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Pseudomonas aeruginosa são bacilos Gram negativos não fermentadores 

da glicose, ligeiramente curvados, não esporulados, que medem aproximadamente 

0,5 a 1 µm de largura por 1,5 a 5 µm de comprimento. Essa espécie é usualmente 

móvel, possuindo um ou vários flagelos polares. Utiliza glicose e outros carboidratos 

oxidativamente como fonte de energia e, em geral, são citocromo oxidase positiva. 

P. aeruginosa possui um metabolismo respiratório estritamente aeróbio, utilizando 

oxigênio como aceptor final de elétrons (11). Espécies de Pseudomonas podem ser 

isoladas de diversas fontes, tais como solo, água, plantas e animais, incluindo os 

seres humanos. Os requerimentos nutricionais mínimos, sua ampla tolerância a uma 

variedade de condições físicas e sua resistência aos agentes antimicrobianos 

contribuem para o seu sucesso ecológico e para seu papel como um importante 

patógeno relacionado à etiologia das infecções relacionadas à assistência à saúde 

(IRAS) (11, 151). 

P. aeruginosa é considerado o patógeno mais frequentemente associado a 

infecções por pacientes hospitalizados em Unidades de Terapia Intensiva (UTIs).  

Dados do “National Nosocomial Infections Surveillance System” (NNIS) (95) 

reportam esse patógeno como o terceiro agente mais frequentemente associado a 

infecções pulmonares ou do sítio cirúrgico, o quarto patógeno mais frequente em 

infecção do trato urinário e o quinto mais comum em hemoculturas de pacientes com 

sepse (139). Esses dados estão de acordo com aqueles publicados pelo programa 

SENTRY de vigilância de resistência aos antimicrobianos (33). Segundo dados 

desse programa coletados na América Latina, P. aeruginosa é o patógeno mais 

frequentemente isolado em infecções do trato respiratório inferior, o terceiro 

patógeno mais frequente em infecções do trato urinário e do sítio cirúrgico e o quinto 

mais comumente isolado em infecções de corrente sanguínea (145). Um outro 
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estudo de vigilância, conduzido na Europa, identificou P. aeruginosa como o 

segundo patógeno mais frequentemente relacionado a infecções em pacientes 

hospitalizados em UTIs, sendo responsável por 30% das pneumonias, 19% das 

infecções de trato urinário e 10% das infecções de corrente sanguínea (152).  

As opções terapêuticas para o tratamento de infecções causadas por P. 

aeruginosa incluem os aminoglicosídeos (gentamicina, tobramicina, netilmicina e 

amicacina); as fluoroquinolonas (ciprofloxacina e levofloxacina) e as polimixinas. 

Entre os antimicrobianos da classe dos β-lactâmicos que apresentam atividade 

contra P. aeruginosa e podem ser utilizados clinicamente, estão as penicilinas 

(ticarcilina e piperacilina), incluindo suas respectivas associações com inibidores de 

β-lactamase (ácido clavulânico e tazobactam); as cefalosporinas de amplo espectro 

(ceftazidima, cefepima e cefoperazona); os carbapenens (imipenem, meropenem e 

doripenem) e o monobactan aztreonam (190). 

Apesar das amplas opções de tratamento, P. aeruginosa pode desenvolver 

resistência aos β-lactâmicos durante a terapia antimicrobiana (73, 76). Um estudo 

publicado por Gales e colaboradores (45), no qual foram avaliadas amostras de P. 

aeruginosa isoladas de cinco regiões geográficas (Ásia-Pacífico, Canadá, Europa, 

América Latina e Estados Unidos da América), mostrou que as taxas de resistência 

aos β-lactâmicos entre os isolados de P. aeruginosa, provenientes da América 

Latina, eram mais elevadas em comparação àquelas apresentadas por isolados 

provenientes das outras regiões.  

São três os principais mecanismos envolvidos na resistência adquirida aos 

β-lactâmicos: (i) redução da acumulação intracelular dessas drogas, pela perda e/ou 

expressão reduzida das proteínas de membrana externa ou hiperexpressão dos 
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sistemas de efluxo; (ii)  modificações nas proteínas ligadoras de penicilinas (PBPs), 

sítio-alvo desses agentes; (iii)  e alteração enzimática dos antimicrobianos, pela 

produção de β-lactamases (151).  

Entre esses mecanismos, a produção de β-lactamases representa a maior 

ameaça à utilização terapêutica dos β-lactâmicos, pois essas enzimas apresentam 

crescente diversidade, tanto em termos de estrutura, como de espectro de atividade 

(151). Outro mecanismo complexo que contribui para o fenótipo de resistência 

observado em amostras de P. aeruginosa são os sistemas de efluxo. Esses 

sistemas possuem grande importância microbiológica por serem codificados por 

genes cromossomais e por possuírem uma ampla variedade de substratos, podendo 

exportar do interior da célula compostos estruturalmente distintos, promovendo 

resistência a classes não relacionadas de antimicrobianos (71). 

Diante da diversidade de mecanismos de resistência encontrados em 

amostras clínicas de P. aeruginosa, é importante conhecer epidemiologicamente a 

frequência desses mecanismos em nosso meio e em outras regiões do mundo. 

Desta maneira, neste estudo, pretendemos avaliar e comparar a resistência aos β-

lactâmicos em isolados clínicos de P. aeruginosa de infecção de corrente sanguínea, 

obtidos em um hospital brasileiro e outro americano. 
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1.1.1 Objetivo principal 

 

Comparar os mecanismos de resistência aos β-lactâmicos identificados em 

isolados clínicos de P. aeruginosa procedentes de dois hospitais terciários 

universitários, localizados, respectivamente, no Brasil e nos Estados Unidos da 

América. 

 

1.1.2 Objetivos específicos 

 

- Determinar o perfil de sensibilidade aos antimicrobianos em isolados 

clínicas de P. aeruginosa recuperadas de infecção da corrente sanguínea de 

pacientes hospitalizados no Hospital São Paulo (Brasil) e do Medical College of 

Virginia (Estados Unidos da América); 

- Investigar a presença de β-lactamases adquiridas em isolados clínicos de 

P. aeruginosa resistentes aos β-lactâmicos; 

- Avaliar a transcrição gênica dos sistemas de efluxo ABM, CDJ, EFN e XY 

entre os isolados de P. aeruginosa; 

- Avaliar a transcrição gênica da β-lactamase cromossomal AmpC e a sua 

relação com a resistência antimicrobiana entre os isolados de P. aeruginosa; 

- Avaliar a transcrição gênica da proteína de membrana externa OprD e a 

sua possível contribuição para a resistência em isolados clínicos de P. aeruginosa. 
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2.1 β-lactamases 

As β-lactamases são enzimas que conferem proteção às bactérias contra a 

ação de antibióticos β-lactâmicos. São produzidas por numerosas espécies 

bacterianas, porém com diversidades estruturais e localizações diferentes. Nas 

bactérias Gram positivas, as β-lactamases são, em sua maioria, induzíveis e 

excretadas para o meio extracelular, aonde acontece a hidrólise do composto β-

lactâmico antes que esse se ligue às PBPs na membrana celular. Porém, em 

bactérias Gram negativas, as β-lactamases são, particularmente, mais eficazes, 

apresentando uma atividade maior comparada à das bactérias Gram positivas. Em 

Gram negativos, essas enzimas estão localizadas no espaço periplasmático, 

podendo alcançar altas concentrações e agir de modo mais eficiente contra os β-

lactâmicos que estão atravessando esse espaço para atingir as PBPs (15, 76). 

A resistência mediada pelas β-lactamases é resultante da quebra da ligação 

amida no anel β-lactâmico. Primeiramente, a enzima associa-se de forma não-

covalente ao anel β-lactâmico e, então, o radical hidroxila livre do resíduo da serina, 

presente no sítio ativo da enzima, ataca o anel β-lactâmico, formando uma ligação 

covalente acil-éster. A hidrólise do éster formado libera a enzima, que ainda possui 

atividade hidrolítica, e o antimicrobiano hidrolisado, consequentemente inativo (75). 

No caso das metalo-β-lactamases, o mecanismo hidrolítico exato é 

desconhecido. Entretanto, é sabido que o zinco, presente no sítio ativo da enzima, 

se associa a uma molécula de água e interage com o oxigênio do grupamento 

carboxila do anel β-lactâmico. Essa interação orienta e polariza a ligação com o 

antimicrobiano, facilitando, assim, o ataque nucleofílico ao anel β-lactâmico pela 

ligação do zinco a uma molécula de água (166). 
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No entanto, alguns fatores podem interferir na capacidade da β-lactamase 

em conferir resistência, entre os quais destacam-se: (i) a quantidade de enzima 

produzida, (ii) a habilidade da enzima em hidrolisar o antimicrobiano e (iii)  a 

velocidade com que o β-lactâmico penetra na membrana celular externa. A síntese 

das β-lactamases pode ter diferentes origens, podendo ser cromossômica ou 

mediada por plasmídeos e transposons e, além disso, pode ser induzida tanto pela 

presença de β-lactâmicos, como de precurssores da parede celular presentes no 

meio extracelular (75). 

Vários esquemas de classificação foram propostos ao longo dos anos em 

virtude da diversidade de características bioquímicas e moleculares e em 

decorrência do número de β-lactamases identificadas (14). Todavia, as β-lactamases 

são comumente classificadas de acordo com dois esquemas: o proposto por Ambler, 

no qual se baseia em características moleculares, e o de Bush-Jacoby-Medeiros, no 

qual combina características estruturais e funcionais das β-lactamases (3, 15). Com 

base na sequência dos aminoácidos que codificam as β-lactamases, Ambler propôs 

classificá-las em quatro classes moleculares principais: A) serino β lactamases, 

incluindo as β-lactamases de espectro ampliado (ESBLs), penicilinases e 

carbenicilinases; B) metalo-β-lactamases; C) cefalosporinases cromossomais e D) 

oxacilinases (3) (Tabela 1). 
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Tabela 1. Características funcionais e moleculares dos principais grupos de β-lactamases.   

Classificação de Bush-Jacoby-Medeiros (15)  Classificação de Ambler 
(3) Características funcionais  

Grupo Funcional  Subgrupos  Classe Molecular  

1  C 

Enzimas cromossômicas e plasmidiais dos Gram negativos. 
Isoladamente conferem resistência a todos os β-lactâmicos, 
exceto carbapenens. Não são inibidas pelo ácido 
clavulânico. 

2  A, D A maioria das enzimas é inibida pelo ácido clavulânico. 

 2a A 
Penicilinases produzidas por Staphylococcus spp. e 
Enterococcus spp. Conferem alto grau de resistência às 
penicilinas. 

 2b A 
β-lactamases de espectro limitado de bactérias Gram 
negativas. Inclui TEM-1, TEM-2, SHV-1, SHV-11, SHV-77 e 
SHV-85. 

 2be A β-lactamases de espectro ampliado. Conferem resistência às 
cefalosporinas de amplo espectro e monobactâmicos. 

 2bf A β-lactamases derivadas de TEM. Resistentes ao inibidor de 
β-lactamases. 

 2c A Enzimas que hidrolisam a carbenicilina com maior eficiência. 

 2d D Enzimas que hidrolisam a cloxacilina (oxacilina) e são 
fracamente inibidas pelo ácido clavulânico. 

 2e A Cefalosporinases inibidas pelo ácido clavulânico. 

 2f A Enzimas que hidrolisam carbapenens com sítio ativo serina e 
são  inibidas pelo ácido clavulânico. 

3 3a, 3b, 3c B 

Metalo-β-lactamases que conferem resistência aos 
carbapenens e todos os outros β-lactâmicos, com exceção 
dos monobactâmicos. Não são inibidas pelo ácido 
clavulânico. 

4  ND Enzimas não sequenciadas e que não são classificadas nos 
outros grupos. 

ND: não determinada. (Adaptado de Bush et al., 1995 (15)). 
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2.1.1 β-lactamases em Pseudomonas aeruginosa 

Uma das características da P. aeruginosa é a sua capacidade de apresentar 

resistência a diversos antimicrobianos não relacionados e, a presença de β-

lactamases, é considerada a principal causa de resistência bacteriana contra os 

agentes β-lactâmicos. Esse fato pode estar relacionado ao uso frequente e, algumas 

vezes, indiscriminado dos agentes β-lactâmicos na clínica médica. A resistência a 

esses antimicrobianos dificulta o tratamento, aumenta a morbi-mortalidade e os 

custos com o paciente (137). 

As β-lactamases identificadas até o momento em isolados clínicos de P. 

aeruginosa estão descritas abaixo, organizadas de acordo com as respectivas 

classificações por grupo funcional e por classe molecular. Os dados apresentados a 

seguir estão resumidos na Tabela 2. 

 

2.1.2 Cefalosporinases cromossomais ou AmpC 

A β-lactamase AmpC é codificada por genes cromossomais de P. 

aeruginosa, Acinetobacter spp. e em algumas espécies de enterobactérias, como 

Enterobacter spp., Serratia marcescens, Citrobacter freundii, Morganella morganii e 

Yersinia enterocolítica (151). 

Essas enzimas são capazes de hidrolisar penicilinas e cefamicinas com 

grande eficácia, enquanto o aztreonam e as cefalosporinas de terceira geração são 

hidrolisadas com menor eficácia. Normalmente, as cefalosporinas de quarta geração 

e os carbapenens são fracamente hidrolisados pelas enzimas AmpC (58).  

Na ausência de β-lactâmicos, a β-lactamase AmpC é, normalmente, 

produzida em baixos níveis. Porém, na presença de β-lactâmicos indutores, como a 
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cefoxitina e, especialmente, o imipenem, passam a ser produzidas em grande 

quantidade. O mecanismo de indução de AmpC é controlado pela atividade de três 

proteínas – AmpG, AmpD e AmpR. O grau de indução é dependente do β-lactâmico 

indutor. Quando esses antimicrobianos indutores são retirados do meio, a produção 

volta aos níveis basais (58, 190). No entanto, mutações nos genes ampR e ampD 

podem causar hiperexpressão constitutiva de ampC, ou seja, a produção dessas β-

lactamases não diminui com a retirada do agente indutor. Esses mutantes 

apresentam o fenótipo desreprimido e mostram-se, também, resistentes à cefepima 

e cefpiroma (190). 

Recentemente, foram descritas mutações no gene que codificava a enzima 

AmpC que, por ocasionar substituições de aminoácidos específicos no sítio ativo, 

resultavam no aumento do espectro hidrolítico da enzima, que passaram a ser 

denominadas AmpC de espectro estendido ou ampliado (ESAC, por “Extended-

Spectrum AmpC”), também capazes de hidrolisar o imipenem (141). 

 

2.1.3 β-lactamases de espectro limitado 

As enzimas classificadas nos grupos 2b e 2c incluem β-lactamases, cuja 

atividade hidrolítica é perdida frente à ação dos inibidores de serino-β-lactamases, 

como o ácido clavulânico, o sulbactam e o tazobactam. Essas enzimas apresentam 

potente atividade contra as penicilinas e as cefalosporinas de primeira e segunda 

geração, com a particularidade de que as enzimas do grupo 2c hidrolisam 

carbenicilina com igual eficiência com a qual hidrolisam benzilpenicilina. Entre as 

enzimas pertencentes ao subgrupo 2b, TEM-1, TEM-2, TEM-90, TEM-110 e SHV-1 

já foram identificadas em isolados clínicos de P. aeruginosa, enquanto que, entre as 
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β-lactamases pertencentes ao grupo 2c, as variantes PSE-1, PSE-4, CARB-3, 

CARB-4, CARB like e AER-1 foram identificadas nessa espécie (151, 190). 

 

2.1.4 β-lactamases de espectro ampliado (ESBL) 

Apesar de não existir um consenso sobre a sua definição, inicialmente, o 

termo ESBL foi utilizado para se referir àquelas enzimas derivadas de TEM-1/TEM-2 

e SHV-1, que apresentavam atividade hidrolítica contra as cefalosporinas de amplo 

espectro, além de hidrolisarem as penicilinas e os monobactans. Atualmente, esse 

termo é utilizado de maneira mais abrangente, incluindo outras enzimas da classe A 

ou D de Ambler, que apresentam atividade hidrolítica contra as penicilinas, as 

cefalosporinas e o aztreonam. A maioria das enzimas do tipo ESBL é sensível à 

ação dos inibidores de serino-β-lactamase (106). 

No início da década de 90, a produção das enzimas do tipo ESBL passou a 

ser observada entre isolados clínicos de P. aeruginosa (170). Até o momento, foram 

relatadas em isolados clínicos de P. aeruginosa, as ESBL dos tipos TEM, SHV, PER, 

VEB, GES, BEL e CTX-M. Essas enzimas são remotamente relacionadas do ponto 

de vista genético; entretanto, compartilham o mesmo perfil bioquímico de hidrólise e 

inibição pelos diferentes compostos da classe dos β-lactâmicos. As ESBL 

representam o maior grupo de β-lactamases estudadas atualmente (14, 15, 190). 

 

2.1.4.1 TEM 

As ESBLs do tipo TEM são derivadas de TEM-1 e TEM-2. TEM-1 foi 

reportada pela primeira vez em um isolado clínico de Escherichia coli na Grécia. A 

origem da sigla TEM é decorrente do nome da paciente na qual a enzima foi isolada, 
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Temoniera. Esta enzima é codificada por genes localizados, usualmente, em 

elementos genéticos móveis, plasmídios e transposons, que por meio de uma série 

de eventos de transposição e rearranjos, migram para diferentes plasmídeos entre 

microrganismos da mesma espécie ou entre espécies diferentes. Devido à grande 

facilidade de disseminação, essa enzima tem sido descrita em diversas espécies de 

enterobactérias, e em outras espécies bacterianas, como, P. aeruginosa (106).  

O espectro hidrolítico dessa enzima em isolados de P. aeruginosa é similar 

àquele encontrado em ESBLs de enterobactérias: penicilinas de espectro limitado, 

cefalosporinas de amplo espectro e aztreonam (170). 

Dezenas de enzimas do tipo TEM já foram descritas mundialmente, sendo 

algumas resistentes aos inibidores de β-lactamase e, a maioria, apresenta o fenótipo 

ESBL (14; http://www.lahey.org/studies). Em P. aeruginosa, apenas cinco dessas 

enzimas foram reportadas: TEM-4, TEM-21, TEM-24, TEM-42 e TEM-116 (32, 38, 

82, 93, 117). 

