem resistência a várias classes de antibióticos permite a este patógeno 

oportunista causar infecções que vão desde lesões superficiais na pele até bacteremia e sepse 

fatal (MIELKO et al., 2019).  
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Fatores de virulência de P. aeruginosa 

 

Graças à flexibilidade metabólica, garantida pelo seu genoma, e à sua adaptabilidade, 

P. aeruginosa é capaz de sintetizar um amplo arsenal de virulência, causando tanto infecções 

crônicas quanto infecções agudas, principalmente no trato respiratório (JURADO-MARTÍN 

et al., 2021; CONSTANTINO-TELES et al., 2022; SATHE et al., 2023).  

A membrana externa de P. aeruginosa é composta por um lipopolissacarídeo (LPS), 

que garante a integridade da membrana e que, ao interagir com as células hospedeiras, causa 

dano tecidual devido a sua atividade endotóxica (KING et al., 2009).  O LPS estimula a 

produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) e a formação de mucinas nas células 

epiteliais respiratórias, que estão associadas com o aumento das taxas de morbidade e 

mortalidade em indivíduos com FC e DPOC (doença pulmonar obstrutiva crônica) 

(JURADO-MARTÍN et al., 2021; ONG & RAMSEY, 2023). Além disso, o LPS  aumenta a 

permeabilidade das células epiteliais respiratórias e induz a inflamação nos pulmões por 

estimular a produção de TNF, IL-1, IL-6 e IFN-γ (EUTAMENE et al., 2005). O LPS também 

contribui para a formação de outros fatores de virulência, como as vesículas de membrana 

externa e o biofilme (HUSZCZYNSKI et al. 2019).  

As vesículas da membrana externa (VME) são nanopartículas esféricas, produzidas 

através do brotamento da membrana externa bacteriana, que estão envolvidas em diversos 

processos biológicos, incluindo a entrega de fatores de virulência nas células hospedeiras 

(METRUCCIO et al., 2016; PAULSSON et al., 2018). A membrana lipídica protege o 

conteúdo da vesícula da degradação de enzimas extracelulares, permitindo, assim, o 

transporte de longa distância. Em infecções respiratórias por P. aeruginosa, as VME podem 

entregar, no citosol da célula hospedeira, fatores de virulência, como o fator inibidor de CFTR 

(Cif)  e a fosfolipase C hemolítica (BOMBERGER et al., 2009) (Figura 6). 
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Figura 6 – Biogênese da formação das vesículas de membrana externa (VME) de P. 

aeruginosa, através do brotamento membranar 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de COLLINS et al., 2021. 

 

     P aeruginosa é uma bactéria conhecida por formar biofilmes que são altamente resistentes 

aos antibióticos, aos desinfetantes e às defesas do hospedeiro (LEE & YOON, 2017; YAN & 

WU, 2019). O biofilme é formado por uma comunidade bacteriana envolta em uma matriz 

extracelular, que habita superfícies bióticas ou abióticas (Figura 7) e, com isso, dificulta a 

eliminação do microrganismo, levando ao estabelecimento de infecções crônicas (LEE & 

YOON, 2017; MENSA et al., 2018). Os isolados de P. aeruginosa podem produzir um 

polissacarídeo extracelular, conhecido como alginato, que confere fenótipo mucóide às 

colônias. Entretanto, o alginato não é um fator determinante para a formação do biofilme, mas 

ajuda a comunidade microbiana na arquitetura e na estabilidade do biofilme (THI et al., 2020; 

MOSER et al., 2021; CONSTANTINO-TELES et al., 2022). A produção de alginato 
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geralmente é observada em isolados de indivíduos com infecções crônicas, como a FC, 

doença pulmonar obstrutiva crônica (DPOC) e bronquiectasia. 

 

Figura 7 – Estágios da formação do biofilme. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: DA ROCHA NEVES et al., 2021.  

 

O transporte de fatores de virulência para o meio extracelular ou para dentro de células 

procarióticas ou eucarióticas depende de sistemas de secreção de proteínas, que são aparatos 

moleculares utilizados pela bactéria para secretar toxinas e enzimas hidrolíticas que 

contribuem para a colonização e a manutenção do processo infeccioso no hospedeiro 

(BLEVES et al., 2010; JURADO-MARTÍN et al., 2021).  

P. aeruginosa é capaz de expressar cinco dos seis tipos de sistema de secreção 

descritos em bactérias Gram-negativas (Figura 8). O sistema de secreção do tipo I (SST1) e o 

sistema de secreção do tipo V (SST5) detêm as vias de secreção mais simples para liberar 

seus produtos para o meio extracelular. O SST1 está associado à secreção da protease alcalina 

AprA e do hemóforo HasAp, um captador do grupo heme de íons ferro (WANDERSMAN & 

DELEPELAIRE, 2012). Já o SST5 é responsável pela secreção de lipases, adesinas e 

proteases (BLEVES et al., 2010). O sistema de secreção do tipo II (SST2) é o mais versátil de 

P. aeruginosa, sendo responsável pela secreção da maioria das exoproteínas, incluindo a 

exotoxina A (uma ADP-ribosiltransferase) e as elastases LasA e LasB, que são enzimas 

proteolíticas com papel importante na invasão durante infecções agudas. O SST2 também é 

responsável pela secreção das lipases LipA e Lip C, enzimas lipolíticas que clivam lipídeos, 

gerando ácidos graxos e glicerol como produtos, da lipoxigenase LoxA, das fosfolipases  



27 

PlcB, PlcH e PlcN, das fosfatases alcalinas PhoA e LapA, e da proteína ligadora de quitina 

CbpD (BLEVES et al., 2010; MORELLO et al., 2019; VERMA et al. 2020). O sistema de 

secreção do tipo VI (SST6) foi descoberto mais recentemente, sendo importante na 

competição bacteriana, uma vez que produz toxinas que destroem a flora microbiana do 

hospedeiro (SANA et al., 2016). Os efetores tóxicos (Tse1, Tse2, Tse3 e VgrG) são 

inoculados diretamente em bactérias vizinhas, causando lise celular ou a interrupção do 

crescimento dos microrganismos competidores (CROUSILLES et al., 2015; CORBITT et al., 

2018). O sistema de secreção do tipo III (SST3) é um dos mais estudados por causa da sua 

relevância para a patogênese. 

 

Figura 8 – Modelos dos sistemas de secreção encontrados em P. aeruginosa.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda:  Os cinco sistemas de secreção de P. aeruginosa: Sistema de Secreção do Tipo 1, Sistema de Secreção 

do Tipo 2, Sistema de Secreção do Tipo 3, Sistema de Secreção do Tipo 5 e Sistema de Secreção do Tipo 6.   

Fonte: BLEVES et al., 2010. 

 

Entre os cinco sistemas de secreção de proteínas identificados em P. aeruginosa até o 

momento, o SST3 é um dos mais importantes por estar associado à patogênese de infecções 

crônicas e agudas e se relacionar diretamente com o aumento da taxa de mortalidade 

(HAUSER, 2009; DENG et al., 2017). 
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O Sistema de Secreção do Tipo III (SST3) 

 

O SST3 é formado por um aparato semelhante a uma seringa, conhecido como 

“injectissoma”, capaz de injetar toxinas efetoras diretamente no citosol da célula hospedeira. 

O injectissoma é composto por, pelo menos, 20 proteínas, divididas entre o aparato de 

secreção responsável por transportar as proteínas efetoras através das membranas interna e 

externa da bactéria, e o aparato de translocação, que transloca os efetores através da 

membrana plasmática da célula hospedeira (HAUSER, 2009; ANANTHARAJAH et al., 

2016). 

A expressão de genes do SST3 é controlada pelo gene regulador transcricional central 

exsA, que é ativado em determinadas condições ambientais, como o contato de P. aeruginosa 

com a célula hospedeira e a baixa concentração extracelular de cálcio (MARSDEN et al., 

2016; KROKEN et al., 2018).  

O aparato de secreção é composto por: i) uma agulha formada por uma proteína 

polimerizada (Pscf) acoplada ao corpo basal, que compreende uma ATPase citoplasmática 

(PscN), ii) um anel citoplasmático na membrana interna formado pela lipoproteína PscJ e iii) 

um anel oligomerizado na membrana externa (PscC). 

O aparato de translocação é composto por 2 proteínas hidrofóbicas, PopB e PopD, e 

uma proteína hidrofílica, PcrV. PopB e PopD interagem com a membrana da célula 

hospedeira para a formação do poro de translocação, enquanto PcrV assegura a inserção 

correta de PopB e PopD na membrana celular (Figura 9) (GOURE et al., 2004; 

ANANTHARAJAH et al., 2016). 

Após a ligação do injectisoma à célula hospedeira, P. aeruginosa é capaz de sintetizar 

e secretar quatro exotoxinas, que são entregues direto no citoplasma da célula eucariótica: 

ExoS, ExoT, ExoU e/ou ExoY (HORNA & RUIZ, 2021). É importante ressaltar que, até o 

momento de serem translocadas para a célula hospedeira, ExoS e ExoU permanecem ligadas a 

chaperonas (GALLE et al., 2012). Uma vez injetados na célula eucariótica, esses fatores de 

virulência podem matar as células infectadas ou interferir em vias de sinalização celular que 

culminam em diversos fenômenos, incluindo a inflamação e a resposta antiviral, subvertendo 

a resposta aos micrforganismos (DENG et al., 2017; FOULKES et al., 2019). 

As proteínas ExoU e ExoS estão relacionadas a uma maior virulência em cepas de P. 

aeruginosa, porém, a expressão dessas proteínas pelos isolados clínicos varia de acordo com 

sítio de infecção e o histórico do paciente. Diversos estudos sugerem que isolados com 

genótipo exoS+/exoU- estão relacionados a infecções crônicas, enquanto aqueles com 
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genótipo exoS-/exoU+ são altamente citotóxicos e estão relacionados a processos infecciosos 

agudos (DIAZ & HAUSER, 2010; JUAN  et al., 2017). 

 

Figura 9 – O sistema de secreção do tipo III (SST3) de P. aeruginosa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Esquema representando a estrutura do SST3 e suas proteínas efetoras, à esquerda, e uma micrografia 

eletrônica dos injectissomas purificados, à direita.  

Fonte: GALLE et al., 2012; GALÁN & COLLMER, 1999. 

 

 

ExoU 
 

ExoU é a exotoxina mais citotóxica secretada pelo SST3 e menos frequentemente 

encontrada em isolados de P. aeruginosa, estando presente em aproximadamente 20 a 40% 

das amostras. É codificada, junto com sua chaperona SpcU, pela ilha de patogenicidade PAPI-

2, que está associada à infecção aguda. Sua atividade tipo fosfolipase A2 (PLA2) hidrolisa os 

fosfolipídeos da membrana da célula hospedeira, causando morte celular.  

 Esta toxina tem papel importante em infecções nosocomiais agudas, como na 

pneumonia, uma vez que sua virulência está associada à invasão da corrente sanguínea 

(bacteremia). Por ser extremamente citotóxica, a produção de ExoU por isolados clínicos é 

indicativa de mau prognóstico, aumentando as taxas de morbidade e mortalidade de 

indivíduos hospitalizados que sofrem de PAH ou PAV (EL-SOLH et al.,2012; RECIO et al., 

2021). 
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 A atividade fosfolipásica de ExoU na membrana da célula hospedeira leva à rápida 

lise celular e à liberação de ácido araquidônico, que, por sua vez, pode ser metabolizado de 

duas maneiras: pelas vias das cicloxigenases ou das lipoxigenases (SALIBA et al., 2005). As 

cicloxigenases convertem o ácido araquidônico em prostaglandinas, enquanto as 

lipoxigenases oxidam o ácido araquidônico para produção de lipoxinas e leucotrienos. 