 

2.1.4.2 SHV 

A denominação da sigla SHV se refere a uma propriedade bioquímica da 

enzima variável sulfidrila (“sulphydryl variable”). Nesse gene, o fenótipo ESBL é 

caracterizado a partir de substituições de sequências proteicas que ocorrem no gene 

blaSHV-1, e, essas alterações assemelham-se às que acontecem com as ESBL do 

tipo TEM (106). 

A enzima SHV já foi relatada em vários membros da família 

Enterobacteriaceae e em alguns casos de infecções por Acinetobacter spp. (123, 

190). Em P. aeruginosa, poucos isolados foram descritos como produtores dessa 
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enzima. A variante SHV-2 foi originalmente detectada na França (96) e, 

posteriormente, na Tailândia, na Polônia e na Tunísia (23, 81). SHV-5 foi descrita na 

Grécia e Tailândia (23, 98, 123), enquanto SHV-12 foi identificada, até o momento, 

somente na Tailândia (23). 

A análise das sequências de DNA adjcentes ao gene que codifica a enzima 

SHV-2a, encontrada em isolados de P. aeruginosa, revelou sequências idênticas 

àquelas encontradas em um plasmídeo de Klebsiella pneumoniae, que também 

continha o gene blaSHV-12 (181). Essa evidência sugere que os genes que codificam 

essas enzimas podem ser transferidos geneticamente de membros da família 

Enterobacteriaceae para isolados de P. aeruginosa. Entretanto, esse evento ocorre 

com baixa frequência devido a possíveis incompatibilidades para a conjugação e 

replicação plasmidial entre os diferentes gêneros (96). 

 

2.1.4.3 PER 

A primeira descrição de PER-1 foi relatada em 1993, a partir de um isolado 

de P. aeruginosa proveniente da Turquia (99). Desde então, essa enzima foi descrita 

em isolados de P. aeruginosa coletados de diversos países, geograficamente 

distantes, como, Bélgica, Espanha, França, Irã, Iraque, Itália, Japão, Síria e países 

do Leste Europeu (26, 34, 42, 43, 78, 80, 103, 154, 157, 180). A variante PER-2 foi 

descrita a partir de um isolado de Salmonella Typhimurium proveniente da Argentina 

(7). Posteriormente, essa enzima foi identificada em isolados da família 

Enterobactereaceae, Acinetobacter spp. e P. aeruginosa de diferentes países latino-

americanos (22, 105, 162). Ainda não há relatos da presença dessa enzima no 

Brasil. 
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2.1.4.4 VEB 

O primeiro relato de VEB-1 foi de um isolado de E. coli na França (97). Em 

2007, houve uma grande disseminação dessa enzima entre isolados de P. 

aeruginosa que apresentavam resistência à ceftazidima na Bulgária (150). 

Posteriormente, essa enzima foi identificada em isolados de P. aeruginosa na 

Tailândia, Kuwait, Índia, Reino Unido e Irã. Uma nova variante, VEB-3, foi 

identificada em isolados de P. aeruginosa na China, em 2006 (4, 50, 60, 89, 119, 

177). 

 

2.1.4.5 GES 

A enzima GES-1 (Guiana extended spectrum) foi inicialmente identificada 

em um isolado de K. pneumoniae de um paciente que havia sido transferido de um 

hospital da Guiana Francesa para a França, em 1998 (118). Após o primeiro relato, 

variantes de GES foram identificadas em todos os continentes, tanto em isolados 

clínicos de enterobactérias, como em P. aeruginosa e Acinetobacter spp. Até o 

momento, 16 variantes de enzimas do tipo GES já foram identificadas (67, 92, 167, 

171), sendo que, no Brasil, já foram relatadas GES-1 e GES-5 em P. aeruginosa e K. 

ozaenae, GES-7 em K. pneumoniae (19, 29, 37, 110, 116) e GES-16 em S. 

marcescens (dados ainda não publicados) (http://www.lahey.org/studies).  

As β-lactamases do tipo GES foram inicialmente classificadas como ESBL 

por possuírem amplo espectro de ação, que incluiam penicilinas e cefalosporinas de 

amplo espectro, e por apresentarem atividade carbapenemase praticamente nula 

(49). Entretanto, em 2001, uma variante de GES-1 foi reportada em uma amostra de 

P. aeruginosa isolada na África do Sul (120). Essa variante, GES-2, apresentava 
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uma única alteração de aminoácido quando comparada à GES-1, um resíduo de 

asparagina, ao invés de glicina na posição 170 de Ambler e seu espectro de ação 

passou a incluir também os carbapenens. A análise da cinética de GES-2 mostrou 

uma eficiência catalítica contra imipenem 100 vezes maior que GES-1. A partir de 

então, outras variantes de enzimas do tipo GES com atividade carbapenemase 

foram descritas: GES-4, GES-5, GES-6 e GES-11 (92, 171). 

A variante GES-5, por sua vez, foi inicialmente caracterizada a partir de um 

isolado de E. coli, na Grécia, em 2004 (164). Essa nova variante apresentava, em 

comparação com a enzima GES-1, a substituição de um resíduo glicina por serina, 

também na posição 170 de Ambler. Essa substituição rendeu a GES-5 a capacidade 

de hidrolisar imipenem; porém, com eficiência ainda maior que aquela apresentada 

pela variante GES-2 (5). Entre as enzimas do tipo GES com atividade imipenemase, 

somente a variante GES-5 foi identificada em P. aeruginosa, em isolados 

provenientes da China, Espanha e do Brasil (29, 160, 169). 

 

2.1.4.6 BEL 

A enzima BEL-1 foi identificada em um isolado clínico de P. aeruginosa, 

procedente da Bélgica, em 2004. Esta enzima apresenta resistência à ticarcilina e à 

ceftazidima, mas possui sensibilidade reduzida à piperacilina, à cefepima, à 

cefpiroma e ao aztreonam. Essa enzima constitui o segundo exemplar de ESBLs 

que, assim como BES-1, possui resistência seletiva ao tazobactam. Adicionalmente, 

o moxalactam parece ser um bom inibidor da atividade de BEL-1, devido à alta 

afinidade dessa enzima por esse substrato, assim como observado na enzima TEM-

52 (125).  
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O gene blaBEL-1 encontra-se inserido em um cassete cromossômico de um 

integron de classe 1, o In120, e, parece estar restrito à Bélgica, sendo descrito em 

diferentes cidades desse país em isolados clínicos de P. aeruginosa (12). Uma nova 

variante dessa enzima, BEL-2, foi descrita em 2007, também na Bélgica, em um 

isolado de P. aeruginosa. BEL-1 difere de BEL-2 pela substituição de um único 

aminoácido na posição 162 de Ambler (128). 

 

2.1.4.7 CTX-M 

As ESBL do tipo cefotaximase (CTX-M) apresentam apenas 40% de 

similaridade com as β-lactamases TEM e SHV (106). Essas β-lactamases são 

codificadas por genes localizados em plasmídios, os quais normalmente abrigam 

outros genes que conferem resistência aos aminoglicosídeos, ao cloranfenicol, às 

sulfonamidas, ao trimetoprim e à tetraciclina. Acredita-se que a β-lactamase tipo 

CTX-M foi originada a partir da enzima cromossômica AmpC de Kluyvera ascorbata, 

devido ao seu alto grau de similaridade (13). 

O primeiro relato da produção de CTX-M ocorreu em 1990, a partir de um 

isolado clínico de E. coli recuperado na Alemanha (6). Posteriormente, essas 

enzimas se disseminaram por todos os continentes e, em algumas regiões, superam 

a incidência das clássicas ESBL dos tipos TEM e SHV (182). Durante muitos anos, a 

identificação da enzima CTX-M esteve restrita aos membros da família 

Enterobacteriaceae. Em 2006, as enzimas CTX-M-1 e CTX-M-43 foram identificadas 

em isolados clínicos P. aeruginosa provenientes da Holanda e da Bolívia, 

respectivamente (2, 22). A variante CTX-M-2 foi recentemente descrita em isolados 

de P. aeruginosa procedentes de São Paulo e de Porto Alegre, sendo também 



19 

Revisão da Literatura 
 

 

 

identificada em amostras clínicas, desse mesmo patógeno, que apresentavam 

resistência à ceftazidima, isoladas de um hospital universitário localizado em São 

Paulo (113, 115). 

 

2.1.5 Oxacilinases 

As oxacilinases (OXA) receberam esta designação por apresentarem 

atividade hidrolítica potente contra as penicilinas resistentes às penicilinases (a 

oxacilina, a cloxacilina e a meticilina). Uma característica marcante desse grupo de 

enzimas é o fato de serem fracamente inibidas pelo ácido clavulânico, mas 

fortemente inibidas pelo cloreto de sódio. Embora a maioria dos genes que codificam 

enzimas do tipo OXA esteja localizada em plasmídeos, alguns podem ocorrer 

naturalmente no genoma de certas bactérias Gram negativas (129). 

Dentre as dezenas de enzimas do tipo OXA descritas até o momento, existe 

uma divergência em termos de suas propriedades bioquímicas. Algumas enzimas do 

tipo OXA possuem espectro hidrolítico restrito às penicilinas e às cefalosporinas de 

primeira e segunda gerações (oxacilinases de espectro limitado); outras são capazes 

de hidrolisar cefalosporinas de terceira e quarta gerações (ESBL do tipo OXA). 

Certas variantes de OXA apresentam também atividade hidrolítica contra o 

imipenem (carbapenemases do tipo OXA) (88). 

 

2.1.5.1 Oxacilinases de espectro limitado e ESBLs d o tipo OXA 

A evolução das ESBLs do tipo OXA é semelhante à das enzimas TEM e 

SHV, as quais se originaram a partir de enzimas estruturalmente semelhantes, 
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porém, de espectro mais restrito (106). A ESBL do tipo OXA foi originalmente 

descoberta em isolados de P. aeruginosa na Turquia (121). 

No primeiro subgrupo, além de OXA-1 e OXA-30, estão incluídas as enzimas 

OXA-31 e OXA-47. Essas oxacilinases ocorrem com frequência entre amostras de 

enterobactérias, embora OXA-1 e OXA-31 tenham sido também identificadas em P. 

aeruginosa. Enquanto OXA-47 apresenta espectro hidrolítico limitado, OXA-31 é 

capaz de hidrolisar cefalosporinas de quarta geração e, portanto, é considerada uma 

ESBL do tipo OXA. Posteriormente à caracterização inicial de OXA-1, pesquisadores 

evidenciaram que, assim como OXA-31, essa enzima apresentava atividade 

hidrolítica contra cefepima, porém, curiosamente, OXA-1 não é considerada uma 

ESBL do tipo OXA (190). 

Pertencentes ao subgrupo OXA-2, as enzimas OXA-2, OXA-3, OXA-15, 

OXA-21 e OXA-32 já foram identificadas em P. aeruginosa, sendo OXA-2, OXA-3 e 

OXA-21 oxacilinases de espectro limitado. As enzimas OXA-15, OXA-32 e OXA-161, 

por sua vez, apresentam substituição de um único aminoácido, quando comparada à 

OXA-2, o que ocasionou ampliação de seu espectro hidrolítico contra ceftazidima, 

sendo, portanto, consideradas ESBL do tipo OXA (31, 62, 122). 

OXA-10 constitui a enzima do tipo OXA mais prevalente entre isolados 

clínicos de P. aeruginosa. Enzimas pertencentes ao subgrupo OXA 10 incluem OXA-

7, OXA-11, OXA-13, OXA-14, OXA-16, OXA-17, OXA-19, OXA-28, OXA-35, OXA-56 

e OXA-74, das quais somente OXA-7, OXA-10 e OXA-56 apresentam espectro 

hidrolítico limitado (129). 

Dentre as oxacilinases de espectro limitado que não são relacionadas às 

enzimas OXA-1, OXA-2 e OXA-10, os exemplares LCR-1, NPS-1, OXA-5, OXA-20, 
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OXA-46 foram identificados em isolados de P. aeruginosa de diferentes regiões 

geográficas. As ESBL do tipo OXA classificadas neste subgrupo e que já foram 

identificadas nessa espécie bacteriana incluem as variantes OXA-18 e OXA-45 

(129).  

 

2.1.5.2 Carbapenemases do tipo OXA 

As carbapenemases do tipo OXA podem ocorrer naturalmente em alguns 

organismos Gram negativos, assim como podem ser adquiridas pela transferência 

de material genético. Nesse último caso, as carbapenemases do tipo OXA são 

designadas com a sigla CHDLs, por “Carbapenem-Hidrolysing class D β-

Lactamases” (129). 

As CHDLs apresentam capacidade de hidrolisar carbapenens, mas não 

apresentam atividade sobre aztreonam e cefalosporinas de terceira e quarta 

geração. Baseado na identidade de suas sequências de aminoácidos, essas 

enzimas podem ser divididas em quatro subgrupos: OXA-23; OXA-24, cuja 

sequência é idêntica à OXA-40; OXA-58 e OXA-143 (53, 129). Até recentemente, a 

produção de CHDL era restrita a amostras de Acinetobacter spp. Entretanto, em 

2008, a produção de OXA-40 foi identificada em um isolado clínico de P. aeruginosa 

recuperado na Espanha. No referido estudo, plasmídeos idênticos continham o gene 

blaOXA-40 em  P. aeruginosa e em A. baumannii, evidenciando o potencial de 

disseminação interespécies desse determinante de resistência (148). 

 

2.1.6 Serino-carbapenemases 
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A primeira β-lactamase do tipo carbapenemase pertencente à classe 

molecular A descrita foi a enzima SME-1 (“Serratia marcescens enzyme”), a partir de 

um isolado clínico de S. marcescens recuperado em Londres, no ano de 1982. 

Relatos da produção de SME estão restritos, até o momento, aos EUA, Canadá, 

Suíça e Reino Unido (17, 126, 135). 

As enzimas IMI-1 (“imipenem-hydrolyzing β-lactamase”) e NMC-A (“not 

metalloenzyme carbapenemase”) foram descritas, até o momento, unicamente em 

isolados clínicos de Enterobacter cloacae. A β-lactamase IMI possui duas variantes, 

sendo que a sua primeira descrição ocorreu em 1984, nos EUA e, posteriormente, 

na China (135, 137). A primeira descrição de NMC-A foi em Paris, em 1990, sendo 

relatada a presença desta enzima também na Argentina e nos EUA (135). Até o 

momento, não existem relatos de bactérias produtoras destas enzimas no Brasil. 

Isolados produtores de SME, IMI ou NMC apresentam sensibilidade diminuída 

ou resistência às penicilinas, às cefalosporinas de primeira e segunda geração, ao 

aztreonam e ao imipenem, mantendo a sensibilidade às cefalosporinas de terceira e 

quarta geração. Além disso, são inibidos pelos inibidores de serino-β-lactamases, 

como o ácido clavulânico e o tazobactam (135). Os genes que codificam as enzimas 

SME, IMI e NMC estão localizados no cromossomo bacteriano e, até o momento, 

descritas unicamente entre membros da família Enterobacteriaceae. 

Enquanto as enzimas SME, IMI e NMC são raramente relatadas em isolados 

clínicos, as β-lactamases do tipo KPC têm sido descritas com maior frequência tanto 

em isolados clínicos de enterobactérias, como em P. aeruginosa e também em 

Acinetobacter spp (135, 140). 
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A primeira descrição da enzima KPC-1 (“Klebsiella pneumoniae 

carbapenemase”) ocorreu no ano de 2001, na Carolina do Norte (EUA), a partir de 

um isolado de K. pneumoniae, coletado em 1996, durante um estudo de vigilância 

denominado ICARE (“Intensive Care Antimicrobial Resistance Epidemiology”). 

Desde então, onze variantes foram descritas (http://www.lahey.org/studies). No 

entanto, uma recente correção na sequência de nucleotídeos do gene blaKPC-1 

indicou que as enzimas KPC-1 e KPC-2 são idênticas (184).  

Essas carbapenemases são normalmente codificadas por genes localizados 

em plasmídeos e hidrolisam todos os agentes β-lactâmicos, incluindo penicilinas, 

cefalosporinas, monobactâmicos e carbapenens (135). Até recentemente, 

acreditava-se que a disseminação das enzimas do tipo KPC estivesse restrita aos 

membros da família Enterobactereaceae. Entretanto, isolados de P. aeruginosa 

produtores de KPC já foram identificados em alguns países da América Latina, como 

Colômbia, Trinidad e Tobago e Porto Rico (1, 163, 175). A variante KPC-2 foi 

descrita também em um isolado de P. putida  no estado do Texas, nos EUA (9). 

Recentemente, KPC-2, KPC-3, KPC-4 e KPC-10 foram descritas em isolados 

clínicos de Acinetobacter spp., em Porto Rico (140). 

No Brasil, a primeira detecção de isolados clínicos de K. pneumoniae 

produtores de KPC-2 ocorreu no Recife (90). Apesar da descrição dessa enzima ter 

ocorrido no ano de 2009, esses isolados haviam sido coletados anteriormente, em 

2006. Posteriormente, a produção desta enzima foi identificada em isolados clínicos 

de K. pneumoniae procedentes do Rio de Janeiro e São Paulo (107, 108) e, mais 

recentemente, em isolados clínicos de E. cloacae em Porto Alegre (189). 
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2.1.7 Metalo-β-lactamases 

As metalo-β-lactamases (MBL) são enzimas que apresentam potente 

atividade contra carbapenens, mas diferem de outras carbapenemases em três 

principais aspectos: (i) requerem íons Zn+2 ou outros cátions divalentes como cofator 

no sítio ativo; (ii)  são resistentes à ação dos inibidores das serino-β-lactamases, 

embora sofram inibição por agentes quelantes (EDTA, derivados de tiol e do ácido 

dipicolínico); (iii)  não hidrolisam o aztreonam (166). 

As MBLs intrínsecas são normalmente mediadas por cromossomos e podem 

ser encontradas em um número limitado de espécies, como Bacillus cereus, 

Aeromonas hydrophila, Myroides odoratum, Legionella gormannii, Bacteroides 

fragilis e Stenotrophomonas maltophilia (54, 165). As MBLs adquiridas encontram-se 

em estruturas genéticas móveis, facilitando a disseminação dessas enzimas entre 

diferentes espécies bacterianas. Até o momento, foram descritas 10 subclasses de 

MBL adquiridas. 

A primeira descrição de MBL foi a enzima IMP (imipenemase), isolada de S. 

marcescens no Japão, em 1991 (102). Diversas variantes dessa enzima foram então 

descritas em P. aeruginosa, Acinetobacter spp. e enterobactérias de praticamente 

todos os continentes (166, 167). As variantes IMP-1, IMP-16 e IMP-18 já foram 

reportadas em isolados clínicos brasileiros de P. aeruginosa (85, 87, 178). 

Em 1999, a segunda subclasse descrita de MBL adquirida foi denominada 

VIM (Verona imipenemase). Essa enzima foi observada em uma amostra de P. 

aeruginosa originária de Verona, Itália (69). Muitas variantes de VIM já foram 

descritas, tanto em microrganismos fermentadores da glicose, quanto em não 

fermentadores. Embora a maioria das descrições tenha ocorrido na Europa, algumas 
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variantes já foram identificadas nos continentes americano e asiático (135, 166, 

167). 

A terceira subclasse de MBL adquirida, SPM-1 (São Paulo metalo-β-

lactamase), foi encontrada em uma amostra de P. aeruginosa isolada em 2001, 

recuperada do trato urinário de uma criança hospitalizada no Complexo do Hospital 

São Paulo (158). Essa enzima parece ocorrer de forma endêmica no Brasil e, 

especificamente, em isolados de P. aeruginosa, pois, até o momento, não foi 

encontrada em outras espécies bacterianas. Desde a sua primeira descrição, 

amostras produtoras desta enzima foram isoladas em diversas cidades brasileiras, 

tais como: São Paulo, Brasília, Salvador, Fortaleza, Santo André (SP), Londrina, 

Maringá, Curitiba, Recife, Rio de Janeiro, Porto Alegre e São Luiz, sendo que na 

maioria destas descrições foi encontrado um perfil clonal predominante, denominado 

SP (18, 25, 46, 100, 109, 124, 161, 188). 

 A quarta subclasse de MBL adquirida, denominada GIM-1 (German 

imipenemase), foi descrita em cepas de P. aeruginosa isoladas de pacientes 

hospitalizados em Dusseldorf, Alemanha, em 2002 (20). Em 2005, foi descrita uma 

nova MBL adquirida em isolados clínicos de A. baumannii na Coréia, denominada 

SIM-1 (Seul imipenemase) (70). 

Mais recentemente, foram descritas novas subclasses de MBLs adquiridas: 

AIM-1(Australian imipenemase), recuperada de um isolado clínico de P. aeruginosa, 

em 2007, na Austrália (185); KHM-1 (Kyorin Health Science metalo-β-lactamase), 

descrita em 2008, no Japão, em um isolado clínico de C.freundii (147); NDM-1 (MIM-

1) (New Delhi metalo-β-lactamase), descrita em 2008, na Índia, em um isolado 

clínico de K. pneumoniae, e, posteriormente, sua ocorrência foi relatada em 

enterobactérias na Inglaterra (MIM-1) (36, 186); DIM-1 (Dutch Imipenemase), enzima 
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descrita em um isolado de P. stutzeri, em 2009 (127) e TMB-1 (Tripoli MBL), 

recuperada de um isolado clínico de P. aeruginosa detectado da Libia (África), em 

2008 (40). 
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Tabela 2.  β-lactamases identificadas em Pseudomonas aeruginosa, de acordo com a respectiva classific ação funcional e molecular. 
Grupo 

funcional de 
Bush-Jacoby-

Medeiros 

Classe 
molecular 
de Ambler 

Enzimas Referências 

1 C AmpC (PDC-1, PDC-2a, PDC-3a, PDC-4, PDC-5a, PDC-6, PDC-7, PDC-8, 
PDC-9, PDC-10) 141 

2b A TEM-1, TEM-2, TEM-90 (TLE-1), TEM-110, SHV-1 151, 190 

2be A 

PER-1, PER-2 22, 151 
VEB-1, -2, -3 60, 151 
TEM-4, -21, -24, -42, -116 151 
SHV-2a, -5, -12 151 
GES-1, -2b, -5b, -8 (IBC-2), -9 151 
BEL-1, BEL-2 128, 151 
CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-43 2, 22, 113 

2c A PSE-1 (CARB-2), PSE-4 (CARB-1), CARB-3, CARB-4, CARB-like, AER-1 151, 190 

2d D 

Espectro restrito: LCR-1, NPS-1, OXA-1, -2, -3, -4, -5, -7, -9, -10, -12, -20, -
21,-30, -31, -46 151, 190 

ESBL: OXA-4, -11, -13, -14, -15, -16, -17, -19, -18, -28, -31, -32, -35,-45 e -
143. 106 

Carbapenemase 
cromossomal:  OXA-50 190 

adquirida:         OXA-24/40 148 
2f A KPC-2, KPC-5. 9, 163, 175 

3 B 

IMP-1, -4, -6, -7, -9, -10,-12, -13,-15,  -16, -18, -22. 10, 35, 39, 48, 57, 85, 143, 151 
VIM-1, -2, -3, -4, -5, -7, -8, -11, -13, -15, -16, -17, -18. 21, 64, 149 
SPM-1 158 
GIM-1 20 
AIM-1 185 

  TMB-1 40 
 

a Variantes que apresentam maior atividade contra cefepime e imipenem, consideradas ESAC (cefalosporinas de espectro ampliado). 
b Variantes que apresentam atividade hidrolítica contra imipenem. 
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2.2 Sistemas de efluxo 

O primeiro sistema de efluxo descrito em procariotos foi o sistema Tet de E. 

coli responsável pela diminuição da sua sensibilidade à tetraciclina. Posteriormente, 

o sistema de efluxo QacA foi identificado em Staphylococcus aureus como 

determinante de resistência a compostos quartenário de amônio. Desde então, os 

sistemas de efluxo, de codificação plasmidial e cromossomal, vem sendo 

identificados, com maior frequência, em bactérias dos mais variados gêneros e 

espécies. Além disso, esses sistemas vêm sendo implicados tanto na resistência 

intrínseca quanto na adquirida desses microrganismos a agentes antimicrobianos 

(73, 133). O efluxo ativo de drogas foi o último mecanismo de resistência 

antimicrobiana a ser identificado e descrito. 

Os sistemas de efluxo são classificados levando em consideração três 

critérios básicos: (i) a fonte de energia utilizada pelo sistema, (ii) a relação 

filogenética com outros sistemas de efluxo e (iii) a especificidade de substratos, isto 

é, capacidade de transportar diferentes compostos pela membrana. São, dessa 

forma, agrupados em cinco famílias: ABC ("ATP binding cassette"), MFS ("major 

facilitator superfamily"), SMR ("small multidrug resistance"), MATE ("multidrug and 

toxic compound extrusion") e RND ("resistance-nodulation division"), distribuídos 

tanto em bactérias Gram negativas, como também em Gram positivas (73). 

A família RND de sistemas de efluxo é a que possui especificidade a um 

maior número de substratos que englobam antimicrobianos de relevância clínica e 

desempenha um importante papel na resistência intrínseca e adquirida em diversas 

bactérias Gram negativas. Geralmente, os genes que codificam os sistemas de 

efluxo pertencentes a essa família estão localizados no cromossomo bacteriano. 

Porém, a expressão de genes desse sistema em plasmídeos já foi relatada (73). 
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Diferentemente das outras famílias de efluxo, que são constituídas por um 

componente simples, o funcionamento dos sistemas da família RND é baseado na 

abertura de um canal que atravessa as membranas interna e externa da bactéria, 

permitindo que o substrato seja eliminado para o meio extracelular. Esse canal é 

composto por três proteínas: (i) uma, que é a bomba propriamente dita, dependente 

de energia, localizada na membrana citoplasmática e funciona como elemento 

transportador (MexB, MexD, MexF, MexY); (ii)  uma proteína que facilita a passagem 

do substrato pela membrana externa, denominada de porina (OprM, OprJ, OprN, 

OpmB, OmpG, OmpI) e (iii) uma terceira, localizada no espaço periplasmático e que 

une os outros dois componenetes (MexA, MexC, MexE, MexY). Os genes que 

codificam esses sistemas estão organizados em operons, nos quais o primeiro 

codifica a proteína periplasmática, o segundo a proteína transportadora e o terceiro 

gene codifica a proteína de membrana externa (Figura 1) (73).  

 

2.1 Sistemas de efluxo em Pseudomonas aeruginosa 

Por muito tempo, acreditou-se que uma das razões da resistência natural e 

adquirida de P. aeruginosa era devido à impermeabilidade da membrana 

citoplasmática, causada pela presença de proteínas de alto peso molecular. No 

entanto, após a descrição dos sistemas de efluxo, descobriu-se que a resistência de 

P. aeruginosa é determinada pela interação entre a impermeabilidade da membrana 

e o efluxo ativo dos agentes antimicrobianos (151). 

O sequenciamento do genoma de P. aeruginosa permitiu a identificação de 

12 sistemas de efluxo da família RND denominados Mex (“multidrug efflux pump”), 

de expressão constitutiva e codificada por operons, sempre regulados pelo produto 
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de um gene regulador proximal. Dez desses sistemas foram caracterizados até o 

momento: MexAB-OprM (ABM), MexCD-OprJ (CDJ), MexEF-OprN (EFN), MexXY-

OprM (XY), MexJK-OprM, MexGHI-OpmD, MexVW-OprM, MexPQ-OpmE, MexMN-

OprM e TriABC-OpmH (73, 151). Os substratos preferenciais de cada sistema de 

efluxo estão apresentados na Tabela 3. 

De todos os sistemas de efluxo da família RND caracterizados em P. 

aeruginosa, somente ABM, CDJ, EFN e XY tem sido relacionados, até o momento, a 

resistência intrínseca e adquirida a uma ampla variedade de drogas antimicrobianas 

de importância clínica. Os outros sistemas Mex de P. aeruginosa provavelmente 

possuem limitada significância clínica, uma vez que, são capazes de ejetar um 

número menor de antimicrobianos e, até o momento, sua expressão não foi relatada 

entre isolados clínicos (73). 
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Tabela 3. Principais substratos utilizados pelos sistemas de efluxo pertencentes à família RND em Pseudomonas aeruginosa. 

Substratos 

Operons  

mexAB-

oprM 

mexCD-

oprJ 

mexEF-

oprN 

mexXY-

oprM 

mexJK-

oprM 

mexGHI-

ompD 

mexVW-

oprM 

mexPQ-

ompE 

mexMN-

oprM 

triABC-

ompH 

Antimicrobianos  

Cloranfenicol           

Fluoroquinolonas           

Tetraciclinas           

Macrolídeos           

β-lactâmicos           

Novobiocina           

Trimetropim           

Eritromicina           

Sulfonamidas           

Aminoglicosídeos           

Outros compostos  

Biocidas (triclosan)           

Compostos 

aromáticos 
          

Detergentes           

Corantes           

Brometo de etídeo           

Vanadium           

Adaptado de Lister et al., 2009 (73). 
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2.2.1.1 Sistema ABM 

O sistema ABM foi o primeiro sistema de efluxo da família RND 

caracterizado em P. aeruginosa (130). Esse sistema é expresso constitutivamente e 

desempenha um importante papel na resistência intrínseca e adquirida a múltiplos 

antimicrobianos em cepas selvagens de P. aeruginosa (84). 

Os substratos preferenciais de ABM são variados e incluem a extrusão dos 

agentes β-lactâmicos. Entre os β-lactâmicos utilizados como substrato estão 

inclusos os carbapenens, exceto o imipenem. Essa menor afinidade desse sistema 

pelo imipenem, como substrato, ocorre devido à diferença molecular na estrutura 

dos carbapenens (151). 

A regulação do sistema ABM é feita pelo gene mexR, localizado à montante 

do operon mexAB-oprM, que codifica uma proteína repressora da sua transcrição 

(Figura 1). A hiperexpressão desse sistema ocorre em mutantes nalB, que carregam 

alterações no gene repressor e, consequentemente, exibem diminuição da 

sensibilidade aos seus substratos. Contudo, outros estudos demonstraram que os 

genes nalC e nalD também podem modular a expressão do sistema ABM, 

independentemente do regulador proximal mexR (73, 133, 191). 

 

2.2.1.2 Sistema CDJ 

O sistema CDJ é capaz de utilizar como substrato vários agentes 

antimicrobianos; porém, mesmo esse sistema não possuindo como substrato 

preferencial os agentes β-lactâmicos, ele é capaz de extruir cefalosporinas, 

especialmente, as de quarta geração (151). 
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Normalmente, esse sistema não é expresso em cepas selvagens de P. 

aeruginosa. Porém, mesmo que pouco frequente, a hiperexpressão de CDJ pode ser 

observada entre isolados clínicos de P. aeruginosa, com mutações no gene nfxB. 

Esse gene é responsável pela regulação da transcrição desse sistema de efluxo, 

cujo produto reprime fortemente a expressão do operon mexCD-oprJ (84, 131). 

A resistência cruzada a vários antimicrobianos, como fluoroquinolonas, 

meropenem, tetraciclina, trimetropim, macrolídeos, novobiocina e cloranfenicol, pode 

ser observada em consequência da hiperexpressão do sistema CDJ. Porém, esses 

mutantes podem apresentar sensibilidade à carbenicilina, à ceftazidima, ao 

aztreonam e aos aminoglicosídeos, um fenótipo característico de mutantes nfxB, 

provavelmente pela diminuição da expressão de ABM, decorrente do mecanismo de 

corregulação da expressão desses sistemas (73, 84, 131). 

 

2.2.1.3 Sistema EFN 

A expressão de EFN foi originalmente descrita como diminuída em cepas 

selvagens de P. aeruginosa; porém, estudos posteriores relataram a expressão 

desse sistema em baixos níveis nessas cepas (65, 72). 

A transcrição de EFN é dependente da presença de MexT, uma proteína 

ativadora da sua transcrição, codificada por um gene localizado à montante do 

operon de mexEF-oprN (Figura 1) e que parece está suprimido em cepas selvagens 

de P. aeruginosa. O sistema EFN é expresso em cepas denominadas nfxC, que 

apresentam resistência a múltiplas drogas. Variações em mexT são observadas 

entre cepas mutantes que hiperexpressam EFN, porém, a atividade regulatória de 

mexT parece estar relacionada ao produto de um gene localizado à montante, 
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recentemente caracterizado e denominado mexS. Contudo, os mecanismos de 

regulação da expressão de EFN não foram totalmente caracterizados até o momento 

(65, 66, 133). 

A seleção de mutantes nfxC pode ser observada in vitro após a exposição às 

fluoroquinolonas e acredita-se que esses mutantes também possam ser 

selecionados clinicamente (68). Os mutantes nfxC, que hiperexpressam o sistema 

EFN, apresentam aumento da sensibilidade aos β-lactâmicos e aos 

aminoglicosídeos como resultado da diminuição da expressão dos sistemas ABM e 

XY, os quais possuem a sua expressão corregulada por esse sistema (101, 173). 

Além de possuir propriedade ativadora da expressão gênica, acredita-se que 

MexT possua uma função regulatória repressora, implicada da inibição pós-

transcricional da expressão de OprD. Assim, a resistência ao imipenem exibida pelos 

mutantes nfxC é explicada pela redução da expressão de OprD e não como 

consequência direta da extrusão do imipenem pelo sistema de efluxo EFN (174). 

 

2.2.1.4 Sistema XY 

Diferentemente dos outros operons que codificam sistemas de efluxo em P. 

aeruginosa, o operon XY não possui o gene que codifica a proteína de membrana 

externa. Para essa função, o sistema XY utiliza a proteína OprN, que também exerce 

a função de canal extrusivo para vários outros sistemas de efluxo identificados em P. 

aeruginosa (132). 

A deleção de mexXY em cepas selvagens de P. aeruginosa aumenta a 

sensibilidade à tetraciclina, à eritromicina, assim como aos aminoglicosídeos, 

sugerindo que esse sistema de efluxo contribui para a resistência intrínseca a estes 
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antimicrobianos. Adicionalmente, a expressão de XY também pode ser induzida na 

presença desses antimicrobianos (73, 84, 91).  

O sistema XY é regulado negativamente pelo produto do gene mexZ, 

localizado à montante do operon (Figura 1). Mutações inativadoras em mexZ levam 

a hiperexpressão de XY, em decorrência da perda de sua atividade repressora. 

Cepas mutantes de mexZ também apresentam resistência às fluoroquinolonas, 

apesar de não contribuir para a resistência intrínseca à esses antimicrobianos em P. 

aeruginosa (73, 133). Resistência aos β-lactâmicos, como a cefepima e a cefpiroma, 

também foi associada à hiperexpressão desse sistema de efluxo. A hiperexpressão 

do sistema XY foi o principal mecanismo responsável pelo fenótipo de resistência à 

cefepima e sensibilidade à ceftazidima em isolados clínicos de P. aeruginosa 

oriundos de um hospital francês (55, 84). 
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Figura 1.  Organização genética dos dez operons da família RND descritos em P. aeruginosa. Cada 

operon contem os genes que codificam os componentes dos sistemas de efluxo: a proteína de 

fusão periplasmática (azul escuro); a proteína de membrana interna – bomba (azul claro) e a 

proteína de membrana externa – canal extrusivo (vermelho). À montante (em marrom) está 

representado o gene regulador proximal de cada operon, que pode exercer a função ativadora (seta 

para direita) ou repressora (seta para esquerda) de cada gene. Em amarelo, está representado o 

gene que codifica uma proteína de função desconhecida no sistema mexGHI (Adaptado de: Lister et 

al., 2009 (73)). 

 

 

2.3 Proteínas de membrana externa 

A membrana externa das bactérias Gram negativas é composta por 

fosfolipídeos, lipopolissacarídeos e por proteínas de membrana externa (OMP, por 

“outer membrane protein”). A membrana externa constitui uma barreira 

semipermeável, que permite a passagem seletiva de vários compostos, incluindo os 

agentes antimicrobianos. No entanto, para sobreviver, as bactérias devem permitir, 
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também, a passagem de nutrientes para o interior celular. Esse evento ocorre por 

intermédio das porinas (52). 