 A ação de ExoU também leva à acetilação de lisofosfolipídeos, acarretando na síntese 

do fator de ativação plaquetária (PAF), que, ao se ligar ao seu receptor, PAFR, ativa o fator 

transcricional NF-κB. O resultado destes eventos é o estímulo de uma potente resposta pró-

inflamatória, caracterizada pela secreção de CXCL-8 e pelo influxo de neutrófilos (SALIBA 

et al., 2005; DE LIMA et al., 2012; MALLET DE LIMA et al., 2014). 

Estudos in vivo feitos pelo nosso grupo mostraram, ainda, que esta exotoxina 

aumentou a peroxidação lipídica nos pulmões dos camundongos infectados com a cepa 

produtora de ExoU PA103, que foi acompanhada de um desequilíbrio nas espécies reativas de 

oxigênio (ROS) (DA CUNHA et al., 2015). Apesar de ExoU ser extremamente tóxica para as 

células do trato respiratório e causar desequilíbrio em ROS, as células remanescentes não 

infectadas ainda são capazes de ativar reguladores transcricionais e modular a resposta do 

hospedeiro (DE LIMA et al., 2012; MALLET DE LIMA et al., 2014; DA CUNHA et al., 

2015).  

Mais recentemente, foi visto que a atividade citotóxica de ExoU promove dano celular 

epitelial, associado à geração de ROS e à ativação da caspase-1, corroborando os resultados 

encontrados pelo nosso grupo de pesquisa. A caspase-1 é uma protease associada aos 

inflamassomas que induz a maturação de citocinas inflamatórias, como IL-1β e IL-18. Neste 

contexto, ExoU foi capaz de induzir o estresse oxidativo mitocondrial, ativar a caspase-1 e a 

produção de IL-1β (HARDY et al., 2022). 

A capacidade de quebrar as barreiras celulares à disseminação bacteriana, como 

epitélio e endotélio, ajuda a explicar porque ExoU é um preditor de infecções invasivas e tem 

sido associada à pneumonia grave seguida de bacteremia e sepse. 

 

 

1.3.3. ExoS 

 

ExoS é encontrada em aproximadamente 58 a 72% dos isolados clínicos de P. 

aeruginosa e está associada a infecções crônicas e à piora no estado de saúde do indivíduo 

infectado (JAVANMARDI et al., 2019). É uma toxina bifuncional, com uma porção amino-



31 

terminal com atividade RhoGTPase (GAP) e uma porção carboxi-terminal com atividade 

ADP-ribosiltransferase (ADPRT). Em conjunto, estas atividades promovem a desorganização 

do citoesqueleto do hospedeiro e a subsequente morte celular. 

 Em infecções crônicas, como na DPOC e principalmente na FC, a presença de 

ExoS é um indicativo de mau prognóstico. Estudos que avaliaram a prevalência do gene exoS 

nos isolados de pacientes com FC mostraram resultados que variaram de 21% a 84% de cepas 

exoS+ (WAREHAM & CURTIS, 2007; MITOV et al., 2010; HU et al., 2013; FARAJI et al., 

2016). Ainda nestes indivíduos imunocomprometidos, ExoS induz a morte de células do 

sistema imune, favorecendo o processo infeccioso por P. aeruginosa (JIA et al., 2006). 

Apesar da homologia com ExoT, o domínio ADPRT de ExoS é capaz de ribosilar uma 

variedade maior de proteínas, tendo como alvo diversos fatores eucarióticos e vias celulares 

hospedeira, culminando na interrupção do citoesqueleto de actina e na inibição da síntese de 

DNA e do tráfego vesicular (SUN & BARBIERI, 2003; HAUSER, 2009). 

Estudos feitos em modelo murino de pneumonia mostraram que, diferente de estudos 

in vitro, a atividade antifagocítica de ExoS é atribuída ao seu domínio ADPRT. A hipótese é 

que ExoS ribosile Ras, uma GTPase envolvida no rearranjo do citoesqueleto de actina 

(RANGEL et al., 2014). Esta modificação, por sua vez, resulta na inibição de Ras, deixando-a 

em seu estado inativo e impedindo a sinalização para a polimerização da actina. Além de Ras, 

ExoS também tem como alvo as proteínas ezrina, radixina e moesina (ERM), interrompendo 

as interações de adesão com o citoesqueleto de actina da célula hospedeira e bloqueando a 

fagocitose (MARESSO et al., 2007; RANGEL et al., 2014). 

No início do processo infeccioso, ExoS é inoculada, principalmente, nos neutrófilos, 

onde a atividade ADPRT é o principal fator contribuinte para a prevenção da fagocitose 

(RANGEL et al., 2014; RANGEL et al., 2015). Além de ativar as vias dependentes de TLR2 

e TLR4 (EPELMAN et al., 2004), ExoS também causa ruptura da barreira vascular pulmonar 

e inativa várias proteínas envolvidas na motilidade, fagocitose, adesão e manutenção da forma 

celular (HAUSER, 2009; RANGEL et al., 2015). Dados não publicados do nosso grupo 

mostram, ainda, que ExoS inibe a expressão de genes que são associados à via de IFN do tipo 

1, incluindo IFNB-1, e genes associados à multiplicação viral. 

 

ExoT 

 

ExoT é a exotoxina de P. aeruginosa mais frequentemente produzida por isolados 

clínicos (92 a 100%) (JAVANMARDI et al., 2019). Assim como ExoS, ExoT também é uma 
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toxina bifuncional, com uma porção amino-terminal com atividade GAP e uma porção 

carboxi-terminal com atividade ADPRT. De fato, ExoS e ExoT compartilham 76% de 

similaridade nas sequências de aminoácidos. A atividade GAP e a atividade ADPRT atuam 

sinergicamente, impedindo a fagocitose e rompendo barreiras epiteliais (HAUSER, 2009). 

O domínio com atividade GAP de ExoT é similar ao de ExoS, uma vez que inativa 

três GTPases (Rac, Rho e Cdc42) cruciais para a organização do citoesqueleto de actina. Esta 

atividade pode causar uma ruptura reversível no citoesqueleto hospedeiro, levando ao 

arredondamento celular, à inibição da migração celular e à inibição da fagocitose. Logo, a 

inativação das GTPases das células hospedeiras, causada por ExoT, contribui para impedir a 

internalização de P. aeruginosa (SUN & BARBIERI, 2003) 

O domínio com atividade ADPRT necessita se ligar à proteína 14-3-3 da célula 

hospedeira para sua ativação e, a partir desta ligação, ExoT consegue modificar as proteínas 

quinases reguladoras CrkI e CrkII. A distinção entre as exotoxinas ExoT e ExoS se dá no 

espectro de ribosilação de proteínas, já que ExoT tem atividade apenas contra um número 

limitado de proteínas do hospedeiro (SUN & BARBIERI, 2003).  

Corroborando os dados de danos às células epiteliais, foi observado, em células HeLa, 

que ExoT é um fator de virulência suficiente e necessário para induzir apoptose 

(SHAFIKHANI, 2008). Recentemente, a análise de feridas infectadas por P. aeruginosa 

mostrou que o contato do injectissoma do SST3 com as células hospedeiras desencadeia uma 

cascata de fosforilação envolvendo CrkII/Abl-PKCδ-NLRC4, culminando na ativação do 

inflamassoma e de respostas inflamatórias. Estes eventos limitam a infecção por esta bactéria, 

por mobilizarem neutrófilos e macrófagos para o sítio da infecção. Porém, neste mesmo 

estudo, foi visto que P. aeruginosa consegue driblar o sistema imune através de ExoT, que, 

neste caso, funciona como um agente anti-inflamatório, diminuindo a cascata de fosforilação 

e, consequentemente, inibindo a ativação do inflamassoma pela interferência na interação 

entre CrkII e Abl (MOHAMED et al., 2022). 

 

 

ExoY 

 

ExoY foi identificada pela primeira vez em 1998, por Yahr e colaboradores. A 

descoberta foi feita através da caracterização do transposon de cepas mutantes de P. 

aeruginosa defeituosas em expressar o aparato do SST3. Durante o experimento, foi 

observado que diversas proteínas estavam ausentes no sobrenadante, incluindo uma proteína 
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de aproximadamente 42 kDa (YAHR et al., 1998). Análises posteriores de bioinformática e 

de sequenciamento da proteína revelaram a existência de homologia com proteínas com 

atividade adenilato ciclase produzidas pelas bactérias Bordetella pertussis e Bacillus 

anthracis (CARBONETTI, 2010; MOAYERI et al., 2015). Diferente da adenilato ciclase 

produzida por essas duas bactérias, ExoY não é estimulada por calmodulina, mas sim pelos 

filamentos de actina (F-actina) (BELYY et al., 2016). 

ExoY é uma adenilato ciclase e a segunda exotoxina do SST3 mais prevalente entre os 

isolados de P. aeruginosa, sendo expressa por aproximadamente 89% dos isolados 

(JAVANMARDI et al., 2019). As toxinas do tipo adenilato ciclase são fatores de virulência 

que invadem as células eucarióticas quando estimuladas com fatores endógenos, gerando alta 

quantidade de nucleotídeos, como o monofosfato cíclico de guanosina (GMPc), o 

monofosfato de adenosina (AMPc), o monofosfato de citidina (CMPc) e o monofosfato de 

uridina (UMPc) (CARBONETTI, 2010; MOAYERI et al., 2015). 

Estudos mostram que, ao se ligar aos filamentos de actina, ExoY passa por vários 

rearranjos estruturais que aumentam sua atividade catalítica e geram grandes quantidades de 

nucleotídeos cíclicos. Em culturas de células, essa elevada quantidade de nucleotídeos cíclicos 

leva à interrupção da sinalização celular, à desorganização do citoesqueleto e à morte celular 

(SAYNER et al., 2004). Os sinais induzidos por ExoY ativam proteínas quinases e levam à 

fosforilação da proteína Tau (responsável por estabilizar os microtúbulos) e ao colapso dos 

microtúbulos. Em células endoteliais, a fosforilação de Tau e a consequente desestabilização 

do microtúbulo perturbam a barreira celular e aumentam a permeabilidade a macromoléculas 

(OCHOA et al., 2012). O trabalho publicado em 2014 por Stevens e colaboradores, utilizando 

modelos in vitro e in vivo, mostrou que a intoxicação da célula por ExoY induz a formação de 

poros nos endotélios que comprometem a migração e a proliferação celular, causando edema 

alveolar e atraso na reparação do pulmão lesionado. 

Outro fato sobre ExoY é que esta proteína regula negativamente a ativação de TAK1, 

NF-κB e MAPKs, inibindo a produção de citocinas pró-inflamatórias por macrófagos e 

células epiteliais durante a infecção por P. aeruginosa (HE et al., 2017). Também foi 

demonstrado que a atividade adenilato ciclase de ExoY diminui a produção da citocina pró-

inflamatória IL-1β e a citotoxicidade decorrente da morte celular por piroptose. A piroptose 

induzida pelo inflamassoma junto com o recrutamento de neutrófilos mediado por IL-1β são 

mecanismos importantes de resposta do hospedeiro para promover a eliminação bacteriana 

(JEON et al., 2017).  
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Mais recentemente, um estudo feito com pacientes assistidos em  UTI e submetidos à 

ventilação mecânica revelou que a presença de ExoY em isolados clínicos leva à disfunção de 

órgãos-alvo durante a infecção por P. aeruginosa, mostrando a importância desta exotoxina 

em infecções agudas como a pneumonia nosocomial (WAGENER et al., 2020) (Figura 10).  

 

Figura 10 – Mecanismo de ação das proteínas efetoras secretadas pelo SST3, ExoS, 

ExoT, ExoU e ExoY. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Fonte: ENGEL & BALACHANDRAN, 2009 

 

 

A infecção das vias aéreas inferiores por P. aeruginosa é uma importante causa de 

morbidade e mortalidade entre indivíduos hospitalizados e portadores de doenças respiratórias 

crônicas, em grande parte devido à ação das proteínas efetoras transportadas pelo SST3. Esses 

indivíduos também estão suscetíveis à infecção simultânea com vírus que atingem as vias 

aéreas, como vírus sincicial respiratório, influenza, adenovírus, rinovírus e, mais 

recentemente, SARS-CoV-2. 
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SARS-CoV-2 e a COVID-19 (Coronavirus disease) 

 

Em dezembro de 2019, foi identificado, na cidade de Wuhan, na China, um novo tipo 

de coronavírus: o coronavírus da Síndrome Respiratória Aguda Grave 2 (SARS-CoV-2, do 

inglês Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2). Em 11 de março de 2020, a 

Organização Mundial da Saúde (OMS) decretou estado de pandemia frente à nova ameaça 

viral que surgira. Até novembro de 2023, foram registradas quase 7 milhões de mortes no 

mundo, sendo 704 mil só no Brasil (disponível em https://covid19.who.int/table).  

Nas últimas décadas, a população mundial passou por outras duas pandemias causadas 

por vírus respiratórios pertencentes à família do novo coronavírus, incluindo a Síndrome 

Respiratória Aguda Severa - SARS (do inglês Severe Acute Respiratory Syndrome) e a 

Síndrome Respiratória do Oriente Médio - MERS (do inglês Middle East Respiratory 

Syndrome). A epidemia de SARS teve início em novembro de 2002, sendo o vírus causador 

identificado em fevereiro de 2003. Com a rápida transmissão do vírus, foram registrados mais 

de 8.000 casos, com taxa de mortalidade de 11%. Já o MERS foi primeiro identificado na 

Arábia Saudita em setembro de 2012, tendo 2.494 casos reportados em 27 países e um total de 

mais de 800 mortes. Com base no sequenciamento genômico, o novo coronavírus SARS-

CoV-2 apresenta 79% de homologia com o SARS-CoV em seu genoma e mais de 50% de 

homologia com MERS-CoV, porém, a transmissibilidade é mais alta (TANG et al., 2021). 

O SARS-CoV-2 pertence à ordem Nidovirales, família Coronaviridae, que são vírus 

capazes de infectar mamíferos, incluindo seres humanos. São vírus envelopados de RNA fita 

simples, com diâmetro de 60 a 140 nm, e que possuem em sua estrutura projeções 

características acopladas ao envelope, chamadas de proteína spike, dando aparência ao vírus 

semelhante a uma coroa (Figura 11). Na proteína spike está localizado o domínio de ligação 

ao receptor (RBD), responsável pela ligação do vírus às células hospedeiras (GOLDSMITH et 

al., 2004; WIERSINGA et al., 2020). 

 

https://covid19.who.int/table
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Figura 11 – SARS-CoV-2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda:  A -  Esquema das principais estruturas virais do SARS-CoV-2. (B) Microscopia eletrônica do vírus 

apresentando as projeções características proteínas spike.  

Fonte: Adaptado de ANDRADE SANTOS et al., 2020; CDC, 2023. 
 

 

A transmissão acontece de pessoa para pessoa, principalmente pelo trato respiratório, 

quando há contato com gotículas de saliva ou aerossóis de indivíduos infectados, que são 

expelidos durante espirro, tosse ou fala. Há ainda na literatura relatos de transmissão vertical, 

via placenta (UMAKANTHAN et al., 2020; WIERSINGA et al., 2020). Após a infecção, os 

sintomas levam, em média, de 5 a 6 dias para se desenvolverem (período de incubação), 

embora o vírus possa ser detectado no trato respiratório até 3 dias antes ao início dos 

sintomas. Porém, indivíduos assintomáticos também podem testar positivo (WHO, 2020).  

Tratando-se de um vírus respiratório, a infecção inicial tem como alvo as células 

epiteliais nasais e brônquicas, assim como os pneumócitos, através da ligação da proteína 

spike do vírus ao receptor da enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2), presente nessas 

células. A partir da ligação da proteína spike ao receptor ACE2, a célula hospedeira passa a 

expressar a serino protease transmembrana tipo 2 (TMPRSS2), que medeia a entrada do 

coronavírus nas células pela clivagem de ECA2 e ativação da proteína spike do vírus 

(HOFFMANN et al., 2020; WIERSINGA et al., 2020) (Figura 12). 
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Figura 12 – Esquema de infecção e replicação do vírus SARS-CoV-2 em humanos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

      

 

 

Legenda: Ligação na parede da célula das vias aéreas através do receptor ECA2, internalização, translação, 

replicação, transcrição e exocitose do SARS-CoV-2 .  

Fonte: CASIMIRO et al., 2022. 

 

O curso da doença em indivíduos infectados pode apresentar diferentes manifestações 

clínicas, assim como diferentes graus de intensidade e gravidade, que vão de casos 

assintomáticos ou com sintomas leves de infecção do trato respiratório superior 

(aproximadamente 80%) a complicações como pneumonia grave (15%), insuficiência 

respiratória (5%) e óbito (JOLY et al., 2020; PARASHER, 2021). 

A infecção e a replicação do vírus comprometem a integridade das barreiras formadas 

pelas células epiteliais e endoteliais no ambiente pulmonar, levando a uma resposta 

inflamatória acentuada e desencadeando um influxo de neutrófilos e monócitos (JOLY et al., 

2020; WIERSINGA et al., 2020). A quebra da integridade das barreiras, juntamente com o 

influxo alveolar, acarreta a produção de altas concentrações de citocinas pró-inflamatórias 

(IL-1β, IL6, TNF). Este descontrole no exacerbamento da resposta inflamatória em pacientes 

graves com COVID-19 é descrito como tempestade de citocinas. O aumento dos níveis 

séricos de citocinas inflamatórias e quimiocinas dão início à síndrome inflamatória 

respiratória sistêmica (SIRS), que, além de levar à lesão pulmonar local e ao agravamento da 

doença, pode causar morte. (HANAN et al., 2021; JOLY et al., 2020). Além da tempestade de 

citocinas, pacientes mais graves apresentam uma deficiência na resposta antiviral mediada por 

interferon (IFN) do tipo 1, caracterizada pela ausência de IFN-β e pela baixa produção e 

atividade de IFN-α. Essa deficiência na resposta de IFN do tipo 1 é associada a uma carga 
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viral sanguínea persistente e ao exacerbamento da resposta inflamatória (HADJADJ et al., 

2020). 

Os casos mais graves e que necessitam de internação deixam os pacientes mais 

suscetíveis a infecções nosocomiais por patógenos oportunistas, principalmente entre aqueles 

que necessitam de tratamento intensivo e respiração mecânica. O ambiente torna-se, assim, 

favorável à infecção por P. aeruginosa. O sucesso do patógeno em sua infecção e colonização 

está intimamente ligado à expressão de um arsenal de fatores de virulência, que podem 

desencadear um extenso processo inflamatório, matar as células hospedeiras e/ou inibir a 

sinalização celular dependente de IFN do tipo 1. 

Tendo em vista a relevância de P. aeruginosa no contexto das infecções e coinfecções 

respiratórias, e a capacidade dos fatores de virulência do SST3 de interferir na patogênese da 

doença, o presente estudo se propôs a investigar a prevalência de genes do SST3 e a 

citotoxicidade de isolados clínicos oriundos de UTI, coinfectados ou não com SARS-CoV-2. 

Como a pandemia de COVID-19 é um evento recente, acreditamos que este estudo possa 

ajudar a entender o comportamento de P. aeruginosa durante a coinfecção com SARS-CoV-2. 
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1. OBJETIVOS 

 

 

1.1. Objetivo geral 

 

 Em isolados clínicos de P. aeruginosa originários de pacientes assistidos em UTI, 

coinfectados ou não com SARS-CoV-2, verificar a presença de genes que codificam fatores 

de virulência e determinar o potencial citotóxico em culturas de células epiteliais respiratórias. 

 

 

1.2. Objetivos específicos 

 

a) Pesquisar a prevalência de genes que codificam os fatores de virulência 

secretados pelo SST3, ExoS, ExoT, ExoU e ExoY, em isolados clínicos; 

b) Avaliar o potencial citotóxico de isolados clínicos, pela pesquisa da viabilidade 

de células epiteliais respiratórias infectadas. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS  

 

 

2.1. Cepas de P. aeruginosa  

 

Para realização deste trabalho, foram utilizados 84 isolados clínicos coletados entre 

2020 e 2022, oriundos de secreções respiratórias ou de sangue de pacientes internados em 

UTI no Hospital Universitário Pedro Ernesto (HUPE). Desses 84 isolados clínicos, 42 são 

provenientes de pacientes coinfectados com P. aeruginosa e SARS-CoV-2, enquanto os 

outros 42 isolados são oriundos de pacientes infectados somente com P. aeruginosa. Como 

controle da presença de genes de virulência, foram utilizadas 3 cepas laboratoriais de P. 

aeruginosa: PA103 (utilizada como controle positivo para o alvo exoU), PAK (controle 

positivo para exoS), e sua mutante isogênica, deletada no gene exoS, PAKΔexos. As cepas 

foram estocadas em meio Luria Broth Base (LB, Invitrogen), acrescido de 20% de glicerol, a -

80°C. 

 Para a realização dos experimentos, as bactérias do estoque foram semeadas por 

esgotamento em placas de Petri contendo meio LB-ágar (Life Technologies) e incubadas por 

14 a 18 horas, de 35 a 37°C, em aerobiose, para obtenção de colônias isoladas. Uma colônia 

do crescimento foi, então, semeada em 3 mL de meio LB caldo e incubada sob agitação de 

150 rpm, por aproximadamente 18 horas e a 37°C. Após a incubação, as culturas bacterianas 

foram centrifugadas por 10 minutos, 4°C, 1260 x g, para sedimentação bacteriana, seguido de 

descarte do sobrenadante. O sedimento bacteriano foi ressuspendido em tampão fosfato salino 

(PBS) ou meio de cultura (LB caldo ou meio F12) e empregado na preparação das suspensões 

bacterianas utilizadas nos experimentos de extração de DNA genômico ou infecção de células 

respiratórias, respectivamente. 

 

 

2.2. Células epiteliais respiratórias 

 

Células epiteliais alveolares de carcinoma humano da linhagem A549 (ATCC CCL-

185) foram cultivadas em garrafas para cultura de células de 75 cm2 contendo meio F12 

(Sigma-Aldrich) acrescido de 10% de soro fetal bovino, glutamina (250 μg/mL), gentamicina 

(50 μg/mL) e fungizona (anfotericina B; 2,5 μg/mL). As culturas celulares foram mantidas a 

37°C e em atmosfera contendo 5% de CO2.  
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Aproximadamente 48 horas antes da infeccão bacteriana, as células foram lavadas 

com PBS, pH 7,4, e dissociadas da garrafa de cultura com uma solucão de tripsina a 0,1% e 

ácido etilenodiaminotetraacético (EDTA) a 0,01%, em tampão fosfato salino Dulbeco sem 

cálcio ou magnésio, com 1% de vermelho de fenol (solucão de tripsina-EDTA). As 

suspensões celulares obtidas foram padronizadas pela adição de azul de trypan a 0,4% 

(vol/vol) seguida da contagem das células viáveis em câmara de Neubauer. 

Para realização dos experimentos, as suspensões celulares foram distribuídas em placa 

de microtitulação para culturas de células de 96 poços, na concentração de 1,5 x 105 

células/mL (200 μL/poço), e incubadas a 37°C, com 5% de CO2. 

 

 

2.3. Extração de DNA genômico e PCR para detecção dos genes que codificam os fatores 

de virulência ExoS, ExoT, ExoU e ExoY 

 

Para pesquisa de genes de virulência específicos no genoma de P. aeruginosa, uma 

colônia de cada isolado clínico foi cultivada em 9 mL de LB caldo por 18 horas, a 37oC, sob 

agitação de 150 rpm. Após incubação, a cultura bacteriana obtida foi centrifugada a 1260 x g, 

por 10 min, a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o sedimento foi ressuspenso em 1000 μL 

de PBS, seguido da preparação das suspensões bacterianas contendo 2,0 x 109 células em 

PBS. As concentrações das suspensões bacterianas foram padronizadas por 

espectrofotometria, a fim de se obter suspensões com absorbância igual a 2,0 em 

comprimento de onda de 590nm (A590nm = 2,0), que corresponde a 2,0 x 109 Unidades 

Formadoras de Colônia por mL (UFC/mL). As suspensões bacterianas foram, então, 

centrifugadas por 10 minutos, a 5000 x g, tendo o seu sobrenadante descartado. Após, o 

sedimento formado, foi submetido à extração de DNA genômico utilizando o kit DNeasy 

Blood & Tissue (Qiagen), conforme recomendações do fabricante. 