A perda ou a diminuição da expressão dos genes codificadores das porinas 

pode reduzir a entrada do antimicrobiano na célula, diminuindo a concentração 

interna desse agente, e, consequentemente, contribui para o mecanismo de 

resistência aos β-lactâmicos. Ocasionalmente, a perda e/ou a diminuição das 

porinas pode estar associada, também, à produção de β-lactamases (52). 

Diferentes porinas podem ser encontradas na membrana externa de P. 

aeruginosa, tais como, OprF, OprC, OprD e OprE. Dentre essas, a mais abundante é 

a OprF que, provavelmente, permite a entrada da maioria dos β-lactâmicos no 

interior da célula (52). 

Em P. aeruginosa, OprD é uma porina substrato-específica que facilita a 

difusão de aminoácidos e antimicrobianos para dentro da célula. Como OprD parece 

ser a principal porina utilizada para a entrada de carbapenens, mas não de outros β-

lactâmicos, a perda da mesma pela célula bacteriana, associada à expressão de 

sistemas de efluxo, acarreta na diminuição significativa da sensibilidade de P. 

aeruginosa a essa classe de antimicrobianos, afetando mais o imipenem que o 

meropenem (73). Entretanto, a perda de outras porinas menos específicas, pode 

afetar o transporte de pequenos agentes hidrofílicos, tais como os aminoglicosídeos, 

as tetraciclinas e o cloranfenicol (190). 

A resistência antimicrobiana mediada por OprD pode envolver mecanismos 

que diminuem a transcrição do gene oprD e/ou mutações que podem interromper o 

funcionamento da porina na membrana externa (73). Alguns desses mecanismos já 

caracterizados, que diminuem a expressão de OprD incluem: (i) interrupção da 
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transcrição da porina, por meio de inserções e deleções na região à montante do 

gene promotor oprD; (ii)  transcrição imatura do gene oprD; (iii)  corregulação com 

mecanismos que conferem resistência a metais, como o zinco e o cobre; (iv)  

diminuição da transcrição por meio de mecanismos de corregulação com o sistema 

de efluxo EFN (16, 73, 112). 

Mecanismos que causam deficiência na função da porina OprD incluem (i) 

mutações, inserções e/ou deleções do gene e a presença de “stop codons”; (ii) e 

disrruptura estrutural do gene oprD pela adição de elementos de inserção (44, 73, 

174). 

 

2.4 Proteínas  ligadoras de penicilinas 

As PBPs constituem um importante alvo para a atividade dos β-lactâmicos 

que se ligam, covalentemente, a essas estruturas, impedindo a formação da parede 

celular e causando a lise osmótica da célula. Essas proteínas receberam uma 

denominação numérica, de acordo com o peso molecular; quanto maior o peso 

molecular, menor a numeração que recebem. Diferentes espécies e gêneros podem 

apresentar PBPs com a mesma denominação, porém, essas enzimas não são,  

necessariamente, relacionadas. Até o momento, sete diferentes PBPs foram 

descritas em P. aeruginosa: 1a, 1b, 2, 3, 4, 6 e 7. As PBP-1a, -1b, -2 e -3 

desempenham funções essenciais e não essenciais para a viabilidade da célula. 

Entretanto, os carbapenens possuem afinididade para se ligarem à PBP-2, enquanto 

as cefalosporinas, à PBP-3 (132, 151, 190). 

A resistência aos β-lactâmicos, em consequência de alterações nas PBPs, é 

um mecanismo raro, sendo mais comum em bactérias Gram positivas que em Gram 
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negativas. Entretanto, apesar de pouco frequentes, alterações no sítio-alvo dessas 

enzimas foram descritas em isolados clínicos de P. aeruginosa. Alterações na PBP-4 

foram relatadas em dois estudos, os quais avaliaram isolados clínicos de P. 

aeruginosa, após tratamento com o imipenem e com a piperacilina/tazobactam, 

respectivamente. Um outro estudo sugeriu que a resistência aos β-lactâmicos 

poderia estar associada a um aumento na produção da PBP-3. Entretanto, em uma 

recente avaliação da contribuição de alguns mecanismos que causam resistência 

aos β-lactâmicos em P. aeruginosa, não foram encontradas alterações significantes 

nas PBPs que estivessem associadas à resistência para esses antimicrobianos (151, 

190).  
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3.1 Amostras bacterianas 

Foram avaliadas amostras de P. aeruginosa isoladas de infecção de 

corrente sanguínea procedentes de dois hospitais localizados em diferentes países: 

Hospital São Paulo (HSP) e “Medical College of Virginia” (MCV). 

O complexo do HSP é o hospital universitário da Universidade Federal de 

São Paulo/Escola Paulista de Medicina (UNIFESP/EPM), localizado em São Paulo, 

capital. É um hospital de caráter geral, direcionado ao tratamento de doenças de alta 

complexidade, atendendo pacientes locais e oriundos de outros municípios e 

estados (http://www.unifesp.br/spdm/hsp/descricao.php). O MCV pertence à “Virginia 

Commonwealth University” e está localizado em Richmond, Estados Unidos da 

América. Constitui um renomado centro médico da Virginia, sendo o pioneiro em 

programas de transplantes de órgãos (http:/www.vcu.edu). 

Somente a primeira amostra de P. aeruginosa isolada por paciente foi 

incluída no estudo. As amostras procedentes do HSP encontravam-se bancadas em 

TSB (Tryptic Soy Broth; Oxoid®; Basingstoke; Inglaterra) com 15% de glicerol a         

-70ºC, no banco de microrganismos do Laboratório Especial de Microbiologia Clínica 

(LEMC) e as amostras de procedência do MCV encontravam-se bancadas em ágar 

nutriente (Oxoid®; Basingstoke; Inglaterra), em temperatura ambiente, no Laboratório 

Alerta, ambos os laboratórios pertencentes à Disciplina de Infectologia do 

Departamento de Medicina da UNIFESP/EPM. 

 

3.2 Teste de sensibilidade aos antimicrobianos 

As amostras foram retiradas do banco de microrganismos e subcultivadas 

por duas vezes em ágar columbia base (Oxoid®; Basingstoke; Inglaterra), 



42 

Material e Métodos 
 

 

 

suplementado com 5% de sangue de carneiro desfibrinado, e incubadas por um 

período de 18 a 20 horas em estufa a 35ºC ± 2ºC. Após o isolamento, essas 

amostras foram submetidas ao teste de sensibilidade aos antimicrobianos para 

determinar a concentração inibitória mínima (CIM) por meio da técnica de diluição 

em ágar, seguindo as recomendações do “Clinical and Laboratory Standards 

Institute” (CLSI) (27). 

As soluções estoque dos antimicrobianos testados foram preparadas e 

armazenadas a -70ºC até o seu processamento (27). Foram realizadas diluições 

seriadas dos antimicrobianos em placas de petri, as quais continham ágar Mueller-

Hinton (Oxoid®; Basingstoke; Inglaterra). 

O volume de 1 mL de cada concentração do antimicrobiano foi adicionado a 

tubos contendo 19 mL de ágar Muller-Hinton, previamente fundidos e estabilizados 

em banho-maria a 56ºC (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, EUA). Os tubos 

foram homogeneizados e o conteúdo vertido em placas de petri descartáveis, 

previamente identificadas. 

 O inóculo foi preparado ressuspendendo de três a cinco colônias 

bacterianas previamente isoladas (24 horas de incubação) de cada amostra em 3,0 

mL da solução de cloreto de sódio a 0,85% (Merck® KGaA, Darmstadt, Germany), 

ajustado à escala 0,5 de McFarland em turbidímetro digital (MicroScan Turbidity 

Meter; Dade Behring, West Sacramento, CA), que representa, aproximadamente, 

1,5 a 2 x 108 UFC/mL (unidades formadoras de colônia por mililitro). Adicionalmente, 

foi realizada uma diluição da ordem de 1:10, sendo pipetado 270 µL de água 

destilada estéril e 30 µL do inóculo inicial na base do multinoculador Steers. A partir 

dessa diluição, o inóculo bacteriano foi dispensado simultaneamente sobre a 

superfície do ágar, com o auxílio do multinoculador Steers, o qual dispensa de 1 a 3 
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µl da solução bacteriana, para obter um inóculo final de 1 x 104 UFC/mL. Depois de 

inoculadas, as placas foram secas a temperatura ambiente em fluxo laminar e 

incubadas em estufa a 35ºC ± 2ºC, por um período de 18 a 20 horas. A leitura das 

placas foi procedida manualmente e as amostras classificadas como sensíveis (S), 

intermediárias (I) ou resistentes (R) de acordo com as recomendações do CLSI (28).  

Os antimicrobianos utilizados foram: amicacina (Eurofarma, São Paulo, 

Brasil); aztreonam (Bristol-Myers Squibb, Nova York, EUA); cefepima (Bristol-Myers 

Squibb, Nova York, EUA); ceftazidima (Strides Arcolab, Bangalore, Índia); 

ciprofloxacina (Fresenius Robi, Alemanha); gentamicina (Sigma, Steinheim 

Alemanha); imipenem (Merck Sharp, Nova Jersey, EUA); meropenem (Astra Zeneca, 

Londres, Inglaterra) e piperacilina/tazobactam (Novafarma, Goiás, Brasil). Para o 

controle de qualidade do teste de sensibilidade, as amostras da “American Type 

Culture Collection” (ATCC®) Escherichia coli ATCC® 25922 e Pseudomonas 

aeruginosa ATCC® 27853 foram utilizadas. 

Os dados do perfil de sensibilidade das amostras foram analisados com o 

auxílio do programa SPSS® for Windows versão 17.0. 

 

3.3 Caracterização dos mecanismos de resistência ao s β-lactâmicos 

3.3.1 Teste de Hidrólise Enzimática 

O teste de hidrólise foi utilizado para a detecção da atividade enzimática 

contra os carbapenens (imipenem e meropenem) nas amostras bacterianas 

testadas. 

As amostras foram inoculadas em 15 mL de caldo TSB (Tryptic Soy Broth; 

Oxoid®; Basingstoke; Inglaterra) e incubadas por aproximadamente 12 horas em 
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estufa, sob agitação, a 36ºC ± 2ºC. Após a incubação, as amostras foram 

centrifugadas durante 15 minutos a 3.000 rpm (Sanyo/MSE; Inglaterra) em 

temperatura ambiente para obtenção de um sedimento. Depois de centrifugadas, o 

sobrenadante foi desprezado e o sedimento ressuspenso em 1mL de tampão de 

amostra (TRIS HCℓ 1mM e ZnSO4 1mM) para, então, serem sonicados durante 30 

segundos por quatro vezes (Sonics Vibra CellTM; Newtown, EUA). O material 

sonicado foi transferido para tubos de microcentrífuga de 1,5 mL e centrifugado 

durante 3 minutos a 13.000 rpm a uma temperatura de 4ºC (Eppendorf, Hamburg, 

Alemanha). O sobrenadante foi transferido para um novo tubo de microcentrífuga de 

1,5 mL e mantido no gelo. Uma solução do antimicrobiano foi preparada com, 

aproximadamente, 1,5 unidades de absorbância a 299 nm. Em cubetas de quartzo 

foi adicionado 900 µL da solução do antimicrobiano com 100 µL do extrato protéico. 

As absorbâncias foram obtidas em espectrofotômetro digital (Thermo Fisher 

Scientific, Wilmington, EUA), sendo medida a diferença entre as absorbâncias final e 

inicial a 299 nm. A diminuição gradativa e valores negativos da variação da 

absorbância (∆abs/mim, calculado pela diferença entre o valor da absorbância final e 

o valor da absorbância inicial pelo tempo monitorado) foram considerados resultados 

positivos para a hidrólise enzimática aos carbapenens. 

As amostras que apresentaram hidrólise foram submetidas ao teste de 

inibição da atividade enzimática contra os carbapenens pelo EDTA (ácido 

etilenodiaminotetracético; Sigma, Steinheim Alemenha). Em um tubo de 

microcentrífuga, foi adicionado 15 µL de uma solução de EDTA a 0,5 mM em 235 µL 

do extrato protéico, incubado à temperatura ambiente, por cerca de 20 minutos, e, 

posteriomente, a absorbância foi medida conforme descrito acima. A inibição da 

atividade hidrolítica da enzima foi considerada pela ausência da variação da 
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absorbância do extrato protéico incubado com EDTA na presença do carbapenem. 

Foram utilizadas as cepas de Pseudomonas aeruginosa 1088 produtora de SPM-1, 

como controle positivo e Pseudomonas aeruginosa ATCC® 27853 como controle 

negativo. 

 

3.3.2 Detecção dos genes de resistência aos β-lactâmicos 

A detecção dos genes de resistência foi realizada pela técnica da reação em 

cadeia da polimerase (PCR) convencional ou multiplex, de acordo com os genes 

pesquisados (Tabela 4). 

O DNA bacteriano das amostras foi extraído por meio da técnica de fervura. 

Em um tubo de microcentrífuga de 1,5 mL foi adicionado 350 µL de água Milli-Q® 

estéril (Billerica, MA, EUA) e 3 a 5 colônias bacterianas previamente isoladas (24 

horas de incubação) em placas de ágar nutriente com concentrações subinibitórias 

de ceftazidima. Essa suspensão foi homogeneizada em vórtex (Phoenix, São Paulo, 

Brasil), levada à fervura durante 15 minutos e depois centrifugada por 5 minutos a 

12.000 rpm em temperatura ambiente (Eppendorf, Hamburg, Alemanha). O 

sobrenadante foi transferido para outro tubo de microcentrífuga de 1,5 mL e utilizado 

como o DNA alvo de cada amostra para as reações de PCR. 

As reações de PCR foram preparadas em fluxo laminar, contendo master-

mix (GoTaq® Green Master Mix, Promega, Madison, EUA), água estéril (Water, 

Molecular Biology Grade, Eppendorf AG, Hamburg, Alemanha) e oligonucleotídeos 

(Integrate DNA Technologies, IDT, USA). As condições de termociclagem do DNA 

(Eppendorf, Hamburg, Alemanha) e os oligonucleotídeos iniciadores, que foram 

selecionados de acordo com os genes pesquisados, são apresentados na Tabela 4.  
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A revelação dos produtos da PCR foi realizada por meio de eletroforese em 

gel de agarose a 1,5% (UltrapureTM Agarose, Invitrogen®, Carlsbad, EUA) a 110V 

por 40 minutos em tampão TBE 0,5x (89 nM Tris-Borato e 2 mM EDTA pH 8.0). 

Como marcador de peso molecular, foi utilizado DNA ladder 100 pares de base 

(Invitrogen®, Carlsbad, EUA). O gel foi corado com brometo de etídio e a 

diferenciação das bandas visualizada sob a luz ultravioleta - 320nm (GelDoc 

Quantity One; Bio-Rad Laboratories, EUA). 

Foram pesquisados os genes codificadores de: (a) metalo-β-lactamases 

(blaIMP, blaVIM, blaSPM, blaGIM, blaSIM); (b) oxacilinases (blaOXA23, blaOXA24, blaOXA48, 

blaOXA51, blaOXA58) e (c)  serino-β-lactamases (blaCTX, blaSHV, blaGES, blaPER, blaKPC).  

Na Tabela 5 estão listadas as cepas controle utilizadas neste estudo. 

 

3.3.3 Sequenciamento e interpretação dos resultados  

As reações de sequenciamento foram realizadas a partir da purificação dos 

produtos obtidos nas reações da PCR, utilizando o QIAquick Gel Extraction 

(Qiagen®, Hilden, Alemanha), conforme recomendações do fabricante. A 

quantificação do DNA genômico foi determinada por densidade óptica, em 

espectrofotômetro digital NanoDrop® ND-1000 UV-Vis (Thermo Fisher Scientific, 

Wilmington, EUA), utilizando 2 µL do DNA total purificado. Após a quantificação, 

aproximadamente 70 ng de DNA foram submetidos à reação preparatória de 

sequenciamento, utilizando o kit Big Dye Terminator Cycle Sequencing (Applied 

Biosystems, Foster City, CA). 

As reações de sequencimento foram realizadas no equipamento ABI Prism 

3130, Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Perkin Elmer, CA). As sequências de 
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DNA obtidas e as sequências proteicas derivadas foram analisadas utilizando o 

programa Lasergene Software Package (DNAStar, Madison, EUA) e, então, 

submetidas à comparação com a base de dados genéticos disponíveis na internet 

(http://www.ebi.ac.uk/fasta33/ e http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/). 
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Tabela 4.  Sequência de oligonucleotídeos utilizados para a amplificação dos genes codificadores de β-lactamases. 

Tipo de 
reação de 

PCR 

Oligonucleotídeos 
iniciadores Sequência (5’ – 3’) Gene 

alvo 
Amplicom 

(pb) Condições de termociclagem Referência 

P
C

R
 M

ul
tip

le
x 

M
et

al
o 
β

 la
ct

am
as

es
 

IMP-F1 GAATAGRRTGGCTTAAYTCTC 
blaIMP 188 

Denaturação: 94ºC – 5 minutos; 

Denaturação: 94ºC – 20 

segundos; 

Anelamento: 53ºC – 45 

segundos; 

Extensão: 72ºC – 30 segundos; 

35 ciclos 

Extensão final: 72ºC – 10 

minutos. 

86 

IMP-R1 CCAAACYACTASGTTATC 

VIM-F2 GTTTGGTCGCATACGCAAC 
blaVIM 382 

VIM-R2 AATGCGCAGCACCAGGATAG 

SPM-F1 CTAAATCGAGAGCCCTGCTTG 
blaSPM 798 

SPM-R1 CCTTTTCCGCGACCTTGATC 

SIM-F1 GTACAAGGGATTCGGCATCG 
blaSIM 569 

SIM-R1 TGGCCTGTTCCCATGTGAG 

GIM-F1 TCAATTAGCTCTTGGGCTGAC 
blaGIM 72 

GIM-R1 CGGAACGACCATTTGAATGG 

16S-8 F AGAGTTTGATCCTGGCTCAG Controle 

interno 
1000 

16S-1493 R ACGGCTACCTTGTTACGACTT 

P
C

R
 M

ul
tip

le
x 

O
xa

ci
lin

as
es

 

OXA 23-F GATCGCATTGGAGAACCAGA 
blaOXA-23 501 

Denaturação: 94ºC – 5 min;  

Denaturação: 94ºC – 25 seg; 

Anelamento: 52ºC – 40 seg; 

Extensão: 72ºC – 50 seg; 

35 ciclos 

Extensão final: 72ºC – 6 min. 