A integridade do DNA foi avaliada por eletroforese em gel de agarose a 0,5% em 

tampão Tris-Borato-EDTA (TBE). A concentração e a pureza das amostras foram 

determinadas através da leitura da absorbância nos comprimentos de onda 260 nm, 230 nm e 

280 nm, utilizando o espectrofotômetro Nanovue Plus (GE Healthcare). O DNA recuperado 

foi acondicionado a -20oC até a realização das PCR. 

Após quantificação e avaliação da pureza das amostras, 50 ng de DNA genômico 

foram amplificados por PCR, utilizando 1,25 unidades da enzima GoTaq DNA polimerase 

(Promega), dNTP (10 μM), oligonucleotídeos iniciadores (10 μM) para os genes alvo, tampão 
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para a enzima e água. As condições de ciclagem foram as seguintes para os genes exoU, exoY, 

e exoT: desnaturação a 95°C por 2 minutos, 35 ciclos de 95°C por 30 segundos, anelamento a 

55°C por 30 segundos e extensão a 72°C por 45 segundos, seguidos de uma extensão final a 

72°C por 5 minutos. Para o gene exoS, a única modificação feita na ciclagem foi em relação à 

temperatura de anelamento, que foi de 52°C. Os amplicons foram avaliados através de 

eletroforese, e revelação em gel de agarose a 1% em TBE, na presença de marcador de peso 

molecular (Tabela 2). 

 

 Tabela 2: Oligonucleotídeos iniciadores utilizados neste trabalho 

Gene alvo Oligonucleotídeos Iniciadores Referência 

exoS Senso: 5’- TGTTGCGCCAAGCGGTAGAG 

Antissenso 5’- CGCGCATGTCGGTCTCTTTG -3’ 

Este estudo 

exoU Senso: 5’- ATATCTCCGGTTCCTTCCCAGGAGT-3’ 

Antissenso: 5’- CGAAGGTATGACGCTCTGAAGCC - 3’ 

Este estudo 

exoY Senso: 5’- CCGGTTGAAAGAATCGTCACCAC -3 

Antissenso 5’- TGTGGTGAAACATCTCCCTGTGCT -3’ 

Este estudo 

exoT Senso: 5’- AGAGGCTGGCGAAGGATCACAC-3’ 

Antissenso 5’- GCCGAACAGGGTGGTTATCGTG -3 

Este estudo 

 Fonte: A Autora, 2023. 

 

 

2.4. Infecção de células epiteliais respiratórias humanas por isolados clínicos de P. 

aeruginosa  

 

Suspensões padronizadas de P. aeruginosa foram obtidas pela ressuspensão do 

sedimento bacteriano, descrito anteriormente, em meio de cultura F12 contendo 10% de SFB 

e glutamina (250μg/mL), sem antibióticos. As concentrações das suspensões bacterianas 

foram padronizadas por espectrofotometria, de modo a se obter suspensões com absorbância 

igual a 0,3 em comprimento de onda de 590nm (A590nm = 0,3), que corresponde a 3,0 x 108 

Unidades Formadoras de Colônia por mL (UFC/mL). 

As culturas de células epiteliais semeadas em placas de microtitulação de 96 poços 

foram primeiramente lavadas uma vez com 200μL de meio de cultura F12 puro, para remoção 

de células não aderidas, e infectadas, em quadruplicata, com os isolados clínicos de P. 

aeruginosa (multiplicidade de infecção igual a 10), ou tratadas com meio de cultura 

(controle), e centrifugadas (1260 x g, por 10 minutos, a 15°C), para favorecer o contato entre 
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as bactérias e as células hospedeiras. Após 1 hora, a 37°C, em atmosfera contendo 5% de 

CO2, as culturas foram lavadas 3 vezes com PBS, para remoção de bactérias que não 

aderiram, e tratadas com gentamicina a 300 μg/mL em meio F12 contendo 10% de SFB, 

glutamina e fungizona, para eliminação dos microrganismos extracelulares. Após incubação 

com gentamicina, por 1 e 23 horas, uma alíquota de 10μL de cada poço da microplaca com os 

isolados clínicos foi semeada em LB-ágar para avaliar o efeito do tratamento com 

gentamicina na viabilidade das cepas bacterianas. Os isolados clínicos que se mostraram 

resistentes à gentamicina a 300 μg/mL foram retirados dos experimentos de citotoxicidade.  

 

 

2.5. Avaliação da citotoxicidade dos isolados clínicos para células epiteliais respiratórias 

 

Células epiteliais da linhagem A549 foram infectadas com os diferentes isolados 

clínicos ou tratadas com meio de cultura (controle) por 1 hora e, então, tratadas com 

gentamicina a 300 μg/mL por mais 1 ou 23 horas, como descrito no item anterior. 

 A viabilidade das células infectadas e não infectadas foi determinada pelo método de 

redução do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolium (MTT). Para isso, o 

sobrenadante das culturas celulares foi descartado e as células foram lavadas 3 vezes com 

PBS para remoção de células não aderidas. As células foram tratadas com uma solução estéril 

de MTT a 1mg/ml em meio de cultura F12, acrescido de 10% de SFB, glutamina e 

antibióticos, por 1 hora, a 37oC e em atmosfera com 5% de CO2. Seguiu-se o descarte dos 

sobrenadantes e a adição de 250 μL de álcool isopropílico aos poços da microplaca, seguido 

de 20 homogeneizações com pipeta multicanal, para solubilização dos cristais de formazana. 

Para leitura dos valores, foi utilizada uma nova microplaca de 96 poços, na qual cada poço da 

placa anterior gerou uma duplicata de 95 μl. Todos os valores de absorbância gerados pela 

solubilização da formazana foram determinados por espectrofotometria, utilizando 

comprimento de onda de 570 nm. A viabilidade celular foi calculada através da seguinte 

fórmula: (médias das absorbâncias dos poços de células infectadas/ médias das absorbâncias 

dos poços de células da cultura controle) x 100, utilizando 3 experimentos independentes. A 

análise estatística comparando os 2 grupos: 1- células A549 infectadas com diferentes 

isolados clínicos por 1 hora (sem tratamento), e 2- células A549 infectadas com diferentes 

isolados clínicos por 1 hora,  tratadas com gentamicina por 23 horas, totalizando 24 horas, foi 

realizada de acordo com o método “two-way ANOVA”. A significância estatística foi aceita 

quando P <0,05. 
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2.6. Análise estatística 

 

Os resultados foram expressos como a média ± desvio padrão obtido pela realização 

de pelo menos três experimentos independentes. A análise dos dados foi realizada com o 

auxílio do software Graphpad Prism, e a significância estatística foi aceita quando P <0,05, de 

acordo com o método “two-way ANOVA” para análise multivariada entre os grupos. 
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3. RESULTADOS  

 

 

3.1. População e amostra 

 

Os critérios de elegibilidade para os isolados clínicos no estudo em questão foram: 1) 

O espécime clínico ser de algum indivíduo internado em UTI. 2) A amostra ser de origem 

respiratória ou de sangue. 3) Infecção confirmada por P. aeruginosa com (Quadro 1) ou sem 

(Quadro 2) coinfecção confirmada por SARS-CoV-2. 

 

 Quadro 1 - Características das amostras de P. aeruginosa oriundas de pacientes 

internados em UTI e coinfectados com SARS-CoV-2. 

Legenda: PA= P. aeruginosa; Asp. traqueal= aspirado traqueal; Asp. transtraqueal= aspirado transtraqueal; Sec. 

traqueal= secreção traqueal; Sec. brônquica= secreção brônquica; LBA= líquido broncoalveolar; F= 

feminino; M= masculino; CL= clínica 

Fonte: A Autora, 2023. 

Isolados de P. aeruginosa oriundos de UTI coinfectados com SARS-CoV-2 

PA Amostra Sexo  Idade (Anos) PA Amostra Sexo Idade (Anos) 

CL 7 Asp. Traqueal F 67 CL 10 Asp. Transtraq. M 31 

CL 1 Asp. Traqueal F 82 CL 11 Asp. Transtraq. F 50 

CL 2 Asp. Traqueal M 47 CL 19 Asp. Transtraq. F 68 

CL 3 Asp. Traqueal F 41 CL 33 Asp. Transtraq. M 68 

CL 23 Asp. Traqueal M 41 CL 12 Sec. traqueal F 51 

CL 21 Asp. Traqueal F 79 CL 13 Sec. traqueal M 47 

CL 4 Asp. Traqueal M 78 CL 34 Sec. traqueal F 62 

CL 22 Asp. traqueal M 67 CL 14 Sec. traqueal F 16 

CL 24 Asp. traqueal M 57 CL 35 Sec. traqueal F 43 

CL 5 Asp. traqueal M 32 CL 36 Sec. traqueal M 55 

CL 25 Asp. traqueal F 84 CL 37 Sec. traqueal M 35 

CL 26 Asp. traqueal M 50 CL 38 Sec. traqueal F 51 

CL 6 Asp. traqueal M 80 CL 39 Sec. traqueal M 34 

CL 8 Asp. traqueal M 21 CL 15 Sec. traqueal M 59 

CL 9 Asp. traqueal M 68 CL 41 LBA M 63 

CL 27 Asp. traqueal M 71 CL 42 Sangue M 44 

CL 28 Asp. Transtraq. M 44 CL 16 Sangue M 50 

CL 29 Asp. Transtraq. F 32 CL 17 Asp. traqueal F 42 

CL 30 Asp. Transtraq. M 74 CL 18 Asp. traqueal M 27 

CL 31 Asp. Transtraq. F 63 CL 20 Sec. traqueal M 65 

CL 32 Asp. Transtraq. M 51     
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Quadro 3 – Características das amostras de P. aeruginosa oriundas de pacientes 

internados em UTI e não infectados com SARS-CoV-2 

 

Legenda: PA= P. aeruginosa; Asp. traqueal= aspirado traqueal; Asp. transtraqueal= aspirado transtraqueal; Sec. 

traqueal= secreção traqueal; Sec. brônquica= secreção brônquica; LBA= líquido broncoalveolar; F= 

feminino; M= masculino; CL= clínica 

Fonte: A Autora, 2023. 

 

 

 

Ao todo, dos 42 espécimes clínicos de pacientes simultaneamente infectados com P. 

aeruginosa e SARS-CoV-2, 27 foram isolados de homens, enquanto que 15 foram isolados de 

mulheres. Já entre as cepas clínicas de P. aeruginosa isoladas de pacientes sem infecção 

concomitante por SARS-CoV-2, 26 foram isoladas de homens e 16 de mulheres, também 

totalizando 42 espécimes no total, como mostra a figura 13. 

Isolados de P. aeruginosa oriundos de UTI 

PA Amostra Sexo  Idade (anos) PA Amostra Sexo Idade (anos) 

CL 1 Asp. Traqueal F 67 CL 22 Sec. Traqueal H 31 

CL 2 Asp. Traqueal F 82 CL 23 Sec. Traqueal M 50 

CL 3 Sec. Traqueal F 47 CL 24 Asp. Traqueal M 68 

CL 4 Asp. Transtraq. M 41 CL 25 Sec. Traqueal H 68 

CL 5 Asp. Traqueal M 41 CL 26 Sangue H 51 

CL 6 Asp. Traqueal M 79 CL 27 Asp. Traqueal H 47 

CL 7 Asp. Traqueal M 78 CL 28 Asp. Traqueal H 62 

CL 8 Asp. Traqueal H 67 CL 29 Asp. Traqueal M 16 

CL 9 Asp. Traqueal M 57 CL 30 Sec. Traqueal H 43 

CL 10 Asp. Traqueal H 32 CL 31 Sec. Traqueal H 55 

CL 11 Asp. Traqueal H 84 CL 32 Sangue M 35 

CL 12 Sec. Brônquica H 50 CL 33 Asp. Traqueal H 51 

CL 13 Sec. Traqueal M 80 CL 34 Sangue M 34 

CL 14 Sec. Traqueal M 21 CL 35 Sec. Traqueal H 59 

CL 15 Sec. traqueal M 68 CL 36 Sec. Traqueal M 63 

CL 16 Sec. traqueal H 71 CL 37 Asp. Traqueal H 44 

CL 17 Sec. traqueal M 44 CL 38 Asp. Traqueal M 50 

CL 18 Sec. traqueal H 32 CL 39 Asp. Traqueal H 42 

CL 19 Sangue H 74 CL 40 Sec. Traqueal H 27 

CL 20 Sec. traqueal M 63 CL 41 Líq. pleural M 65 

CL 21 Sec. traqueal M 51 CL 42 LBA M  



47 

Figura 13 - Isolados clínicos de P. aeruginosa, oriundos de UTI, coinfectados ou não 

com SARS-CoV-2, distribuídos de acordo com o sexo 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: PA= P. aeruginosa 

Fonte: A Autora, 2023. 

 

 

Em relação ao tipo de amostra, as cepas clínicas foram isoladas de secreções 

respiratórias ou de sangue (tabela 2).  

 

 

Tabela 3- Origem dos isolados clínicos de P. aeruginosa oriundos de UTI, 

coinfectados ou não com SARS-CoV-2 

Legenda: PA= P. aeruginosa; Asp. transtraqueal= aspirado transtraqueal; LBA= líquido broncoalveolar; 

Fonte: A Autora, 2023. 

 

 

 Asp. 

transtraqueal 

n (%) 

Aspirado 

traqueal 

n (%) 

Secreção 

traqueal 

n (%) 

LBA 

n (%) 

Sangue 

n (%) 

Líquido 

pleural 

n (%) 

Secreção 

brônquica 

n (%) 

 

Total 

Isolados de PA - 

SARS-CoV-2 + 
9 (21,4) 18 (42,9) 11 (26,2) 1 (2,4) 3 (7,1) 0 0 42 

Isolados de PA- 

SARS-CoV-2 - 
1 (2,4) 17 (4,5) 17 (4,5) 1 (2,4) 4 (9,5) 1 (2,4) 1 (2,4) 42 
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Os isolados de pacientes infectados somente com P. aeruginosa foram mais 

diversificados em relação ao tipo de secreção respiratória coletada, e também foram mais 

numerosos em relação às amostras de sangue  (figuras 14, 15 e 16). 

 

Figura 14 – Isolados clínicos de P. aeruginosa, oriundos de UTI, coinfectados ou não 

com SARS-CoV-2, em relação ao tipo de amostra. 

 

 

Legenda: Asp. transtraqueal= aspirado transtraqueal; LBA= líquido broncoalveolar; PA= P. aeruginosa. 

Fonte: A Autora, 2023. 
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Figura 15 – Isolados clínicos de P. aeruginosa, obtidos de pacientes em UTI, 

coinfectados com SARS-CoV-2, em relação ao tipo de amostra. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Asp. transtraqueal= aspirado transtraqueal; LBA= líquido broncoalveolar. 

Fonte: A Autora, 2023.  
 

 

Figura 16 – Isolados clínicos de P. aeruginosa, obtidos de pacientes em UTI e não 

infectados com SARS-CoV-2, em relação ao tipo de amostra. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Asp. transtraqueal= aspirado transtraqueal. 

Fonte: A Autora, 2023.  
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3.2. Prevalência de genes que codificam os fatores de virulência ExoS, ExoT, ExoU, 

ExoY 

 

Após a extração e a avaliação da pureza do DNA, os isolados clínicos foram 

analisados quanto à prevalência de genes que codificam fatores de virulência do SST3. As 

PCR para confirmação da presença dos genes alvos foram feitas em duplicata ou triplicata, 

dependendo de resultado divergente dos 2 primeiros experimentos.  

 

 

Tabela 4 – Genes do SST3 nos 84 isolados clínicos de  P. aeruginosa oriundos de UTI, 

coinfectados ou não com SARS-CoV-2 

 

 

 

  

 

 

 

Fonte: A Autora, 2023.  

 

ExoT foi o fator de virulência mais prevalente nos isolados clínicos, sendo encontrado 

em 97,61% dos isolados clínicos de P. aeruginosa obtidos de pacientes internados em UTI e 

não infectados com SARS-CoV-2, e em 92,85% dos isolados de P. aeruginosa coinfectados 

com SARS-CoV-2 (Tabela 3 e Figuras 18 e 19).  ExoY foi o segundo fator de virulência do 

SST3 mais prevalente, totalizando 34 (80,95%) e 30 (71,42%) nos isolados clínicos de P. 

aeruginosa obtidos de pacientes sem e com coinfecção com SARS-CoV-2, respectivamente 

(Tabela 3 e Figuras 17 e 18). O resultado das toxinas ExoS e ExoU foi divergente quando 

comparados os 2 grupos de pacientes, uma vez que nos isolados clínicos de P. aeruginosa 

obtidos de pacientes coinfectados com SARS-CoV-2, exoS foi mais prevalente, estando 

presente em 21 (50% das cepas), enquanto que exoU foi detectada em 17 cepas (40,47%).  Já 

nos isolados obtidos de pacientes sem coinfecção, observamos proporções iguais (50% cada) 

de presença de exoS e exoU (Tabela 3 e Figuras 17 e 18).  

 Genes do Sistema de Secreção do Tipo III 

ExoU (%) ExoS (%) ExoY (%) ExoT (%) 

P. aeruginosa 

+ Covid-19 

17 (40,47) 21 (50) 30 (71,42) 39 (92,85) 

P. aeruginosa 21 (50) 21 (50) 34 (80,95) 41 (97,61) 

Total 38 42 64 80 
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Figura 17 – Genes do SST3 nos isolados clínicos de P. aeruginosa, oriundos de UTI, 

coinfectados com SARS-CoV-2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: A Autora, 2023.  

 

 

Figura 18 – Genes do SST3 nos isolados clínicos de P. aeruginosa, oriundos de UTI, 

obtidos de pacientes não infectados com SARS-CoV-2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: A Autora, 2023.  
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Quando analisamos os 4 genes do SST3 nos isolados clínicos de P. aeruginosa 

coinfectados com SARS-CoV-2, observamos 5 grupos diferentes: exoU+/exoS-/exoY-/exoT+, 

exoU+/exoS-/exoY+/exoT+, exoU-/exoS-/exoY-/exoT-, exoU-/exoS+/exoY-/exoT+, e exoU-

/exoS+/exoY+/exoT+. O genótipo mais encontrado foi exoU-/exoS+/exoY+/exoT+ (21 

amostras, sendo 17 de secreções respiratórias e 2 de sangue), seguido por exoU+/exoS-

/exoY+/exoT+ (8      amostras de secreções respiratórias) e exoU+/exoS-/exoY-/exoT+ (7 

amostras de secreções respiratórias e 1 de sangue). As cepas clínicas 12, 18 e 26 mostraram 

genótipo negativo para os 4 genes (exoU-/exoS-/exoY-/exoT-), enquanto que a cepa clínica 3 

foi a única a apresentar o genótipo exoU-/exoS+/exoY-/exoT+ (Figuras 19 e 20).      

 

      

Figura 19 - Genótipos do  SST3 em isolados clínicos de P. aeruginosa, oriundos de 

UTI, obtidos de pacientes coinfectados com SARS-CoV-2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: A Autora, 2023.  
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Figura 20 - Genótipos do  SST3 em isolados clínicos de P. aeruginosa, oriundos de UTI,  

obtidos de pacientes coinfectados com SARS-CoV-2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: A Autora, 2023.  

 

 Os isolados clínicos de P. aeruginosa obtidos de pacientes não infectados com SARS-

CoV-2 apresentaram 6 genótipos diferentes em relação à expressão dos 4 fatores de virulência 

do SST3: exoU+/exoS-/exoY-/exoT+, exoU+/exoS-/exoY+/exoT+, exoU-/exoS-/exoY-/exoT-, 

exoU-/exoS+/exoY-/exoT+, exoU-/exoS+/exoY+/exoT+ e exoU+/exoS+/exoY+/exoT+. O 

genótipo mais encontrado foi exoU-/exoS+/exoY+/exoT+, presente em 17 amostras de 

secreções respiratórias e em 1 amostra de sangue. O segundo genótipo mais presente foi 

exoU+/exoS-/exoY+/exoT+, detectado em 13 amostras de secreções respiratórias e 2 de 

sangue, seguido por exoU+/exoS-/exoY-/exoT+ com 5 amostras (Figuras 22 e 23). A cepa 

clínica 11 foi a única que não expressou nenhum dos 4 genes, sendo exoU-/exoS-/exoY-/exoT-. 

Em contrapartida, a cepa clínica 32, oriunda de um episódio de bacteremia, mostrou genótipo 

menos frequente, sendo positiva para todos genes exoU+/exoS+/exoY+/exoT+ (Figuras 21 e 

22). 
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Figura 21 – Genótipos do  SST3 em isolados clínicos de P. aeruginosa, oriundos de 

UTI, obtidos de pacientes não infectados com SARS-CoV-2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: A Autora, 2023.  

 

 

Figura 22 - Genótipos do  SST3 em isolados clínicos de P. aeruginosa, oriundos de 

UTI, obtidos de pacientes não infectados com SARS-CoV-2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: A Autora, 2023.  
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ExoY e ExoT são exotoxinas já descritas na literatura como sendo as mais expressas 

por isolados de amostras de diferentes fontes, enquanto que as toxinas ExoS e ExoU, 

geralmente, não são expressas juntas. As cepas clínicas de P. aeruginosa obtidas de pacientes 

coinfectados com SARS-CoV-2 mostraram uma prevalência maior de exoU (22 cepas em 

relação à exoS), sendo este gene presente em 17 dos 42 isolados clínicos (40,47%). Três 

isolados, as cepas clínicas 12, 18 e 26, apresentaram o genótipo exoU-/exoS-, não expressando 

nenhuma das exotoxinas citadas (tabela 4 e figura 23). Quando analisamos os isolados de P. 

aeruginosa obtidos de pacientes não infectados com SARS-CoV-2, vemos que 21 cepas, de 

42, expressam exoU, enquanto a outra metade (21 cepas) expressa exoS. A cepa clínica 11 se 

mostrou negativa para a expressão de exoU e exoS, enquanto que a clínica 32 apresentou 

genótipo duplo positivo exoU+/exoS+. 

 

Tabela 5 - Genótipo exoU/exoS dos isolados clínicos oriundos de UTI, coinfectados ou 

não com SARS-CoV-2 

Fonte: A Autora, 2023.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Genótipos do SST3 

exoU+/exoS- 

(n) 

exoU-/exoS+ 

(n) 

exoU+/exoS+ 

(n) 

exoU-/exoS- 

(n) 

Isolados de P. 

aeruginosa 

SARS-CoV-2 + 

Sangue 2 1 0 0 

Outros 

sítios 

17 20 0 2 

Isolados de P. 

aeruginosa 

SARS-CoV-2- 

Sangue 3 0 1 0 

Outros 

sítios 

16 25 0 1 

Total  38 46 1 3 
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Figura 23 - Genótipo exoU/exoS dos isolados clínicos oriundos de UTI, obtidos de 

pacientes infectados ou não com SARS-CoV-2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: PA= P. aeruginosa 

Fonte: A Autora, 2023.  
 