176 

OXA 23-R ATTTCTGACCGCATTTCCAT 

OXA 24-F GGTTAGTTGGCCCCCTTAAA 
blaOXA-24 246 

OXA 24-R AGTTGAGCGAAAAGGGGATT 

OXA 51-F TAAAGCTTTGATCGCCCTTG 
blaOXA-51 353 

OXA 51-R TGGATTGCACTTCATCTTGG 

OXA 58-F AAGTATTGGGGCTTGTGCTG 
blaOXA-58 599 

OXA 58-R CCCCTCTGCGCTCTACATAC 
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Tipo de 
reação de 

PCR 
Oligonucleotídeos 

iniciadores Sequência (5’ – 3’) Gene 
alvo 

Amplicom 
(pb) Condições de termociclagem Referência 

P
C

R
 C

on
ve

nc
io

na
l 

O
xa

ci
lin

as
es

 OXA 48-F TGGGTGGCATCGATTATCGG 

blaOXA-48 744 

Denaturação: 94ºC – 10 min; 

Denaturação: 94ºC – 30 seg; 

Anelamento: 53ºC – 1 min; 

Extensão: 72ºC – 1 min; 

35 ciclos 

Extensão final: 72ºC – 10 min. 

Este estudo 

OXA 48-R GAGCACTTCTTTTGTGATGGC 

P
C

R
 C

on
ve

nc
io

na
l 

S
er

in
o 
β

 la
ct

am
as

es
 

SHV-F1 ATGCGTTATTAGTTTCGCCTGTGTATTATC 

blaSHV 1018 

Denaturação: 94ºC – 5 min; 

Denaturação: 94ºC – 1 min; 

Anelamento: 61ºC – 1 min; 

Extensão: 72ºC – 2 min; 

35 ciclos 

Extensão final: 72ºC – 10 min. 

Este estudo 

SHV-R1 TTAGCGTTGCCAGTGAGTCGATC 

CTX-M-F CGCTTTGCGATGTGCAG 
blaCTX-M 544 

Denaturação: 94ºC – 10 min; 

Denaturação: 94ºC – 30 seg; 

Anelamento: 53ºC – 1 min; 

Extensão: 72ºC – 1 min; 

35 ciclos; 

Extensão final: 72ºC – 10 min. 

Este estudo 

CTX-M-R ACCGCGATATCGTTGGT 

KPC-F TCGCTAAACTCGAACAGG 
blaKPC 893 

KPC-R TTACTGCCCGTTGACGCCCAATCC 

GES-F TCACGCACTATTACTGGC 
blaGES 900 

GES-R TATTTGTCCGTGCTCAGG 

PER-F CGCTTCTGCTCTGCTGAT 
blaPER 500 

PER-R GGCAGCTTCTTTAACGCC 

continuação da tabela 4 
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Tabela 5. Cepas controle utilizadas neste estudo para a detecção de genes de 

resistência, por meio da técnica de PCR. 

Cepa e número do 

banco a 
Tipo de β-lactamase 

Classe molecular de 

Ambler (1980) 

P.aeruginosa 234 GES-5 A 

P.aeruginosa 285 PER-1 A 

K. pneumoniae  6278 CTX-M 2 A 

K. pneumoniae HEL2 KPC-2 A 

E. coli 282 SHV-5 A 

K. pneumoniae 283 OXA-48 A 

P.aeruginosa 131 IMP-1 B 

P.aeruginosa 225 VIM-2 B 

P.aeruginosa 1088 SPM-1 B 

A. baumannii 216 OXA-23 D 

A. baumannii 245 OXA-25 D 

A. baumannii 246 OXA-26 D 

A. baumannii 247 OXA-27 D 

A. baumannii 172 OXA-51 D 

A. baumannii 293 OXA-58 D 

 

a Número da amostra referente ao banco de microrganismos do Laboratório Alerta. 
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3.3.4 Quantificação da transcrição gênica 

3.3.4.1 Extração do RNA bacteriano 

As amostras bacterianas foram previamente semeadas em ágar McConkey 

(Oxoid®; Basingstoke; Inglaterra) e incubadas durante 18 a 20 horas à 35ºC ±2ºC. 

No dia seguinte, 3 a 5 colônias foram suspensas em 25 mL de caldo TSB em tubos 

de polipropileno estéreis, incubadas sob agitação a 36ºC, sendo o crescimento 

monitorado em espectrofotômetro digital (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, 

EUA), até atingir o estágio médio da fase logarítmica de crescimento correspondente 

a 1,5 a 2,0 unidades de absorbância a um comprimento de onda de 600 nm (DO600nm 

= 0,5 – 0,6). Quando essa absorbância foi atingida, 1 mL do extrato protéico foi 

ressuspenso em 1 mL de RNA ProtectTM Bacteria Reagent (Qiagen®, Hilden, 

Alemanha) e incubado à temperatura ambiente por 5 minutos. Após esse período, as 

amostras foram centrifugadas a 5000 rpm durante 10 minutos a 4ºC (Eppendorf, 

Hamburg, Alemanha). Depois da centrifugação, o sobrenadante foi aspirado em 

bomba a vácuo e o sedimento ressuspenso em 100 µL de lisozima (Lysozyme from 

Chicken Egg White; Sigma, Steinheim Alemanha), sob agitação moderada durante 5 

minutos. O substrato obtido foi, então, mantido a -20ºC até o seu processamento. A 

extração do RNA bacteriano foi realizada com auxílio do Kit Rneasy Mini Kit 

(Qiagen®, Hilden, Alemanha), conforme recomendações do fabricante. 

Durante o processo de extração de RNA total as amostras foram tratadas 

com desoxiribonuclease (DNAse) com o objetivo de eliminar a possível 

contaminação residual com DNA bacteriano. Para essa finalidade, foi utilizado o kit 

RNase-Free DNase Set, seguindo as recomendações do fabricante (Qiagen®, 

Hilden, Alemanha). 
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O RNA total isolado foi eluído em 30 µL de água DEPC 

(Diethylpyrocarbonate Treated Water; Invitrogen®, Carlsbad, EUA) e sua 

concentração determinada em espectrofotômetro digital NanoDrop® ND-1000 UV-Vis 

(Thermo Fisher Scientific, Wilmington, EUA), em contraste com água DEPC, nos 

comprimentos de onda de 260 e 280 nm. A quantificação de RNA de cada amostra 

foi estimada utilizando a correlação de uma unidade de densidade óptica a 260 nm 

equivalente a 40 µg de RNA por mililitro de solução. A relação entre as unidades de 

absorbância a 260 e 280 nm (A260/280) foi calculada para determinação da pureza 

da amostra de RNA, considerando valores em torno de 2,0 como aceitáveis.  

Adicionalmente, foi realizada, para cada amostra de RNA total, uma PCR 

utilizando oligonucleotídeos iniciadores que amplificam uma sequência do DNA 

ribossomal de eubactérias, com o intuito de confirmar a ausência de resíduos de 

DNA bacteriano contaminante na solução de RNA. Em fluxo laminar, uma solução-

mãe foi preparada contendo master-mix (GoTaq® Green Master Mix, Promega, 

Madison, EUA), água estéril (Water, Molecular Biology Grade, Eppendorf AG, 

Hamburg, Alemanha) e o par de oligonucleotídeos iniciadores (Integrate DNA 

Technologies, IDT, USA) que amplificava a sequência do DNA ribossomal 16S-8-F e 

16S-1943-R na concentração final de 2 mM de cada oligonucleotídeo. A solução-

mãe foi mantida a, aproximadamente, 4°C durante seu  preparo e, após leve 

agitação, 19 µL foi transferido para cada tubo de amplificação, que continha 1 µL da 

solução de RNA a ser testada. As condições para a amplificação foram: 35 ciclos de 

94ºC por 30 segundos; 53ºC por 45 segundos; 72ºC por 30 segundos. A etapa de 

extensão final foi realizada por 10 minutos a 72ºC. Após ciclagem, a revelação do 

produto da PCR foi realizada por eletroforese em gel de agarose 1% (UltrapureTM 

Agarose, InvitrogenTM, Carlsbad, EUA), seguida por visualização sob luz ultravioleta 
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– 320nm (GelDoc Quantity One; Bio-Rad Laboratories, EUA). A ausência de 

amplificação confirmava a ausência de DNA residual contaminante. 

 

3.3.4.2 Síntese de cDNA 

A síntese de cDNA foi realizada por meio da reação de transcriptase reversa 

utilizando o High-Capacity cDNA Archive Kit, seguindo as recomendações do 

fabricante (Applied Biosystems, Foster City, EUA). Uma reação contendo 5 µg de 

RNA total da amostra e os reagentes fornecidos pelo kit utilizado que correspondiam 

a 10 µL de tampão, 4 µL de dNTPs, 10 µL de oligonucleotídeos randômicos, 250 U 

da enzima transcriptase reversa e água destilada livre de nucleases q.s.p. 50 µL foi 

incubada a 25ºC por 10 minutos, seguido imediatamente por uma segunda etapa de 

incubação a 37ºC durante 120 minutos. O cDNA, produto da reação de transcriptase 

reversa, foi armazenado a -20ºC até o momento do seu processamento em uma 

etapa posterior. 

 

3.3.4.3 Reação de polimerase em cadeia em tempo rea l (qRT-PCR) 

A quantificação da transcrição dos genes que codificam componentes dos 

sistemas de efluxo de P. aeruginosa avaliados, mexB, mexD, mexF, mexY, do gene 

que codifica a proteína de membrana externa oprD e da β-lactamase cromossomal 

ampC, foi realizada pela técnica da PCR quantitativa em tempo real (qRT-PCR) e 

comparada às respectivas transcrições desses genes na cepa selvagem PA01. 

O princípio do método baseia-se na detecção da fluorescência na placa de 

reação à medida que a dupla fita de DNA é gerada. As sequências de 

oligonucleotídeos são apresentadas na Tabela 6. As reações de PCR em tempo real 
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para cada gene avaliado foram feitas em triplicada utilizando a mistura para PCR em 

tempo real qRT-PCR Platinum® SYBR® Green qPCR SuperMix-UDG (Invitrogen®, 

Carlsbad, EUA). Para amplificação dos respectivos genes, foram adicionados 2 µL 

da solução de cDNA da amostra teste a 12,5 µL da mistura para qRT-PCR, 1 µL de 

cada par de oligonucleotídeos iniciadores a uma concentração de 10 µM (Integrate 

DNA Technologies, IDT, USA) e água DEPC q.s.p 25 µL. A qRT-PCR das amostras 

foi realizada em termociclador Eppendorf Mastercycler® Realplex4 (Eppendorf, 

Hamburg, Alemanha). As condições de termociclagem foram: 50ºC por 2 minutos, 

seguidos de mais 2 minutos a 95ºC; 40 ciclos de 95ºC durante 15 segundos e 60ºC 

por 30 segundos, de acordo com as recomendações técnicas do fabricante. A curva 

de desnaturação (“melting curve”) foi determinada no final da termociclagem para 

certificar a presença de uma única sequência de DNA, resultado da reação de 

amplificação. 
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Tabela 6. Oligonucleotídeos iniciadores utilizados na reação de qRT-PCR para os 

genes alvos mexB, mexD, mexF, mexY, oprD e ampC e para o gene de referência 

rpsL. 

Genes 
Oligonucleotídeos 

iniciadores 
Sequência 5’ – 3’ (a) 

mexB 
mexB-F GTGTTCGGCTCGCAGTACTC 

mexB-R AACCGTCGGGATTGACCTTG 

mexD 
mexD-F CGAGCGCTATTCGCTGC 

mexD-R GGCAGTTGCACGTCGA 

mexF 
mexF-F CGCCTGGTCACCGAGGAAGAGT 

mexF-R TAGTCCATGGCTTGCGGGAAGC 

mexY 
mexY-F CCGCTACAACGGCTATCCCT 

mexY-R AGCGGGATCGACCAGCTTTC 

oprD 
oprD-F TCCGCAGGTAGCACTCAGTTC 

oprD-R AAGCCGGATTCATAGGTGGTG 

ampC 
ampC-F CTGTTCGAGATCGGCTC 

ampC-R CGGTATAGGTCGCGAG 

rpsL 
rpsL-F GCAAGCGCATGGTCGACAAGA 

rpsL-R CGCTGTGCTCTTGCAGGTTGTGA 

(a) Xavier, 2006 (179) 

 

 

 

 



56 

Material e Métodos 
 

 

 

3.3.4.4 Análise da transcrição gênica 

O gene ribossomal rpsL foi utilizado como gene de referência para 

normalização da transcrição dos genes alvos. A análise da transcrição foi feita 

utilizando a planilha qGene e o modelo matemático proposto por Muller e 

colaboradores (94), onde a expressão normalizada (EN) é calculada de acordo com 

a fórmula: EN = (Egene alvo)
Ct gene alvo/(ErpsL)

Ct rpsL; onde, E é a eficiência da reação de 

amplificação para os genes testados; Ct é ciclo em que foi detectado fluorescência 

durante a amplificação na reação de qRT-PCR, acima do limite basal de 

fluorescência observada no início na reação. 

A eficiência das reações de amplificação dos genes estudados foi 

determinada de acordo com a fórmula: E = 10 (-1/slope), onde o “slope” representa a 

inclinação da reta no gráfico da regressão linear das médias dos valores de Ct, 

observadas nas três reações de qRT-PCR para as diluições seriadas da solução de 

cDNA da amostra de P. aeruginosa PA01. A EN dos genes pelas amostras foi 

calculada de acordo com os valores de Ct observados nas reações de qRT-PCR, 

realizadas em triplicata. A média da expressão normalizada (MEN) dos genes foi 

calculada a partir dos valores de EN dos genes pelas amostras estudadas. 

A transcrição relativa dos genes em cada isolado clínico de P. aeruginosa foi 

calculada em relação à cepa selvagem PA01, dividindo a MEN de cada gene, pela 

MEN dos respectivos genes da amostra referência. Assim, o resultado da transcrição 

relativa indica quantas vezes um gene é transcrito em uma amostra em relação a 

transcrição desses mesmos genes na cepa de referência utilizada. 

Nas amostras clínicas avaliadas, foram consideradas significativas 

alterações na transcrição gênica relativa de, no mínimo, duas e quatro vezes para os 
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os genes mexB e mexY e mínimo de 100 vezes para mexD e mexF, quando 

comparadas com a transcrição da cepa referência PA01. Para o gene que codifica a 

β-lactamase cromossomal ampC, foram consideradas significativas alterações na 

transcrição gênica relativa de, no mínimo, dez vezes quando comparadas com a 

transcrição da cepa referência PA01. Para o gene da proteína de membrana externa 

oprD, foram consideradas significativas a redução de 30% da transcrição dos genes 

dessa proteína, também quando comparados à transcrição da cepa referência PA01 

(134, 142). 

 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. Resultados
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4.1 Amostras bacterianas   

Foram avaliadas 145 amostras de P. aeruginosa neste estudo, sendo 84 

isolados obtidos no período de janeiro de 2000 a maio de 2002 de pacientes 

hospitalizados no HSP, e 61 isolados obtidos no período de janeiro de 1996 a 

dezembro de 2003, provenientes do MCV. Todos os isolados foram recuperados de 

hemoculturas de pacientes diagnosticados com infecção de corrente sanguínea 

(ICS) por esse patógeno, de acordo com os critérios do “Centers for Disease Control 

and Prevention” (CDC) (47). 

 

4.2 Teste de sensibilidade aos antimicrobianos 

As concentrações inibitórias mínimas (CIMs) capazes de inibir o crescimento 

bacteriano em 50% (CIM50) e 90% (CIM90) e o perfil de sensibilidade das 145 

amostras de P. aeruginosa estudadas frente aos antimicrobianos testados estão 

apresentados na Tabela 7. 

Apesar da ceftazidima e da cefepima exibirem a mesma potência 

antimicrobiana (CIM50, 8 µg/mL), a cefepima apresentou maior taxa de sensibilidade 

(66,9%) que a ceftazidima (54,5%) contra os isolados de P. aeruginosa avaliados. 

Entre os carbapenens, imipenem foi duas vezes mais potente (CIM50, 2 µg/mL) que o 

meropenem (CIM50, 4 µg/mL), sendo a taxa de sensibilidade igual para os dois 

antimicrobianos (61,4%). 

A gentamicina foi oito vezes mais potente (CIM50, 2 µg/mL)  que a amicacina 

(CIM50, 16 µg/mL); porém, as taxas de sensibilidade foram semelhantes para os dois 

antimicrobianos (58,6% e 57,2%, respectivamente). Aztreonam (CIM50, 16 µg/mL) e 

piperacilina/tazobactam (CIM50, 16/4 µg/mL) apresentaram a mesma potência in 
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vitro, mas as taxas de sensibilidade foram maiores para a piperacilina/tazobactam 

(68,3%) que para o aztreonam (44,1%). A ciprofloxacina apresentou baixa potência 

antimicrobiana (CIM50, 4 µg/mL), sendo também o antimicrobiano que apresentou a 

menor taxa de sensibilidade (28,3%). 

 

Tabela 7 . Distribuição da potência e perfil de sensibilidade aos antimicrobianos das 

145 amostras clínicas de Pseudomonas aeruginosa isoladas de hemoculturas do 

Hospital São Paulo e do Medical College of Virginia. 

Antimicrobiano 
CIMa (µg/mL)  % por categoria b 

CIM50 CIM90 Variação  Sensível  Resistente  

Ciprofloxacina 4 >4 0,12 – 4 28,3 60,7 

Aztreonam 16 >32 2 – 32 44,1 33,1 

Ceftazidima 8 >32 1 – 32 54,5 32,4 

Cefepima 8 32 1 – 32 66,9 18,6 

Amicacina 16 >64 8 – 64 57,2 34,5 

Gentamicina 2 >16 2 – 16 58,6 37,2 

Piperacilina/Tazobactam 16/4 256/4 8/4 – 256/4 68,3 31,7 

Meropenem 4 32 0,25 – 32 61,4 26,9 

Imipenem 2 16 0,25 – 32 61,4 24,1 

aCIM determinada pela técnica de diluição em ágar, de acordo com as 

recomendações do CLSI (27). 
bAs porcentagens de sensibilidade e resistência foram determinadas seguindo os 

parâmetros estabelecidos pelo documento do CLSI, M100-S19 (28). 

 

Analisando os dados separadamente, por procedência das amostras, 

podemos observar que os isolados do HSP apresentam taxas de sensibilidade 
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menores do que os isolados do MCV, exceto para o antimicrobiano ciprofloxacina. 

Apesar da potência antimicrobiana desse agente ter sido igual entre os isolados do 

HSP e do MCV (CIM50, 4 µg/mL), 46,6% e 3,3% dos isolados foram sensíveis à 

ciprofloxacina, respectivamente (Tabela 8). 

As cefalosporinas testadas, ceftazidima e cefepima, foram duas vezes mais 

potentes contra os isolados de P. aeruginosa do MCV (CIM50, 8 µg/mL e CIM50, 4 

µg/mL, respectivamente), do que contra os isolados do HSP (CIM50, 16 µg/mL e 

CIM50, 8 µg/mL, respectivamente). Os carbapenens, imipenem e meropenem, foram 

quatro vezes mais potentes (CIM50, 1 µg/mL) contra os isolados do MCV, do que 

contra os isolados do HSP (CIM50, 4 µg/mL). As porcentagens de sensibilidade ao 

meropenem (77,0%) e ao imipenem (75,4%) também foram maiores entre os 

isolados coletados no MCV que aquelas coletadas no HSP (50,0% e 51,2%, 

respectivamente). 

Aztreonam e piperacilina/tazobactam foram duas vezes mais potentes entre 

os isolados do MCV (CIM50, 8 µg/mL; CIM50, 16/4 µg/mL, repectivamente), em 

relação aos isolados do HSP (CIM50, 16 µg/mL; CIM50, 32/4 µg/mL, 

respectivamente).  

O único antimicrobiano que apresentou potência in vitro maior para os 

isolados do HSP foi a amicacina (CIM50, 8 µg/mL), sendo duas vezes menos potente 

para os isolados do MCV (CIM50, 16 µg/mL). Porém, as taxas de sensibilidade a 

esse antimicrobiano para os dois grupos de isolados analisados foram semelhantes: 

57,1% e 57,4% para os isolados do HSP e do MCV, respectivamente. 
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Tabela 8. Distribuição da potência e perfil de sensibilidade aos antimicrobianos testados nas amostras clínicas de Pseudomonas 

aeruginosa isoladas de hemoculturas do Hospital São Paulo e do Medical College of Virginia. 

Antimicrobiano 

Hospital São Paulo (n=84) Medical College of Virgin ia (n=61) 

CIMa (µg/mL) 
% por 

categoria b 
CIMa (µg/mL) 

% por 

categoria b 

CIM50 CIM90 Variação S c Rc CIM50 CIM90 Variação S c Rc 

Ciprofloxacina 4 >4 0,12 – 4 46,4 51,2 4 >4 0,12 - 4 3,3 73,8 

Aztreonam 16 >32 2 – 32 36,9 45,2 8 32 2 - 32 54,1 16,4 

Ceftazidima 16 >32 1 – 32 48,8 40,5 8 >32 1 - 32 62,3 21,3 

Cefepima 8 32 1 – 32 58,3 21,4 4 32 1 - 32 78,7 14,8 

Amicacina 8 >64 8 – 64 57,1 41,7 16 >64 8 - 64 57,4 24,6 

Gentamicina 8 16 2 – 16 47,6 50,0 2 16 2 - 16 73,8 19,7 

Piperacilina/Tazobactam 32/4 256/4 8/4 – 256/4 60,7 39,3 16/4 256/4 8 /4- 256/4 78,7 21,3 

Meropenem 4 32 0,25 – 32 50,0 39,9 1 8 0,25 - 32 77,0 9,8 

Imipenem 4 32 0,25 – 32 51,2 27,4 1 16 0,25 - 32 75,4 19,7 
a CIM determinada pela técnica de diluição em ágar, de acordo com as recomendações do CLSI, M11-A7 (27). 

b As porcentagens de sensibilidade e resistência foram determinadas seguindo os parâmetros estabelecidos pelo documento do 

CLSI, M100-S19 (28).  

c S, porcentagem de sensibilidade; R, porcentagem de resistência. 
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4.3 Caracterização dos mecanismos de resistência ao s β-lactâmicos 

4.3.1 Teste de hidrólise enzimática 

Entre as 145 amostras de P. aeruginosa estudadas, sete (4,82%) 

apresentaram hidrólise enzimática frente aos carbapenens testados. O EDTA foi 

capaz de inibir a atividade enzimática do extrato protéico bruto dessas sete amostras 

contra o imipenem e o meropenem, sugerindo, assim, a produção de MBL. 

Todos os isolados que apresentaram hidrólise enzimática para os 

carbapenens foram procedentes do HSP. Nenhum isolado do MCV apresentou 

hidrólise enzimática frente a esses antimicrobianos. 

 

4.3.2 Detecção dos genes de resistência aos β-lactâmicos 

4.3.2.1 Detecção de MBL 

A detecção de genes codificadores de MBL foi observada em sete (4,82%) 

das 145 amostras estudadas. Os isolados produtores dessas enzimas foram os 

mesmos que apresentaram hidrólise enzimática para os carbapenens, sendo todos 

procedentes do HSP. 

Entre os sete isolados detectados como produtores de MBL, cinco eram 

produtores da enzima SPM-1 e dois eram produtores da enzima do tipo IMP, IMP-1 

e IMP-16. De acordo com os parâmetros estabelecidos pelo CLSI (28), os isolados 

produtores de SPM-1 eram resistentes a todos os antimicrobianos testados (Tabela 

Anexo I).  

Os dois isolados produtores de IMP-1 e IMP-16 apresentaram perfis de 

sensibilidade distintos entre si e entre os isolados produtores de SPM-1. O isolado 
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produtor de IMP-1 apresentou sensibilidade à amicacina (CIM, ≤8 µg/mL), à 

gentamicina (CIM, 2 µg/mL), à ceftazidima (CIM, 8 µg/mL), e à 

piperacilina/tazobactam (CIM, 32/4 µg/mL); sensibilidade reduzida ao aztreonam 

(CIM, 16 µg/mL) e à cefepima (CIM, 16 µg/mL); resistência ao meropenem (CIM, 32 

µg/mL), ao imipenem (CIM, 16 µg/mL) e à ciprofloxacina (CIM, >4 µg/mL). O isolado 

produtor de IMP-16 era sensível somente à piperacilina/tazobactam (CIM, 32/4 

µg/mL) e à amicacina (CIM, 16 µg/mL), sendo resistente a todos os outros 

antimicrobianos testados (Tabela Anexo I). 

  

4.3.2.2 Detecção das oxacilinases 

Não houve detecção de nenhum gene codificador das oxacilinases blaoxa23, 

blaoxa24, blaoxa48, blaoxa51, blaoxa58 nas amostras procedentes do HSP e do MCV. 

 

4.3.2.3 Detecção das serino- β-lactamases 

Não houve detecção dos genes blaCTX, blaSHV, blaPER e blaKPC para os 

isolados de P. aeruginosa procedentes do HSP e do MCV. 

O gene da carbapenemase GES-5 foi detectado em apenas um isolado do 

HSP, correspondendo a 0,69%. Esse isolado apresentou sensibilidade reduzida à 

ceftazidima (CIM, 16 µg/mL) e resistência a todos os outros antimicrobianos 

testados. Entre os isolados do MCV, essa enzima não foi identificada. 

 

4.3.2.4 Transcrição dos genes codificadores dos sis temas de efluxo, da 

β-lactamase cromossomal AmpC e da proteína de membra na externa OprD 
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 Considerando os parâmetros estabelecidos para identificar a transcrição 

dos genes codificadores dos sistemas de efluxo avaliados neste estudo (mínimo de 

duas vezes para mexB, mínimo de 100 vezes para mexD e mexF e mínimo de 

quatro vezes para mexY, em comparação à cepa referência PA01), 62 (73,8%), 81 

(96,4%), 84 (100%) e 49 (58,3%) amostras clínicas de P. aeruginosa procedentes do 

HSP, apresentaram transcrição basal para os genes mexB, mexD, mexF e mexY, 

codificadores dos sistemas de efluxo ABM, CDJ, EFN e XY, respectivamente. Os 

genes que codificam a proteína de membrana externa oprD e a β-lactamase 

cromossomal ampC apresentaram transcrição basal em sete (8,3%) e em 58 

(69,0%) amostras clínicas, respectivamente (Tabela 9).  

Os genes codificadores dos sistemas ABM, CDJ, EFN e XY apresentaram 

transcrição basal em 46 (75,4%), 60 (98,3%), 57 (93,4%) e 50 (81,6%) isolados 

clínicos procedentes do MCV, respectivamente. O gene ampC apresentou 

transcrição basal em 58 (95,0%) isolados e oprD apresentou transcrição basal em 

cinco (8,1%) isolados (Figura 2). 

O aumento da transcrição de, pelo menos, um dos quatro genes que 

codificam os sistemas de efluxo avaliados foi observada em 60 (71,4%) e 31 (50,8%) 

isolados de P. aeruginosa procedentes de hemoculturas do HSP e do MCV, 

respectivamente, quando comparados com a transcrição da cepa referência PA01. O 

aumento da transcrição do gene ampC foi observado em 26 (30,9%) e três (5,0%) 

isolados, e a redução da transcrição de oprD em 77 (91,6%) e 56 (91,8%) amostras 

do HSP e do MCV, respectivamente (Figura 3 e Tabela 9). 
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Figura 2. Porcentagem de isolados de Pseudomonas aeruginosa procedentes do HSP e do MCV que apresentaram transcrição 

basal para os genes mexB, mexD, mexF e mexY, codificadores dos sistemas de efluxo ABM, CDJ, EFN e XY, respectivamente, e 

para os genes ampC e oprD, em comparação com a transcrição na cepa referência PA01. 
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Figura 3. Porcentagem de isolados de Pseudomonas aeruginosa procedentes do HSP e do MCV que apresentaram aumento da 

transcrição dos genes mexB, mexD, mexF e mexY, codificadores dos sistemas de efluxo ABM, CDJ, EFN e XY, respectivamente, 

para o gene codificador da β-lactamase cromossomal ampC e redução da transcrição do gene oprD, em comparação com a 

transcrição na cepa referência PA01. 
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Tabela 9.  Número e porcentagem de isolados de Pseudomonas aeruginosa 

procedentes do Hospital São Paulo e do Medical College of Virginia que 

apresentaram transcrição basal e alteração da transcrição para os genes 

codificadores dos sistemas de efluxo ABM, CDJ, EFN e XY, para a β-

lactamase cromossomal AmpC e para a proteína de membrana externa OprD. 

Gene 
Transcrição ba sal (n / %)  Alteração da transcrição  (a) (n / %) 

HSP (n=84) MCV (n=61) HSP (n=84) MCV (n=61) 

mexB 62 / 73,8 46 / 75,4 22 / 26,2 15 / 24,6 

mexD 81 / 96,4 60 / 98,3 3 / 3,5 1 / 1,6 

mexF 84 / 100 57 / 93,4 0 / 0,0 4 / 6,5 

mexY 49 / 58,3 50 / 81,6 35 / 41,6 11 / 18,0 

ampC 58 / 69,0 58 / 95,0 26 / 30,9 3 / 5,0 

oprD 7 / 8,3 5 / 8,1 77 / 91,6 56 / 91,8 

(a) ABM+: aumento da transcrição do gene mexB de, no mínimo, duas vezes, em 

relação à cepa referência PA01; CDJ+: aumento da transcrição do gene mexD 

de, no mínimo, 100 vezes, em relação à cepa referência PA01; EFN+: aumento 

da transcrição do gene mexF de, no mínimo, 100 vezes, em relação à cepa 

referência PA01; XY+: aumento da transcrição do gene mexY de, no mínimo, 

quatro vezes, em relação à cepa referência PA01; AmpC: aumento da 

transcrição do gene ampC de, no mínimo, dez vezes, em relação à cepa 

referência PA01; OprD-: redução da transcrição do gene oprD de, no mínimo, 

30% em relação à cepa referência PA01. 
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A associação de diferentes determinantes de resistência avaliadas neste 

estudo está apresentada nas Tabelas 10 e 11 para os isolados procedentes do HSP 

e MCV, respectivamente. Adicionalmente, foi calculada a MODA estatística da CIM 

(µg/mL) de cada associação encontrada.  

A transcrição do gene mexY foi a mais frequente entre os isolados clínicos 

de P. aeruginosa do HSP, sendo o aumento da sua transcrição detectado em 35 

amostras (41,6%). Além disso, houve associação do aumento da transcrição de 

mexY com o de outros genes codificadores de sistemas de efluxo, (exceto para o 

gene mexF), com o aumento da transcrição de ampC e com a produção de MBLs, 

sendo  observado, também, que o sistema XY foi o mais frequente quando avaliado 

o número de associações de determinantes de resistência aos β-lactâmicos 

encontrados (11/12) (Tabela 10).  

Entre os sete isolados identificados como produtores de MBLs, cinco 

apresentaram as seguintes associações com determinantes de resistência: XY+, 

AmpC+, IMP-1 (isolado 1191); ABM+, XY+, AmpC+, IMP-16 (isolado 1260); XY+, 

AmpC+, SPM-1 (isolado 1808); XY+, SPM-1 (isolado 2312) e ABM+, XY+, AmpC+, 

SPM-1 (isolado 2561). Esses isolados apresentaram, também, redução da 

expressão do gene oprD.  

O segundo sistema de efluxo mais frequente entre os isolados clínicos do 

HSP foi ABM, apresentando aumento da transcrição do seu gene, mexB, em 22 

amostras (26,2%). O aumento da transcrição do gene mexB estava associado com o 

aumento da transcrição dos genes mexD, mexY, ampC e com a produção de MBLs, 

sendo identificadas sete associações de determinantes de resistência (Tabela 10). 

Entre os 22 isolados que apresentaram a transcrição de mexB aumentada, 18 

(81,2%) apresentaram, também, redução da transcrição de oprD. 
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Somente três isolados (3,5%) do HSP apresentaram aumento da transcrição 

do gene mexD, sendo identificadas três tipos de associações com outros 

determinantes de resistência e, entre essas amostras, apenas um isolado não 

apresentou redução da transcrição de oprD. 

Não foi observado aumento dos níveis transcricionais para mexF nos 

isolados clínicos de P. aeruginosa procedentes do HSP. 

O gene ampC, codificador da β-lactamase cromossomal AmpC, apresentou 

aumento da sua transcrição em 26 (30,9%) isolados do HSP, de acordo com o 

parâmetro adotado de transcrição de, no mínimo, 10 vezes, em relação à cepa 

referência. Nos isolados em que foram detectados os genes de resistência para MBL 

(SPM-1, IMP-1 e IMP-16), houve também o aumento dos níveis transcricionais do 

gene ampC. 

Seis isolados (7,1%) apresentaram aumento da transcrição de ampC e 

redução da transcrição de oprD, concomitantemente, não apresentando associação 

com nenhum outro determinante de resistência. Esses isolados apresentaram 

aumento da CIM de duas e quatro vezes, em relação à PA01, para cefepima (MODA 

CIM, 4 µg/mL) e ceftazidima (MODA CIM, 8 µg/mL), respectivamente. Para o 

imipenem (MODA CIM, 0,5 µg/mL), a MODA da CIM foi menor que a CIM 

encontrada na cepa referência (CIM, 1 µg/mL). 

A redução da transcrição de oprD em pelo menos 30%, em relação à PA01, 

não associada a nenhum outro determinante de resistência, foi identificada em 31 

isolados (37,0%) de P. aeruginosa do HSP. A variação da transcrição relativa do 

gene oprD entre esses isolados foi de 0,01 a 0,56 vezes, em relação à cepa 

referência. De acordo com o cálculo da MODA estatística da CIM, houve aumento de 
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duas vezes na CIM para o imipenem (MODA CIM, 2 µg/mL) e de uma vez para o 

meropenem (MODA CIM, 1 µg/mL) em relação à PA01. Os dois isolados produtores 

de SPM-1 e o único isolado produtor da enzima GES-5, que não estavam 

associados ao aumento da transcrição de genes codificadores de efluxo e/ou de 

AmpC, também apresentaram redução da transcrição de oprD. A única associação 

de determinantes de resistência que não apresentou redução da transcrição de oprD 

foi CDJ+; XY+. 

Apenas dois (2,3%) isolados clínicos de P. aeruginosa procedentes do HSP 

não apresentaram nenhum determinante de resistência entre aqueles avaliados 

nesse estudo. 
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Tabela 10. Distribuição da moda da CIM (µg/ml) e associação de determinantes de resistência identificados nos 84 isolados clínicos de Pseudomonas 

aeruginosa procedentes do Hospital São Paulo. 

Determinantes de 

resistência 

Número de 

isolados 

(redução de 

oprD) 

Moda CIM (µg/mL) 

CIP AZT CAZ CEP AMI GEN PTZ MER IMI 

PA01 cepa selvagem 0 0,12 4 2 2 4 4 2/4 0,5 1 

           

Isolados sem determinantes 

de resistência 
2 (0) 0,5; >4a 8 2 4 ≤8; 32a ≤2; >16a ≤8/4 2; 4a 1; 4a 

           

XY+ 8 (8) >4 32 32 16 ≤8 ;>64a >16 128/4 16 8 

XY+, AmpC+ 8 (8) >4 32; >32a 32; >32a 16 >64 >16 256/4 16 16 

ABM+, XY+ 6 (3) >4 2 - >32b ≤1 ≤1; 8a ≤8 ≤2 ≤8/4 1 – 32b 8 

AmpC+ 6 (6) 0,12; >4a 4; >32a 8 4 ≤8 ≤2 32/4; 256/4a ≤0,25 – 32b 0,5 

ABM+, XY+, AmpC+ 5 (4) >4 32 32 16 >64 >16 256/4 16 8 

ABM+ 5 (5) 0,05 – 4b 16 2; 16a 8 ≤8 ≤2 64/4 1 2; 8a 

ABM+, AmpC+ 2 (2) 0,05; 1a 8 2 2 ≤8 ≤2; >16a ≤8/4 ≤0,25; 8a 2; 8a 

SPM-1 2 (2) >4 16; >32a >32 >32 >64 >16 256/4 >32 32; >32a 
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a Duas modas observadas. 
b Não foi observada MODA estatística. Os valores são referentes ao intervalo da CIM. 
CIP (ciprofloxacina); AZT (aztreonam); CAZ (ceftazidima); CEP (cefepima); AMI (amicacina); GEN (gentamicina); PPT (piperacilina/tazobactam); 
MER (meropenem); IMI (imipenem). 
ABM+: aumento da transcrição do gene mexB de, no mínimo, duas vezes, em relação à cepa referência PA01; CDJ+: aumento da transcrição do 
gene mexD de, no mínimo, 100 vezes, em relação à cepa referência PA01; EFN+: aumento da transcrição do gene mexF de, no mínimo, 100 
vezes, em relação à cepa referência PA01; XY+: aumento da transcrição do gene mexY de, no mínimo, quatro vezes, em relação à cepa referência 
PA01; AmpC: aumento da transcrição do gene ampC de, no mínimo, dez vezes, em relação à cepa referência PA01; OprD-: redução da transcrição 
do gene oprD de, no mínimo, 30% em relação à cepa referência PA01. 