 

3.3. Viabilidade de células epiteliais respiratórias humanas após infecção com isolados 

clínicos de P. aeruginosa obtidos de pacientes infectados ou não com SARS-CoV-2. 

 

3.3.1. Avaliação da suscetibilidade à gentamicina 

 

A viabilidade dos isolados clínicos após infecção das células epiteliais respiratórias e 

tratamento com gentamicina a 300 μg/mL, por 1 e 23 horas, mostrou que, dos 42  isolados 

clínicos provenientes de pacientes coinfectados com P. aeruginosa e SARS-CoV-2, 10 

(23,8%) foram resistentes ao antibiótico. Dos 42 isolados clínicos de P. aeruginosa oriundos 

de pacientes não infectados com SARS-CoV-2, tivemos mais isolados resistentes, totalizando 

19 (45,2%) (Figura 24). 

 

 

 



57 

Figura 24 - Viabilidade dos isolados clínicos obtidos de pacientes infectados ou não com 

SARS-CoV-2, pós tratamento com gentamicina 300 μg/mL 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: viabilidade dos isolados clínicos obtidos de pacientes infectados ou não com SARS-CoV-2 após 

infecção de células epiteliais respiratórias da linhagem A459, por 1 hora, e tratamento com 

gentamicina a 300 μg/mL, por 23 horas.. 

Fonte: A Autora, 2023.  

 

 

Dos isolados clínicos de P. aeruginosa obtidos de pacientes não infectados com 

SARS-CoV-2, as cepas clínicas 7, 9, 10, 18, 20, 27-29, 32-42 foram resistentes à gentamicina 

na concentração de 300 μg/mL. Já nos isolados clínicos obtidos de pacientes 

concomitantemente infectados com SARS-CoV-2, o número de cepas resistentes foi menor, 

sendo resistentes os isolados clínicos 12, 14, 16, 28-32, 38-42 (Figura 24). Analisando os 

diferentes genótipos, vemos que nos isolados clínicos de P. aeruginosa resistentes à 

gentamicina, o genótipo mais frequente foi exoU-/exoS+/exoY+/exoT+, totalizando 13 

isolados clínicos, e o genótipo mais frequente nas cepas suscetíveis foi exoU+/exoS-

/exoY+/exoT+. Ainda foi possível observar que uma cepa resistente (CL 32) apresentou 

genótipo exoU+/exoS+/exoY+/exoT+ e uma cepa sensível (CL 11) apresentou genótipo 

exoU-/exoS-/exoY-/exoT- (Figura 25). O genótipo mais encontrado nos isolados obtidos de 

pacientes infectados concomitantemente com SARS-CoV-2 foi exoU-/exoS+/exoY+/exoT+, 

tanto para as mostras sensíveis, quanto as resistentes (Figura 26). 
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Figura 25 - Genótipos do SST3 em isolados de P. aeruginosa obtidos de pacientes internados 

em UTI 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Genótipos encontrados após tratamento com gentamicina a 300 μg/mL. 

Fonte: A Autora, 2023.  
 

 

Figura 26- Genótipos do SST3 observados em isolados de P. aeruginosa obtidos de pacientes 

internados em UTI, coinfectados com SARS-CoV-2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Genótipos encontrados após tratamento com gentamicina a 300 μg/mL. 

Fonte: A Autora, 2023.  
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3.3.2. Avaliação da citotoxicidade dos isolados clínicos para células epiteliais respiratórias 

 

Os 33 isolados clínicos de P. aeruginosa provenientes de pacientes coinfectados com 

SARS-CoV-2 e os 28 isolados de pacientes sem coinfecção suscetíveis à gentamicina na 

concentração de 300 μg/mL foram utilizados para infectar células epiteliais respiratórias por 1 

hora, seguido de tratamento com antibiótico por 23 horas, para avaliação da citotoxicidade 

(Figuras 27 e 28). A análise estatística comparando os 2 grupos: 1- células A549 infectadas 

com diferentes isolados clínicos por 1 hora (sem tratamento), e 2- células A549 infectadas 

com diferentes isolados clínicos por 1 hora,  tratadas com gentamicina por 23 horas, 

totalizando 24 horas, foi realizada de acordo com o método “two-way ANOVA”. A 

significância estatística foi aceita quando P <0,05. 

 

 

Figura 27 - Viabilidade de células epiteliais respiratórias após 1 ou 24 horas de infecção com 

isolados de P. aeruginosa obtidos de pacientes não infectados com SARS-CoV-2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Células epiteliais respiratórias da linhagem A549 foram infectadas com os isolados clínicos de P. 

aeruginosa por 1h e tratados com gentamicina 300 μg/mL por 23h. A viabilidade celular foi medida 

através do método MTT. O gráfico representa as médias ± SEM obtidas em 3 ensaios independentes. 

*p<0,05, **p<0,01   e ***p <0,001 quando comparado os tempos de 1 e 24h (1 hora de infecção, 

seguido por 23 horas de tratamento com antibiótico). 

Fonte: A Autora, 2023.  
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Figura 28 - Viabilidade de células epiteliais respiratórias após 1 ou 24 horas de infecção com 

isolados de P. aeruginosa obtidos de pacientes coinfectados com SARS-CoV-2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Células epiteliais respiratórias da linhagem A549 foram infectadas com os isolados clínicos de P. 

aeruginosa por 1h e tratados com gentamicina 300 μg/mL por 23h. A viabilidade celular foi medida 

através do método MTT. O gráfico representa as médias ± SEM obtidas em 3 ensaios independentes. 

*p<0,05 e **p<0,01 quando comparado os tempos de 1 e 24h (1 hora de infecção, seguido por 23 

horas de tratamento com antibiótico). 

Fonte: A Autora, 2023.  
 

 

As cepas clínicas foram divididas em 3 grupos, de acordo com a sua atividade 

citotóxica em células epiteliais alveolares humanas: alta citotoxicidade, média citotoxicidade 

e baixa citotoxicidade. A alta citotoxicidade foi considerada quando a viabilidade de células 

A549 infectadas foi menor ou igual do que 25% após 23 horas de tratamento com 

gentamicina. A citotoxicidade média foi utilizada para aqueles isolados em que a viabilidade 

foi igual ou maior do que 25% e menor do que 75%, e a baixa citotoxicidade para os isolados 

em que a viabilidade celular foi igual ou maior que 75%.  

As cepas de P. aeruginosa com alta citotoxicidade foram as clínicas 24, 25 e 26 

(Figura 29). Os perfis genotípicos das cepas clínicas 24, 25 e 26 foram, respectivamente, 

exoU+/exoS-/exoY+/exoT+, exoU+/exoS-/exoY-/exoT+, exoU+/exoS-/exoY+/exoT+. A 

maioria dos isolados clínicos de P. aeruginosa teve citotoxicidade moderada para células 

epiteliais alveolares in vitro, enquanto os isolados clínicos  11 e 14 se mostraram pouco 

citotóxicas (Figura 29). O genótipo das cepas menos citotóxicas foi exoU-/exoS-/exoY-/exoT- 

(clínica 11) e exoU-/exoS+/exoY+/exoT+ (clínica 14),  respectivamente. 

 



61 

Figura 29 - Isolados de P. aeruginosa obtidos de pacientes não infectados com SARS-CoV-2 

que apresentaram alta e baixa citotoxicidade in vitro 

       

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Células epiteliais respiratórias da linhagem A549 foram infectadas com os isolados clínicos de P. 

aeruginosa por 1h e tratados com gentamicina 300 μg/mL por 23h. A viabilidade celular foi medida 

através do método MTT. O gráfico representa as médias ± SEM obtidas em 3 ensaios independentes. 

***p <0,001 quando comparado os tempos de 1 e 24h (1 hora de infecção, seguido por 23 horas de 

tratamento com antibiótico). 

Fonte: A Autora, 2023.  
 

 

Entre os isolados de P. aeruginosa obtidos de pacientes simultaneamente infectados 

com SARS-CoV-2, não foi observado nenhuma cepa com alta citotoxicidade in vitro. A 

maioria das cepas clínicas mostrou citotoxicidade média, com exceção das clínicas 17, 18 e 

24, que apresentaram baixa citotoxicidade (Figuras 30). 

 Assim como a clínica 11 dos isolados de P. aeruginosa obtidos de pacientes não 

infectados com SARS-CoV-2, a clínica 18 dos isolados de P. aeruginosa obtidos de pacientes 

coinfectados com SARS-CoV-2 também apresentou genótipo exoU-/exoS-/exoY-/exoT-, 

enquanto que as clínicas 17 e 24, de forma diferente do outro grupo em estudo, apresentaram 

genótipo exoU+/ exoU+/exoS-/exoY-/exoT+ e exoU+/exoS-/exoY+/exoT+, respectivamente. 
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Figura 30 - Isolados de P. aeruginosa obtidos de pacientes coinfectados com SARS-CoV-2 

que apresentaram baixa citotoxicidade in vitro 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Células epiteliais respiratórias da linhagem A549 foram infectadas com os isolados clínicos de P. 

aeruginosa por 1h e tratados com gentamicina 300 μg/mL por 23h. A viabilidade celular foi medida 

através do método MTT. O gráfico representa as médias ± SEM obtidas em 3 ensaios independentes. 

Fonte: A Autora, 2023.  
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4. DISCUSSÃO 

 

Por ser uma bactéria ubíqua, multirresistente e capaz de expressar uma arsenal de 

fatores de virulência, P. aeruginosa é um dos principais microrganismos causadores de IRAS, 

tanto em adultos quanto em crianças, sendo frequentemente isolado de PAV, IPCS e ITU, 

com especial destaque para PAV, uma vez que P. aeruginosa tem como principal foco de 

infecção o trato respiratório (CONSTANTINO-TELES et al., 2022). 

No fim do ano de 2019, teve início a pandemia causada pelo vírus respiratório SARS-

CoV-2, que, logo no ano seguinte, aumentou as taxas de internação em UTIs, assim como a 

necessidade de uso de respiradores artificiais por pacientes graves, configurando um ambiente 

extremamente favorável para a coinfecção por P. aeruginosa. 

Assim, o foco deste trabalho foi avaliar a prevalência dos genes que codificam os 

fatores de virulência transportados pelo SST3, assim como a citotoxicidade para células 

epiteliais respiratórias, em isolados clínicos de P. aeruginosa provenientes de pacientes 

internados em UTI coinfectados ou não com SARS-CoV-2. 

Estudos anteriores realizados por outros grupos de pesquisa já documentaram a 

prevalência dos fatores de virulência transportados pelo SST3 em cepas ambientais e clínicas. 

Um estudo publicado em 2018 (RUTHERFORD et al., 2018) mostrou a prevalência de genes 

que codificam as exotoxinas do SST3 em 120 cepas de P. aeruginosa de origem ambiental 

isoladas de locais naturais ou locais feitos pelo homem (água, solo, substratos úmidos). 

Similarmente ao encontrado em nosso estudo, exoT foi o gene mais prevalente, encontrado em 

todos os isolados ambientais, seguido por exoY, presente em 115 (96%) dos isolados. Apesar 

de se tratarem de amostras de diferentes origens, no presente trabalho, exoT também foi o 

gene mais encontrado, tanto nos isolados de P. aeruginosa provenientes de pacientes não 

infectados com SARS-CoV-2 (97,61%), quanto nos isolados provenientes de pacientes com 

coinfecção (92,85%). O gene exoY também foi o segundo mais prevalente neste trabalho: 

71,42% e 80,95% em cepas de P. aeruginosa provenientes de pacientes infectados ou não 

com SARS-CoV-2, respectivamente. Para exoS e exoU, os resultados também foram 

parecidos: entre as cepas ambientais restantes após exclusão de isolados da mesma amostra, 

74 foram exoS+ e 16 exoU+.  Um dado importante deste estudo de 2018 é que a maioria dos 

isolados exoS+ (total de 41 cepas, correspondente a 55%) foram encontrados em locais 

naturais, enquanto que a maioria dos isolados exoU+ (13 isolados, correspondente a 81%) 

vieram de locais feitos pelo homem, apontando que os reservatórios de água feitos pelo 

homem podem servir de fonte  para cepas portadoras do gene exoU. Este dado é importante, 
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visto que P. aeruginosa pode ser encontrada em reservatórios de água no ambiente hospitalar. 