Determinantes de 

resistência 

Número de 

isolados 

(redução de 

oprD) 

Moda CIM (µg/mL)  

CIP AZT CAZ CEP AMI GEN PTZ MER IMI 

ABM+, XY+, AmpC+, IMP-16 1 (1) >4 32 >32 >32 16 >16 32/4 >32 16 

ABM+; XY+; AmpC+; SPM-1 1(1) >4 >32 >32 >32 >64 >16 >256 >32 >32 

ABM+, CDJ+, XY+, AmpC 1 (1) 0,25 8 4 4 ≤8 ≤2 ≤8/4 0,5 2 

ABM+, CDJ+, XY+ 1 (1) 1 32 4 8 64 16 16/4 0,25 1 

CDJ+, XY+ 1 (0) >4 32 32 16 >64 >16 256/4 8 8 

XY+, AmpC+, SPM-1 1 (1) >4 >32 >32 32 >64 >16 256/4 16 32 

XY+, AmpC+, IMP-1 1 (1) >4 16 8 16 ≤8 ≤2 32/4 32 16 

XY+, SPM-1 1 (1) >4 8 >32 >32 >64 >16 256/4 >32 >32 

GES-5 1 (1) >4 32 >32 >32 >64 >16 128/4 >32  >32 

OprD -  31 (31) >4 32 2 2; 4 ≤8 ≤2 ≤8/4 1 2 

continuação da tabela 10 
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Para as amostras clínicas de P. aeruginosa procedentes do MCV, foi 

observado menor número de isolados que apresentaram aumento dos níveis 

transcricionais dos genes codificadores dos sistemas de efluxo avaliados. A 

transcrição aumentada do gene mexB foi a mais frequente, sendo identificada em 15 

isolados (24,6%) estudados. O aumento da transcrição do gene mexB estava 

associado com o dos genes mexD, mexF, mexY e ampC, sendo formada três 

associações com esses determinantes de resistência (Tabela 11). 

O aumento da transcrição de mexB e a redução da transcrição de oprD 

foram identificadas concomitantemente em seis isolados. Para estas amostras, 

cefepima (MODA CIM, 32 µg/mL) e ceftazidima (MODA CIM, 128 µg/mL) 

apresentaram um aumento de 16 e 64 vezes, respectivamente, em relação à CIM da 

cepa referência. 

A hiperexpressão do sistema XY foi a segunda mais frequente, sendo 

encontrada em 11 isolados (18,0%). Entre as duas amostras que apresentaram 

aumento da transcrição de mexY isoladamente, somente uma apresentou, também, 

redução da transcrição de oprD. 

Os dois sistemas que apresentaram transcrição dos seus genes em menor 

número de isolados foi EFN (n=4; 6,5%) e CDJ (n=1; 1,6%). A transcrição dos genes 

mexF e mexD não foi identificada isoladamente, mas em associação com a de 

outros mecanismos de resistência aos β-lactâmicos.  

A transcrição aumentada do gene ampC foi identificada em três isolados 

(5,0%) e, adicionalmente, esses isolados apresentaram associação somente com a 

redução da transcrição de oprD.  Para estes isolados, as cefalosporinas testadas, 

cefepima (MODA CIM, 8 µg/mL) e ceftazidima (MODA CIM, 32 µg/mL), 
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apresentaram um aumento da CIM de quatro e 16 vezes, e o meropenem de oito 

vezes (MODA CIM, 4 µg/mL), em relação à PA01, respectivamente.  

A redução da transcrição de oprD, não associada a nenhum outro 

determinante de resistência pesquisado, foi identificada em 40 isolados (65,5%) de 

P. aeruginosa procedentes do MCV. A variação da transcrição relativa para esse 

gene foi de 0,00 a 0,66 vezes, em relação à PA01, entre esses isolados. Não foi 

observada variação da CIM para a cefepima, a ceftazidima e para o imipenem, em 

relação à CIM da cepa referência. Aztreonam e amicacina apresentaram aumento da 

CIM de quatro vezes e ciprofloxacina apresentou aumento da CIM de 33 vezes, em 

relação à PA01.  

Apenas um isolado de P. aeruginosa do MCV (1,6%) não apresentou 

nenhum dos determinantes de resistência avaliados nesse estudo. 
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a Duas modas observadas. 
b Não foi observada MODA estatística. Os valores são referentes ao intervalo da CIM. 
CIP (ciprofloxacina); AZT (aztreonam); CAZ (ceftazidima); CEP (cefepima); AMI (amicacina); GEN (gentamicina); PPT (piperacilina/tazobactam); 
MER (meropenem); IMI (imipenem). 
ABM+: aumento da transcrição do gene mexB de, no mínimo, duas vezes, em relação à cepa referência PA01; CDJ+: aumento da transcrição do 
gene mexD de, no mínimo, 100 vezes, em relação à cepa referência PA01; EFN+: aumento da transcrição do gene mexF de, no mínimo, 100 
vezes, em relação à cepa referência PA01; XY+: aumento da transcrição do gene mexY de, no mínimo, quatro vezes, em relação à cepa referência 
PA01; AmpC: aumento da transcrição do gene ampC de, no mínimo, dez vezes, em relação à cepa referência PA01; OprD-: redução da transcrição 
do gene oprD de, no mínimo, 30% em relação à cepa referência PA01. 

Tabela 11. Distribuição da moda da CIM (µg/mL) e associação de determinantes de resistência identificados nos 61 isolados clínicos de 

Pseudomonas aeruginosa procedentes do Medical College of Virginia. 

Determinantes de 

resistência 

Número de 

isolados (redução 

de oprD) 

Moda CIM (µg/mL) 

CIP AZT CAZ CEP AMI GEN  PTZ MER IMI 

PA01 cepa selvagem 0 0,12 4 2 2 4 4 2/4 0,5 1 

           

Isolados sem determinantes 

de resistência 
1 (0) >4 ≤2 8 2 16 ≤2 8 8 16 

           

ABM+ 6 (6) >4 32; 64a 128 32 ≤8 16 ≤8/4 2; 4a ≤0,25 

ABM+, XY+ 5 (4) 4; >4a ≤2 8 8; 32a 32 ≤2 ≤8/4 – 256/4b 8 16 

ABM+,XY+,EFN+ 3 (2) 0,25 - 4b ≤2 2 ≤1- 4b ≤8 - >64b ≤2 16/4 ≤0,25 1 

ABM+, CDJ+, EFN+, XY+ 1 (0) 4 16 2 2 16 ≤2 32/4 ≤0,25 1 

XY+ 2 (1) 2; >4a ≤2; 16a 8; 128a 8; 16a 64 2; 4a 16/4; 256/4a 16; 32a 16; 32a 

AmpC+ 3 (3) 2- >4b 16 32 8 32 ≤2 8/4–64/4b 4 2 – 16b 

OprD - 40 (40) 4 16 2 2 16 ≤2 ≤8/4 ≤0,25 1 
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As IRAS têm se tornado cada vez mais frequentes em todo o mundo. 

Estima-se que mais de 250.000 episódios dessas infecções ocorram anualmente 

nos EUA. Neste contexto, P. aeruginosa é um importante agente etiológico, sendo 

responsável por cerca de 10% de todas as IRAS que ocorrem no ambiente 

hospitalar (153). 

As ICS hospitalares estão diretamente relacionadas ao aumento da 

mortalidade, especialmente em pacientes gravemente enfermos. As taxas de 

mortalidade atribuídas às infecções causadas por P. aeruginosa são relativamente 

altas, podendo variar de 18% a 39% (153). Em um estudo multicêntrico realizado 

recentemente, a mortalidade atribuída às ICS causadas por este patógeno foi de 

39% entre todos os isolados avaliados, chegando a 48% quando somente os 

pacientes hospitalizados em UTIs foram analisados (172). Estas altas taxas podem 

ser justificadas por vários fatores, como: a sua habilidade em adquirir vários 

mecanismos de resistência, além daqueles naturalmente expressos, e a 

vulnerabilidade do hospedeiro comprometido (136, 153). Apesar da multirresistência 

apresentada por esse patógeno, é difícil mensurar o impacto da resistência aos 

antimicrobianos utilizados para o tratamento das ICS sobre a mortalidade causada 

por P. aeruginosa, pois a relação entre a infecção e o desfecho final do tratamento 

clínico é complexa (63, 153). Entre os diversos fatores que podem influenciar essa 

relação estão a idade do paciente, as comorbidades que acometem esses 

pacientes, a gravidade da doença, o uso prévio de antimicrobianos, a terapia 

empírica e o tratamento clínico com dispositivos invasivos (63). 

Em nosso estudo, foram detectadas taxas de resistência relativamente 

elevadas para os antimicrobianos usualmente prescritos para o tratamento das 

infecções causadas por P. aeruginosa, especialmente nos isolados procedentes do 
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HSP. Esses achados reforçam a dificuldade para a seleção de agentes 

antimicrobianos efetivos para o tratamento das ICS causadas por esse patógeno. 

Foi observada diferenças de uma diluição entre a potência antimicrobiana in 

vitro para alguns dos antimicrobianos testados. Porém, a técnica utilizada para esta 

determinação permite variações em até uma diluição entre antimicrobianos de 

mesma classe, pois podem representar uma variação interteste e, não 

necessariamente, reflem uma diferença da potência in vitro entre os agentes 

testados.  

As taxas de sensibilidade encontradas para os isolados clínicos de P. 

aeruginosa procedentes do MCV são semelhantes àquelas reportadas pelo 

programa de vigilância MYSTIC (“The Meropenem Yearly Susceptibility Test 

Information Collection"), com exceção da ciprofloxacina (138). Neste estudo, os 

isolados do MCV apresentaram alta taxa de resistência à ciprofloxacina (73,8%), 

sendo essa taxa maior quando comparada aos isolados do HSP (51,2%). 

As quinolonas são clinicamente utilizadas como agentes terapêuticos e/ou 

profiláticos contra infecções do trato urinário adquiridas na comunidade. Estes 

agentes também são importantes no tratamento de doenças sexualmente 

transmissíveis causadas por Neisseria gonorrhoeae e Chlamydia trachomatis. A 

ciprofloxacina é frequentemente recomendada para o tratamento de infecções 

causadas por P. aeruginosa, principalmente em pacientes com fibrose cística. No 

entanto, estudos demonstram que cerca de um terço deste patógeno é resistente a 

este antimicrobiano (183). O aumento do uso das quinolonas talvez possa justificar, 

em parte, o aumento da resistência à ciprofloxacina entre isolados bacterianos 

hospitalares e comunitários (51).  
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O antimicrobiano piperacilina combinado com o inibidor de β-lactamase 

tazobactam foi aprovado pela “US Food and Drug Administration” em 1993, sendo 

utilizado clinicamente contra infecções graves causadas por P. aeruginosa (61). 

Boas taxas de sensibilidade a esse antimicrobiano foram encontradas para os 

isolados clínicos de P. aeruginosa do HSP (60,7%) e do MCV (78,7%). Uma análise 

recente realizada pelo Programa SENTRY com mais de 25 mil isolados clínicos de 

P. aeruginosa, procedentes dos cinco continentes, demonstrou que as maiores taxas 

de sensibilidade encontradas para esse antimicrobiano foram observadas na 

América do Norte (83,0%), especificamente nos EUA, enquanto, na América Latina 

(74,8%), foi encontrada a menor porcentagem de sensibilidade para esse mesmo 

antimicrobiano (61). Esses resultados sugerem que piperacilina/tazobactam poderia 

constituir uma boa opção terapêutica contra infecções causadas por P. aeruginosa 

na maioria das regiões geográficas. 

Os agentes β-lactâmicos têm sido utilizados amplamente na prática médica 

desde a introdução da penicilina na década de 40. As cefalosporinas estão 

agrupadas em quatro gerações, com base na sua capacidade de ação 

antibacteriana. Somente as cefalosporinas de terceira e quarta gerações possuem 

atividade contra P. aeruginosa (183). As taxas de sensibilidade da ceftazidima e da 

cefepima para os isolados de P. aeruginosa do HSP (48,8% e 58,3%, 

respectivamente) e do MCV (62,3% e 78,7%, respectivamente) foram menores em 

comparação às taxas de sensibilidade para esses mesmos antimicrobianos 

relatadas pelo Programa SENTRY. Segundo os dados descritos nesse programa, 

em dez anos, as taxas de sensibilidade para cefepima foram de 82,4% e 62,8% e de 

ceftazidima foram de 84,8% e 64,6% para os isolados da América do Norte e da 

América Latina, respectivamente (61). 
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Os carbapenens são utilizados para o tratamento de várias infecções 

causadas por bactérias Gram negativas resistentes às cefalosporinas e a outros 

agentes β-lactâmicos, devido à estabilidade que esses antimicrobianos apresentam 

frente a algumas enzimas, como AmpC e ESBLs (190). 

As taxas de resistência encontradas para os dois carbapenens testados, 

entre os isolados clínicos de P. aeruginosa do HSP, estão próximas daquelas 

observadas pelo Programa SENTRY no Brasil (30,2%) (144). Dados desse mesmo 

programa, publicados recentemente, revelaram que as taxas de resistência na 

América Latina e na América do Norte são semelhantes às encontradas neste 

estudo para os isolados brasileiros e americanos, respectivamente (61). Um estudo 

multicêntrico realizado nos EUA com isolados clínicos de pacientes hospitalizados 

em UTIs, demonstrou que aproximadamente 80% das amostras avaliadas eram 

sensíveis ao imipenem (79). Esses achados são semelhantes aos resultados 

encontrados para os isolados clínicos do MCV, onde a taxa de sensibilidade ao 

imipenem foi de 75,4%. 

O perfil de sensibilidade aos antimicrobianos apresentado pelos isolados 

estudados demonstrou que existe uma variação, de acordo com a epidemiologia 

local, quanto ao uso de antimicrobianos. Embora estudos de vigilância globais sejam 

úteis para delinear padrões de tendência da resistência e, muitas vezes, tenham 

seus resultados utilizados na ausência de dados locais, o ideal seria a realização de 

estudos locais para avaliar e orientar quais seriam as melhores opções terapêuticas 

que poderiam ser utilizadas empiricamente no tratamento de infecções causadas por 

este patógeno. 

Não foi objetivo deste estudo a avaliação da similaridade genética das 

amostras de P. aeruginosa pela técnica de “Pulsed Field Gel Electrophoresis” 
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(PFGE). Porém, de acordo com o perfil de sensibilidade, nossos resultados sugerem 

a existência da disseminação de um clone resistente e que, possivelmente, este seja 

o responsável pelas elevadas taxas encontradas para os antimicrobianos testados 

para os dois grupos amostrais (114, 179). 

A produção de β-lactamases adquiridas em microrganismos Gram negativos 

causa um impacto clínico significativo nos serviços de assistência à saúde em todo o 

mundo. A crescente incidência dessas enzimas e o fato de estarem relacionadas 

com falhas terapêuticas elevam ainda mais o tempo de hospitalização, os custos e 

as taxas de mortalidade. Infelizmente, houve um avanço muito pequeno em relação 

ao desenvolvimento de novos agentes antipseudomonas nas duas últimas décadas, 

o que agrava ainda mais esse quadro (62, 151). 

A produção de MBLs representa um importante mecanismo de resistência 

aos carbapenens e também a outros agentes β-lactâmicos entre isolados clínicos de 

P. aeruginosa. A resistência aos carbapenens, meropenem (39,9%) e imipenem 

(27,4%), observada nas amostras clínicas de P. aeruginosa procedentes do HSP 

pode ser explicada, em parte, pela produção de MBLs, visto que sete isolados foram 

produtores dessas enzimas (39,9% e 27,4% dos isolados resistentes ao meropenem 

e imipenem, respectivamente). O teste da hidrólise enzimática aos carbapenens com 

inibição por EDTA foi capaz de detectar todas as amostras produtoras de MBL, 

confirmando que essa técnica representa um bom método fenotípico para a triagem 

de amostras produtoras deste tipo de enzima (166). 

A enzima SPM-1 foi a mais prevalente entre as MBLs pesquisadas, sendo 

encontrada em cinco isolados de P. aeruginosa, seguida da enzima IMP-1 (n=1) e 

IMP-16 (n=1). Os isolados produtores de SPM-1 foram resistentes à todos os 

antimicrobianos testados e, apesar de apresentar perfis de sensibilidade diferentes 
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entre si, os isolados produtores das enzimas IMP-1 e IMP-16 foram resistentes à 

maioria dos antimicrobianos testados, incluindo os carbapenens (Tabela Anexo I). O 

aumento do número de isolados de P. aeruginosa que apresentam resistência aos 

carbapenens, especificamente ao imipenem, atribuída à presença de MBL, já foi 

relatado em 43,9% e 39,1% dos isolados no Brasil e na Itália, respectivamente (159). 

Em um outro estudo realizado com 183 amostras clínicas de P. aeruginosa isoladas 

no HSP, entre 2000 e 2001, a maior prevalência, entre as MBLs pesquisadas, foi de 

SPM-1, seguido de VIM-2 e IMP-1 (144). Embora a produção de MBLs esteja sendo 

descrita com maior frequência em vários países do mundo e entre diferentes 

bactérias Gram negativas, a enzima SPM-1 permanece disseminada somente no 

Brasil, com um único clone identificado, até o momento, em P. aeruginosa, em 

diferentes cidades brasileiras (46). Entretanto, esse clone também foi descrito 

recentemente em um isolado de P. aeruginosa recuperado de um paciente que 

recebeu os primeiros atendimentos em um hospital em Recife, no Brasil, e foi 

transferido para um hospital suíço (41). As enzimas do tipo IMP são menos 

frequentes no território brasileiro, sendo identificadas, até o momento, somente em 

Brasília, São Paulo e Porto Alegre (83, 85, 114, 146). 