Quando observamos os isolados clínicos de P. aeruginosa provenientes de pacientes 

coinfectados com o vírus, o número de amostras exoS+ também foi maior do que o de exoU+, 

21 (50%) e 17 (40,47%), respectivamente. Já entre os isolados de P. aeruginosa provenientes 

de pacientes que não estavam coinfectados com SARS-CoV-2, o número de isolados exoS+ e 

exoU+ foi o mesmo.  A presença de exoU nesses isolados pode ser proveniente, também, da 

contaminação dos reservatórios de água por P. aeruginosa.  

Também em 2018, foi publicado um estudo comparando a prevalência de genes que 

codificam as exotoxinas do SST3 em 185 isolados clínicos de origens diversas (sepse, 

infecção do trato urinário [ITU], FC e infecções pulmonares) e 47 isolados ambientais. Mais 

uma vez, exoT foi o gene mais prevalente (98,5%), seguido de exoY (90%), exoS (65,2%) e 

exoU (32,3%). Apesar de estar presente em menos isolados, exoU foi mais prevalente (53,3%) 

em infecções agudas invasivas, como sepse e infecção pulmonar, em comparação aos isolados 

ambientais (32,3%), de ITU (18,2%) e FC (5,4%) (BOULANT et al., 2018). No nosso 

trabalho, exoU também foi o gene menos prevalente no total dos isolados, mas a mais 

presente nas amostras de bacteremia (6 de 7), corroborando que a presença de exoU está 

associada a infecções agudas e invasivas.  

Já no trabalho publicado por Liew e colaboradores, diferentemente de outros relatos 

encontrados na literatura e dos dados desta tese, o gene exoT não foi detectado em nenhum 

dos 105 isolados clínicos avaliados, incluindo espécimes de bacteremia e de infecções 

crônicas, mostrando que a presença deste gene parece não influenciar no curso ou no tipo de 

infecção (LIEW et al., 2019).  

A prevalência dos genes que codificam as toxinas do SST3 também já foi avaliada em 

amostras clínicas de P. aeruginosa isoladas de cães e gatos. Em um estudo com 27 isolados 

de P. aeruginosa oriundos de amostras de urina, lesão labial, exsudato de orelha e vaginal, e 

dermatite ulcerativa crônica de cães, 100% das cepas foram positivas para exoS, exoT e exoY, 

e negativas para exoU. Entre esses isolados estudados, observamos diferentes tipos de 

infecção crônica e a presença de 3 proteínas efetoras do SST3, porém, não foi detectada 

ExoU. Este achado pode estar relacionado ao tipo de infecção, uma vez que exoU é mais 

frequente em isolados de infecção aguda (SOUSA et al., 2023).  

Em outro estudo publicado em 2023, em que foi avaliado o perfil de resistência a 

antimicrobianos e a presença de genes que codificam exotoxinas em 271 cepas clínicas 

isoladas de infecções diversas de cães e gatos, foi mostrada uma prevalência semelhante dos 

genes que codificam as exotoxinas do SST3 ao reportado no presente estudo e em outros 
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relatos da literatura: exoT foi mais prevalente (97,8%), seguido de exoY (mais de 80%), exoS 

(79,7%) e exoU (17,3%). Houve uma associação significativa entre os isolados exoU+ e a 

resistência a amicacina e marbofloxacino (PLÓKARZ et al., 2023). 

Ainda na linha de pesquisa sobre resistência a antimicrobianos e virulotipos do SST3 

de P. aeruginosa em cães e gatos, em um trabalho com 240 isolados clínicos, o genótipo mais 

observado foi exoU-/exoS+ (81,3%), seguido por exoU+/exoS- (14,6%), exoU-/exoS- (2,9%), 

e exoU+/exoS+ (1,3%), não havendo associação entre as cepas exoU+ com a resistência a 

fluoroquinolonas. Neste caso, vemos que animais domésticos também podem servir de 

reservatório para exoS e exoU. Não foi possível associar o genótipo exoU/exoS com o tipo de 

infecção causada pela falta de informação no estudo. (HAYASHI et al., 2021). A presença 

dos virulotipos foi similar ao observado nesta tese, que encontrou mais isolados exoS+/exoU- 

(46/84) seguido por exoS-/exoU+ (38/84), exoS-/exoU- (3/84) e exoS+/exoU+ (1/84).  

No cenário hospitalar, P. aeruginosa também é um microrganismo frequentemente 

isolado de feridas provocadas por queimaduras. Em 100 cepas isoladas de queimaduras de 

pacientes iranianos, 100% dos isolados foram positivos para exoT e exoY. O gene exoS estava 

presente em 59% das cepas, e exoU em 41%, sendo que a presença de um desses fatores de 

virulência foi associada à resistência a antibióticos (KHODAYARY et al., 2019).  

Contrastando com esse resultado, a diversidade de genes dos fatores de virulência do 

SST3, em outro estudo com feridas causadas por queimaduras, foi discrepante dos demais. 

Foram avaliadas 93 amostras de P. aeruginosa MDR (multidrug-resistant), sendo exoY o gene 

mais prevalente (93,1%), seguido por exoS (43%). Nenhum desses isolados apresentou exoU, 

e apenas 20,4% apresentou exoT, mostrando a heterogeneidade de cepas MDR no perfil de 

expressão gênica (HAGHI et al., 2017).  

Em outros tipos de feridas, nas crônicas, como ferida de "pé diabético", por exemplo, 

o perfil da frequência de genes do SST3 foi semelhante ao dos nossos achados: das 63 cepas 

de P. aeruginosa isoladas de pé diabético, exoT foi encontrada 100%, exoY em 92%, e exoS 

em 78%. Neste estudo, nenhuma das exotoxinas do SST3 mostrou ter papel importante na 

invasão do tecido ou na lesão tecidual (ERTUGRUL et al., 2017). 

A frequência das exotoxinas em outras infecções crônicas, como a otite média, 

também já foi reportada. Park e colaboradores avaliaram a correlação de genótipos exoU/exoS 

e a resistência a antimicrobianos. Ao todo, foram 17 isolados de otite média crônica e 30 

isolados de infecção respiratória e bacteremia. Os isolados de otite crônica mostraram 

diferença quanto à frequência de genes do SST3 quando comparado com as amostras 

respiratórias e de sangue: exoT 100%, exoY 94,1%, exoS 29,4%, e exoU 70,6%, contra exoT 
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96,7%, exoY 83,3%, exoS 90%, e exoU 6,7%. Apesar de ExoS ser uma exotoxina associada a 

infecções crônicas, este estudo reportou maior prevalência em infecções agudas (90%) do que 

em infecções crônicas (29,4%). ExoU, por ser uma fosfolipase, tem atividade citotóxica e 

garante à bactéria características mais invasivas, geralmente sendo mais observada em 

infecções agudas, como bacteremia e VAP, porém, neste caso, exoU foi mais prevalente nos 

isolados crônicos. Em relação à resistência a antimicrobianos, em cepas exoU+ foi observada 

maior resistência a ciprofloxacino e à tobramicina, o que pode explicar a cronicidade da otite 

média crônica (PARK et al., 2016). Em nosso trabalho, todos os isolados respiratórios e de 

sangue são provenientes de infecção aguda. No entanto, nos isolados de bacteremia, exoU foi 

mais prevalente do que exoS, enquanto que, nas amostras de origem respiratória, exoS foi 

mais prevalente.  

Na FC, o ambiente pulmonar contribui para a infecção por P. aeruginosa, principal 

patógeno a colonizar o pulmão de portadores adultos de FC, e segundo mais isolado do 

pulmão de crianças, ficando atrás apenas de Staphylococcus aureus. Nesse contexto, a 

pesquisa de genes do SST3 em isolados de pacientes com FC se dá principalmente pelo 

avaliação do genótipo exoS/exoU, com mais cepas exoS+.  

Um estudo que comparou 114 cepas clínicas (57 isoladas de ferida de queimadura e 57 

isoladas de portadores de FC) apontou que exoS foi mais prevalente nos isolados provenientes 

de FC (70,8%) do que nos isolados oriundos de queimadura (21,1%), sugerindo um possível 

papel de exoS na patogênese das infecções por P. aeruginosa em indivíduos com FC 

(FARAJI et al., 2016).  

Em outro estudo, realizado só com isolados de P. aeruginosa provenientes de crianças 

e adultos com FC, 129 das 143 (90,2%) cepas foram exoS+. A prevalência do gene que 

codifica esta exotoxina foi maior do que a dos genes que codificam outras proteínas 

secretadas pelo SST3 (POURNAJAF et al., 2018).  

Quando foram analisados os virulotipos exoS/exoU na FC, foram encontrados dados 

atípicos, visto que raramente exoS/exoU são expressas juntas. Em um estudo, 49 isolados de 

pacientes com FC foram agrupados em infecções crônicas ou intermitentes. Desses 49 

isolados, 30 (61,2%) apresentaram o virulotipo exoS+/exoU+, seguido por exoS+/exoU- (18 

isolados), e apenas um isolado apresentou o virulotipo exoS-/exoU+. A maior frequência de 

exoS+/exoU+ foi observada nos isolados de infecção intermitente, enquanto que o virulotipo 

exoS+/exoU- foi mais frequente em infecções crônicas (SOCORRO et al., 2020). Como 

mencionado anteriormente, no presente trabalho foi encontrado apenas um isolado clínico 
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exoS+/exoU+, pertencente ao grupo de cepas provenientes de pacientes não infectados com 

SARS-CoV-2 .  

Um estudo interessante foi publicado com o intuito de verificar a expressão de exoU e 

exoS em recém nascidos e crianças, e comparar com amostras ambientais oriundas das casas 

destas crianças e recém nascidos, e de casas sem portadores de FC. A presença de exoS foi 

similar entre as cepas clínicas e ambientais, com 71% e 79%, respectivamente. Porém, as 

cepas ambientais apresentaram frequência menor na expressão do que nas cepas clínicas: 13% 

e 16%, respectivamente (HU et al., 2012). 

 A presença de genes que codificam os fatores de virulência do SST3 também já foi 

estudada em outro tipo de infecção, a ceratite. Um estudo feito com 46 isolados de ceratite de 

P. aeruginosa evidenciou que 46% das cepas não apresentavam exoU ou exoS, 44% (20/46) 

foram exoU+/exoS-, 50% (23/46) exoS+/exoU-, e 7% (3/46) apresentaram genótipo duplo 

positivo exoU+/exoS+ (ZHU et al., 2006). Essa distribuição foi parecida com a relatada em 

outro estudo envolvendo 55 cepas de ceratite de P. aeruginosa (28 isoladas de ceratite 

oriundas de lente de contato e 27 provenientes de infecção sem lente de contato): 64% (35/55) 

apresentaram genótipo exoS+/exoU-, 33 % (18/55) foram exoS-/exoU+ e 4 % (2/55) foram 

exoS+/exoU+ (CHOY et al., 2008).  

 Quando analisamos o comportamento dos fatores de virulência do SST3 de isolados 

clínicos em infecções hospitalares, temos uma distribuição heterogênea e sem padrão 

definido. Em bacteremias, por exemplo, o estudo realizado por SANCHEZ-DIENER e 

colaboradores apresentou o impacto dos fatores de virulência ExoS e ExoU em 593 isolados 

isolados de P. aeruginosa de sangue e em como a presença destes fatores de virulência 

influenciou no resultado clínico do paciente. Dos 593 isolados clínicos, 406 (68,4%) foram 

positivos para exoS e 122 (20,6%) foram positivos para exoU. Apesar de menos frequente nos 

isolados, as cepas exoU+ foram mais encontradas nos isolados mais citotóxicos (SÁNCHEZ-

DIENER et al., 2019).  

Em nosso estudo, nos isolados oriundos de bacteremia (7), exoU foi mais frequente 

detectado do que exoS (6/7), porém, o número de isolados analisados foi menor. Em relação à 

citotoxicidade, em nosso trabalho, tivemos algumas diferenças dos resultados apresentados 

acima: nos isolados clínicos de P. aeruginosa oriundos de pacientes sem infecção por SARS-

CoV-2, as cepas mais citotóxicas também foram exoU+, enquanto as menos citotóxicas foram 

exoU-.  

Outro trabalho feito com 590 amostras clínicas de sangue verificou a presença dos 

genótipos exoS/exoU e sua correlação com a resistência a antimicrobianos. O gene exoS foi 
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mais frequente (75%), enquanto que exoU foi encontrado em 21% das amostras. A frequência 

dos genótipos foi: três isolados exoU+/exoS+ (0,5%), 21 exoU-/exoS- (3,5%), 126 

exoU+/exoS-, 443 exoU-/exoS+ e  21 exoU-/exoS-. Mais uma vez, apesar de menos frequente 

do que exoS, a presença de exoU foi associada com mortalidade precoce (PEÑA et al., 2014).  

Como citado anteriormente, a expressão dos fatores de virulência pode não seguir o 

padrão esperado, a depender de vários fatores. Uma pesquisa feita com 85 cepas de 

bacteremia apontou que mais da metade dos isolados (56%) não apresentava nenhuma das 

duas exotoxinas, ExoU ou ExoS, incomum em isolados clínicos de sangue. O genótipo 

exoU/exoT foi o mais prevalente, com 37 (49%) cepas, seguido de exoT/exoS (8 cepas ou 

22%), exoT (9 cepas ou 24%) e exoS (2 cepas ou 5%). No geral, a presença de genes do SST3 

confere um aumento na virulência em bacteremias causadas por P. aeruginosa (EL-SOLH et 

al., 2012).   

A expressão de fatores de virulência do SST3 também já foi relacionada com os 

sorotipos do antígeno O de P. aeruginosa: 92 isolados de bacteremia foram analisados quanto 

à presença de genes do SST3, à citotoxicidade e a uma possível correlação com o antígeno O, 

sendo o grau de citotoxicidade dividido entre os grupos de citotoxicidade alta, média e baixa. 

Das 92 cepas, 26 que apresentaram alta citotoxicidade possuíam exoU. A maioria dos isolados 

que apresentaram citotoxicidade média (48) possuíam exoS, mas não exoU, e apenas 18 

apresentaram baixa ou nenhuma citotoxicidade. Outro fato interessante deste trabalho é que 

exoU foi detectado mais frequentemente nos sorotipos de antígeno O que causam infecções 

em humanos (BERTHELOT et al., 2003).  

A prevalência de genes que codificam as exotoxinas do SST3 e a sensibilidade a 

antimicrobianos em isolados clínicos de bacteremia também foi avaliada por outros grupos de 

pesquisa. Um estudo envolvendo 122 cepas de P. aeruginosa isoladas de sangue mostrou que 

exoS foi mais prevalente (70,5%) do que exoU (25,4%), e que as cepas clínicas exoU+ foram 

mais propensas à resistência a cefepime, ceftazidima, piperacilina/tazobactam, 

carbapenêmicos, fluoroquinolonas e gentamicina (GAREY et al., 2008).  

Em relação à resistência a antimicrobianos, nos testes de citotoxicidade, algumas 

cepas não puderam ser analisadas por sua resistência à gentamicina. Nestas cepas, exoS foi 

mais prevalente nos isolados resistentes, enquanto que exoU foi mais prevalente em isolados 

sensíveis à gentamicina.  

Devido ao constante aumento de cepas de P. aeruginosa multirresistentes, alguns 

trabalhos evidenciaram o perfil dos genes de fatores de virulência do SST3 em cepas de P. 

aeruginosa multirresistentes isoladas de IRAS. De 72 amostras de crianças com ITU, o gene 
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exoS foi detectado em 66 isolados (92,95%) e exoU, em 40 (56,33%). Os isolados tiveram 

níveis mais altos de resistência a ampicilina, ciprofloxacina e gentamicina. O gene de fator de 

virulência mais detectado em amostras de infecção uretral foi exoU, enquanto que nas 

amostras de pielonefrite e cistite, exoS foi mais frequente (HEIDARY et al., 2016).  

Outro estudo realizado com 102 isolados clínicos multirresistentes de P. aeruginosa 

provenientes de diversas fontes de infecção hospitalar mostrou que o gene de exotoxina do 

SST3 mais frequente foi exoS (69/102), seguido por exoT (37/102), exoY (23/102) e exoU 

(14/102). As cepas bacterianas apresentaram níveis mais altos de resistência a penicilina, 

estreptomicina e tetraciclina (FAZELI E MOMTAZ, 2014). 

Ainda na linha de infecções hospitalares causadas por P. aeruginosa, perfil de 

secreção de exotoxinas do SST3 e resistência a antimicrobianos, há um estudo feito com 

isolados clínicos de P. aeruginosa resistentes a quinolonas e carbapenemas, e sua correlação 

com exoS, exoU, exoY e exoT, em isolados de VAP e sangue. Todos os isolados clínicos 

apresentaram exoS, 87,5% apresentaram exoT, 81,2% apresentaram exoY e 9,4%, exoU. O 

genótipo mais comum encontrado nos isolados foi exoS+/exoT+/exoY+, genótipo até então 

não observado no Brasil, e a resistência a carbapenêmicos foi mais frequente nos isolados de 

VAP (FERREIRA et al., 2015). Os dados de genótipos são similares aos nossos, visto que nos 

isolados clínicos de P. aeruginosa provenientes de pacientes sem (42,9%) ou com COVID-19 

(50%), a frequência de exoS+/exoT+/exoY+ foi maior do que a dos outros genótipos. Tais 

resultados mostram que o genótipo antes não observado no país é visto com mais frequência 

com o passar dos anos.  

Comparando os genótipos de isolados de P. aeruginosa provenientes de infecção 

crônica (FC) e de infecção aguda (bacteremia), vemos que o genótipo exoS+/exoU- foi mais 

encontrado em isolados de FC (84%) do que nos de sangue (56%), enquanto que o genótipo 

exoU+/exoS- foi encontrado em 43% dos isolados de sangue e em 12% dos isolados de FC 

(WAREHAM & CURTIS, 2008). Esses achados corroboram que, geralmente, exoU é mais 

frequente em infecções agudas e exoS em infecções crônicas. 

A diferença nos achados de genótipos e citotoxicidade mostra a heterogeneidade dos 

isolados clínicos. Em primeiro lugar, vemos uma distribuição diferente dos genótipos quando 

comparamos os dois grupos analisados no presente estudo, com isolados de P. aeruginosa 

obtidos de pacientes não infectados com SARS-CoV-2 apresentando seis genótipos do SST3 

distintos, enquanto que os isolados de P. aeruginosa obtidos de pacientes infectados com 

SARS-CoV-2 apresentaram cinco.  
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 Como descrito na literatura, o gene exoU costuma ser detectado em cepas mais 

citotóxicas, resultado também visto neste trabalho. Porém, em cepas menos citotóxicas, exoU 

também foi encontrado, mostrando que outros fatores, além da expressão de proteínas do 

SST3, contribuem com a citotoxicidade dos isolados de P. aeruginosa.  

 De um modo geral, as cepas de P. aeruginosa isoladas de pacientes sem COVID-19 se 

mostraram mais resistentes à gentamicina, mais heterogêneas em relação aos virulotipos e 

mais citotóxicas, quando comparadas com as cepas isoladas de pacientes com COVID-19. 

Além disso, nenhum isolado P. aeruginosa proveniente de pacientes com COVID-19 

apresentou alto grau de citotoxicidade in vitro. 

 Devido à recente pandemia SARS-CoV-2, existem poucas evidências na literatura 

sobre a correlação entre a infecção por este vírus e a infecção por P. aeruginosa, 

necessitando-se, assim, de estudos mais aprofundados. Os dados presentes nesta tese podem 

ajudar a entender o comportamento de P. aeruginosa em infecções respiratórias durante a 

coinfecção com o SARS-CoV-2, norteando o caminho dos cientistas para pesquisas futuras. 

 

 

4.1. Limitações 

 

 

 Durante o desenvolvimento deste trabalho, encontramos algumas limitações, como a 

origem dos espécimes clínicos, que são, em sua maioria, oriundos de secreções respiratórias, 

uma vez que episódios de bacteremia são menos frequentes. Por este motivo, a discrepância 

entre a origem dos isolados clínicos é alta. 

Em relacão aos espécimes clínicos, não podemos afirmar se P. aeruginosa foi 

proveniente de infeccão ou de um episódio de colonizacão. 

A resistência de alguns isolados clínicos à gentamicina não nos deixou avaliar a 

citotoxicidade para células de mamífero destes espécimes. 

A pandemia de COVID-19 é um evento recente, e por este motivo, existem poucas 

evidências na literatura sobre coinfecção  respiratória com P. aeruginosa. A falta de trabalhos 

que forneça informações sobre a presença de genes do SST3 durante a coinfecção com SARS-

CoV-2 não nos permitiu uma análise comparativa aprofundada sobre o comportamento destes 

genes específicos. 
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CONCLUSÕES 

 

 

A análise da prevalência de genes que codificam fatores de virulência do SST3 nas 

amostras de P. aeruginosa, mostrou que ExoT e ExoY foram os dois fatores de virulência 

observados na maioria dos isolados clínicos nos dois grupos de pacientes: com e sem infecção 

simultânea com SARS-CoV-2; 

As amostras de P. aeruginosa oriundas de pacientes assistidos em UTI coinfectados 

com SARS-CoV-apresentaram cinco perfis de genes do SST3: exoU+/exoS-/exoY-/exoT+; 

exoU+/exoS-/exoY+/exoT+; exoU-/exoS-/exoY-/exoT-; exoU-/exoS+/exoY-/exoT+ e exoU-

/exoS+/exoY+/exoT+, enquanto que as amostras clínicas de indivíduos sem coinfecção 

apresentaram seis perfis com apenas uma cepa clínica positiva para os quatro genes; 

  O genótipo exoU+/exoS+/exoY+/exoT+, como já descrito na literatura, é menos 

frequente, e é associado a cepas mais virulentas. A cepa clínica 32 (única positiva para os 

quatro genes) foi encontrada em amostra sanguínea de um paciente sem coinfecção pelo 

SARS-CoV. É possível que o perfil de genes do SST3 encontrado neste isolado clínico possa 

estar associado  a natureza e gravidade da infecção associada; 

O genótipo exoU+/exoS- ocorreu na maioria das amostras de P. aeruginosa  isoladas 

de sangue (6/7 cepas) , sugerindo  que a presenca de exoU possa estar relacionado com o tipo 

de infecção causada (aguda), visto que esta exoproteína tem atividade fosfolipásica na 

membrana das células de mamífero e, leva à rápida morte celular e confere à bactéria um 

caráter mais invasivo; 

Quanto à citotoxicidade dos isolados para células de mamíferos, os espécimes clínicos 

de P. aeruginosa com coinfeção pelo SARS-CoV-2 foram menos citotóxicos do que os 

espécimes clínicos sem coinfecção. Nenhum isolado do grupo com coinfecção apresentou alta 

citotoxicidade nos testes in vitro; 

No grupo de espécimes clínicos sem coinfecção pelo SARS-CoV-2, as cepas clínicas 

24, 25 e 26 apresentaram alta citotoxicidade para células de mamíferos (viabilidade celular 

pós infecção e tratamento com antibiótico menor que 25%). Nestas cepas mais citotóxicas, 

observamos a presença de exoU em todas, e nenhuma foi positiva para exoS , corroborando os 

dados encontrados na literatura de que cepas de P. aeruginosa com exoU costumam ser mais 

citotóxicas e invasivas. 
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