A identificação de diferentes carbapenemases entre isolados clínicos de P. 

aeruginosa tem sido cada vez mais frequente. No Brasil, a ocorrência da enzima 

GES-5 entre isolados clínicos de P. aeruginosa foi relatada em São Luís (MA) e São 

Paulo (SP) (29, 114). Além de GES-5, também foi descrita, em amostras brasileiras 

desse mesmo microrganismo, a ESBL do tipo GES-1 em São Paulo e São Luís (19, 

29, 114). Neste estudo, a produção da carbapenemase GES-5 foi identificada em 

apenas um isolado, proveniente do HSP.  
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No estudo conduzido por Picão e colaboradores (114) com isolados de P. 

aeruginosa do HSP, produtores da enzima GES-5, esses isolados eram resistentes à 

todos os β-lactâmicos testados, com exceção do aztreonam. Esses dados são 

similares aos encontrados no presente estudo, pois o único isolado produtor de 

GES-5 apresentou resistência a todos os antimicrobianos testados (Tabela Anexo I). 

Além disso, a análise da sequência de aminoácidos dos isolados estudados por 

esse grupo de pesquisadores sugere que, no HSP, o gene blaGES poderia ter 

evoluído de forma a aumentar o espectro hidrolítico dessa enzima como resposta à 

pressão seletiva pelo uso de antimicrobianos no ambiente hospitalar (114). 

Várias enzimas do tipo ESBLs e oxacilinases têm sido descritas em isolados 

clínicos de P. aeruginosa. No entanto, essas enzimas estão restritas, geralmente, 

aos seus locais de origem ou a poucos países de outros continentes (170). Esse fato 

pode explicar das ESBLs do tipo KPC, SHV, PER, CTX-M e oxacilinases do tipo 

OXA-23, OXA-24, OXA-48, OXA-51 e OXA-58 nos isolados clínicos de P. 

aeruginosa procedentes tanto do HSP, quanto do MCV. Além disso, os genes de 

resistência pesquisados nestas amostras foram aqueles mais frequentemente 

reportados em P. aeruginosa, não sendo excluída a possibilidade da existência de 

outros genes nestes isolados. Adicionalmente, a aquisição de genes codificadores 

dessas enzimas é multifatorial e leva em consideração, principalmente, a 

epidemiologia local, conforme discutido anteriormente. No entanto, as informações 

sobre a frequência dessas enzimas, principalmente no território brasileiro, podem 

não ser significativas, pois são disponibilizados somente alguns estudos que 

envolvem relatos da frequência destes patógenos em um único centro médico ou 

disseminação de algumas dessas enzimas em centros ou cidades específicas, o que 

pode não refletir a real distribuição das β-lactamases no território nacional. 
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A multirresistência, frequentemente encontrada em isolados clínicos 

hospitalares de P. aeruginosa, pode ser especialmente atribuída à associação de 

diferentes mecanismos de resistência, como, por exemplo, o efluxo ativo e a redução 

da permeabilidade da membrana externa. Os sistemas de efluxo expelem uma 

variedade de antimicrobianos utilizados para o tratamento de infecções causadas 

por esse patógeno, reduzindo a concentração dos mesmos no interior celular. No 

entanto, pouco se conhece sobre o impacto clínico que esses sistemas podem 

causar (187). 

Até o momento, não existe um critério amplamente aceito que correlacione o 

aumento dos níveis transcricionais dos genes codificadores dos sistemas de efluxo 

com a elevação da CIM para os substratos destes sistemas. Desta maneira, nesse 

estudo, utilizamos os mesmos critérios estebelecidos por grupos de pesquisadores, 

a saber: aumento da transcrição de no mínimo duas e quatro vezes para os genes 

mexB e mexY, mínimo de 100 vezes para mexD e mexF, em comparação com a 

cepa referência PA01 (134, 142). 

O aumento da transcrição dos genes que codificam os sistemas de efluxo 

avaliados neste estudo foi mais frequente entre os isolados clínicos de P. aeruginosa 

procedentes do HSP (71,4%) em comparação aos isolados do MCV (52,4%), sendo 

a transcrição de mexY (41,6%) e mexB (24,6%) as mais frequentemente observadas 

entre os isolados do HSP e MCV, respectivamente. 

O sistema XY é um dos principais responsáveis pela resistência intrínseca, 

em cepas selvagens de P. aeruginosa, em consequência da exposição aos 

aminoglicosídeos, à eritromicina e à tetraciclina. Além disso, as fluoroquinolonas e a 

cefepima também são consideradas substratos para esse sistema (151). Entretanto, 

pouco se conhece sobre a prevalência do sistema XY em isolados clínicos de P. 
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aeruginosa e, adicionalmente, ainda não há publicações relatando a hiperexpressão 

dos sistemas de efluxo em isolados clínicos brasileiros. No entanto, dados de dois 

trabalhos os quais avaliaram a transcrição gênica dos principais sistemas de efluxo 

em São Paulo e no Maranhão, sugerem que os isolados clínicos de P. aeruginosa 

brasileiros comumente hiperexpressam o sistema XY. O estudo realizado no 

complexo do HSP revelou que o sistema XY foi o mais prevalente entre 60 isolados 

clínicos de P. aeruginosa recuperados de hemoculturas, enquanto os genes dos 

sistemas de efluxo mais frequentemente transcritos em 16 isolados clínicos de P. 

aeruginosa avaliados no Maranhão foram mexB e mexY (30, 179). 

Assim como relatado por Xavier (179), a hiperexpressão do sistema ABM 

(26,2%) foi a segunda mais frequentemente observada entre os isolados do HSP, 

seguida da hiperexpressão de CDJ (3,5%). Em nosso estudo, nenhum isolado de P. 

aeruginosa do HSP apresentou aumento da transcrição para mexF de, no mínimo, 

100 vezes, em relação à cepa referência PA01. No estudo conduzido por Xavier 

(179), em apenas um isolado houve a hiperexpressão desse sistema, apresentando, 

também, sensibilidade aos β-lactâmicos testados. Isso sugere que o sistema EFN 

parece não ter relação com o fenótipo de resistência aos β-lactâmicos entre os 

isolados de P. aeruginosa no HSP. 

O sistema de efluxo ABM é expresso constitutivamente em cepas selvagens 

de P. aeruginosa. Sua hiperexpressão, porém, em decorrência de mutações no gene 

repressor mexR, pode comprometer a sensibilidade às fluoroquinolonas, às 

penicilinas, às cefalosporinas, aos inibidores de β-lactamases e ao meropenem, mas 

não ao imipenem (73). O aumento dos níveis transcricionais de mexB foi o mais 

frequente entre os isolados do MCV (24,6%). Este achado tem sido relatado com 

frequência em várias localidades do mundo. Em um estudo conduzido na França, 
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46% dos isolados clínicos de P. aeruginosa que apresentaram redução da 

sensibilidade à ticarcilina, hiperexpressavam o sistema ABM (191). Em hospitais 

britânicos, isolados clínicos resistentes às carbenicilinas e que hiperexpressavam o 

sistema ABM representaram, aproximadamente, 74% dos isolados com resistência 

aos agentes β-lactâmicos (24). Hocquet e colaboradores (56) observaram que 

isolados clínicos de P. aeruginosa com baixos níveis de sensibilidade à 

ciprofloxacina, apresentavam a hiperexpressão do sistema ABM. Esses achados 

podem explicar, parcialmente, as elevadas taxas de resistência (73,8%) encontradas 

para esse antimicrobiano entre os isolados clínicos procedentes do MCV. O fato da 

maioria dessas amostras apresentarem elevado grau de resistência à ciprofloxacina, 

sugere, também, a presença de mutações nas regiões de determinantes de 

resistência às quinolonas dos genes gyrA e parC. A avaliação da resistência às 

fluoroquinolonas em isolados de P. aeruginosa recuperados de diferentes sítios 

corpóreos de pacientes com fibrose cística em um hospital dinamarquês, 

demonstrou que a coexpressão dos sistemas CDJ e EFN estava associada a 

isolados recuperados de infecções pulmonares, enquanto as mutações nos genes 

gyrA e parC foram mais frequentemente encontradas em isolados clínicos dessa 

mesma bactéria recuperados do trato urinário e de feridas (59). No entanto, é muito 

provável que no Brasil não haja relação entre os mecanismos de resistência e o sítio 

corpóreo onde esses determinantes foram recuperados, devido à existência da 

disseminação de clones carreadores de genes de resistência entre pacientes dentro 

de uma mesma unidade hospitalar. 

Em condições hospitalares, onde a pressão seletiva é alta devido ao elevado 

uso de antimicrobianos de amplo espectro, os sistemas de efluxo podem agir 

sinergicamente com outros mecanismos de resistência. Nesse estudo, também foi 
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avaliada a expressão de diferentes determinantes de resistência simultaneamente 

em uma mesma amostra. Esses determinantes de resistência são, em sua maioria, 

intrínsecos, reforçando o fato de que, pela pressão seletiva ao uso de 

antimicrobianos no ambiente hospitalar, P. aeruginosa pode se adaptar facilmente à 

essas condições adversas por meio de mutações cromossomais e não, 

necessariamente, pela aquisição de elementos genéticos móveis (56). 

O aumento dos níveis transcricionais de diferentes genes codificadores dos 

sistemas de efluxo com outros mecanismos de resistência também tem sido descrita 

na literatura. Essa coexpressão amplia os substratos utilizados pelas bombas, em 

comparação com a hiperexpressão de um sistema isolado (73). Um estudo francês 

identificou isolados que hiperexpressavam concomitantemente os sistemas ABM e 

XY, sendo essa expressão 2 a 34 vezes e 22 a 312 vezes, respectivamente, maior 

que a expressão observada em PA01. Os isolados que coexpressavam esses dois 

sistemas apresentaram CIMs mais elevadas para cefepima que os mutantes que 

hiperexpressaram somente os sistemas ABM ou XY (77).  

Nossos resultados demonstram, também, a associação de sistemas de 

efluxo com MBLs. Essa associação pode explicar as elevadas taxas de resistência 

encontrada para as cefalosporinas e os carbapenens testados, entre os isolados de 

P. aeruginosa recuperados do HSP. Até o momento, não há descrições na literatura 

sobre a associação de sistemas de efluxo com enzimas do tipo MBLs. Porém, dados 

de um trabalho realizado com amostras de P. aeruginosa isoladas no HSP, em 2005, 

demonstram associação entre o aumento dos níveis transcricionais de genes que 

codificam sistemas de efluxo com a produção de SPM-1, IMP-1, GES-1, GES-5 e 

CTX-M-2 (179). Amostras clínicas de P. aeruginosa isoladas em um hospital francês, 

apresentaram, além da hiperexpressão de efluxo, a hiperexpressão de ampC e a 
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presença das penicilinases PSE-1 e TEM-2 (56). Em um estudo espanhol, isolados 

de P. aeruginosa com fenótipo de sensibilidade à ceftazidima e resistência à 

cefepima, apresentaram hiperexpressão de XY, associada à produção de PSE-1 

(111). 

A redução da transcrição de oprD e o aumento da transcrição de ampC 

representam importantes mecanismos de resistência aos β-lactâmicos. A 

contribuição de AmpC para a resistência aos carbapenens parece ser mínima, 

provavelmente em decorrência da estabilidade desses antimicrobianos à maioria das 

β-lactamases (131). No entanto, já foram identificadas variantes de AmpC em P. 

aeruginosa cujo espectro hidrolítico inclui o imipenem (141).  

Tem sido descrito na literatura que o aumento da transcrição de ampC 

associada à redução da transcrição de oprD parece afetar, principalmente, o 

imipenem, apresentando pouco efeito contra o meropenem (74). A redução da 

transcrição de oprD entre os isolados do HSP e do MCV foi alta, com porcentagens 

de 91,6% e 91,8%, respectivamente. Alguns estudos indicam que a regulação do 

gene oprD por si só seria o suficiente para elevar as CIMs do imipenem. No entanto, 

foi observado a redução da transcrição de oprD em isolados clínicos de P. 

aeruginosa que apresentavam diferentes níveis de resistência tanto ao imipenem, 

quanto ao meropenem (74). Outros estudos mostram que os níveis de transcrição do 

gene oprD, às vezes, não estão correlacionados à resistência ao imipenem. Por 

outro lado, a perda ou redução da transcrição do gene oprD, associado, também, à 

hiperexpressão de diferentes sistemas de efluxo, contribui significamente para o 

aumento das CIMs dos carbapenens, especialmente do imipenem (134, 190). Em 

contrapartida, estudos demonstram que a perda da porina OprD em isolados clínicos 

com exposição prévia às fluoroquinolonas pode estar associada com o aumento da 
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CIM para a ciprofloxacina, a carbenicilina e a ceftazidima, mas não para o imipenem 

(190). Esta discordância entre os diferentes estudos pode ser consequência da 

associação de diferentes níveis de expressão dos diferentes sistemas de efluxo com 

a redução da expressão ou mesmo da perda da porina OprD, o que reflete a 

complexidade dos mecanismos de regulação e dificulta a compreensão do papel 

destes mecanismos cromossomais de resistência em isolados clínicos de P. 

aeruginosa. 

O gene ampC apresenta expressão basal em cepas selvagens de P. 

aeruginosa, podendo a sua expressão ser induzida a altos níveis na presença de β-

lactâmicos. Nos isolados estudados, o aumento da transcrição desse gene foi mais 

frequente para as amostras do HSP (30,9%), que as amostras do MCV (5,0%). 

Esses achados podem explicar, parcialmente, as altas taxas de resistência 

encontradas para a ceftazidima entre os isolados do HSP, em comparação ao outro 

grupo de isolados clínicos de P. aeruginosa.  

Mutantes resistentes de P. aeruginosa que produzem altos níveis de AmpC 

estão, frequentemente, associados à falha terapêutica, quando cefalosporinas de 

amplo espectro são utilizadas (155). Em um estudo conduzido em um hospital 

americano, foi observado que 18,4% dos isolados de P. aeruginosa recuperados de 

hemoculturas apresentavam aumento dos níveis transcricionais desse gene. Além 

disso, os resultados desse estudo evidenciaram que a resistência à ceftazidima 

estava frequentemente associada ao aumento da transcrição de ampC (156). 

No presente estudo, objetivamos avaliar os diferentes mecanismos de 

resistência aos β-lactâmicos em amostras clínicas de P. aeruginosa coletadas de 

dois hospitais, um localizado no Brasil e o outro nos EUA. A coleta desses isolados 

foi realizada em diferentes períodos, pois, essas duas coleções fizeram parte de um 
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estudo anterior (dados ainda não publicados), o qual tinha como objetivo a avaliação 

clínico-epidemiológica das ICS causadas por esse microrganismo. Embora a coleta 

desses isolados seja datada de, no mínimo, dez anos, foi possível observar que o 

perfil e os mecanismos os quais podem levar a resistência aos β-lactâmicos estavam 

presentes no passado e ainda constituem importantes mecanismos na atualidade 

(114, 179). Entretanto, não foi possível correlacionar o aumento da CIM, 

representada pela MODA estatística, com os determinates de resistência aos β-

lactâmicos encontrados nas amostras estudadas. A MODA estatística é o valor que 

detém o maior número de observações, ou seja, o valor ou os valores mais 

frequentemente encontrados em um conjunto avaliado. No entanto, a MODA 

estatística não é, necessariamente, única, podendo ocorrer mais de uma MODA 

para uma mesma variável analisada. O fato das amostras terem sido coletadas em 

períodos diferentes e possuir um número amostral diferente entre os dois hospitais 

avaliados também pode ter sido um fator limitante deste estudo. 

Até o momento, foram descritos 12 sistemas de efluxo da família RND em P. 

aeruginosa; porém, nos detemos somente à pesquisa dos quatro sistemas que se 

encontram caracterizados na literatura e que, possivelmente, teriam importância 

clínica. Porém, não é possível afirmar que não exista a hiperexpressão de outros 

sistemas de efluxo, os quais não foram pesquisados nos isolados avaliados. 

Adicionalmente, os critérios adotados para a interpretação dos resultados da qRT-

PCR avaliam os níveis transcricionais dos genes que codificam os sistemas de 

efluxo, a β-lactamase cromossomal AmpC e a porina de membrana externa OprD, e 

não necessariamente estão relacionados aos níveis de expressão da proteína em 

questão, comprometendo o estudo do significado clínico desses mecanismos de 

resistência. Fica evidente, então, a necessidade de uma revisão das metodologias 
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atualmente aplicadas a esses estudos e, também, o estabelecimento de critérios que 

sejam aceitos universalmente para a detecção do aumento dos níveis transcricionais 

gênicos que codificam de sistemas de efluxo em isolados clínicos. Isso auxiliará 

tanto na compreensão desses mecanismos, na determinação da epidemiologia 

desses patógenos no ambiente hospitalar e na adequação da terapia antimicrobiana. 

A existência de múltiplos mecanismos de resistência em um único isolado 

bacteriano, como observado na maioria das amostras estudadas, restringe as 

opções terapêuticas disponíveis para o tratamento e dificulta a implantação de 

medidas eficazes que possam diminuir o aparecimento e a disseminação de clones 

resistentes no ambiente hospitalar. Adicionalmente, não existem relatos do 

desenvolvimento de novos antimicrobianos que possam agir contra isolados clínicos 

de P. aeruginosa, principalmente aqueles produtores de MBLs. No entanto, o 

desenvolvimento de um composto que atue como um inibidor de MBLs (IMBLs), 

assim como um outro que atue como inibidor de bombas de efluxo (EPI, por “efflux 

pump inhibitor”) e que possa ser utilizado clinicamente, tem sido de grande interesse 

da indústria farmacêutica nos últimos anos, sendo uma alternativa para o tratamento 

de bactérias Gram negativas multirresistentes (8, 104). A dificuldade em desenvolver 

um composto que atue como um IMBLs se deve a vários fatores, descritos a seguir: 

(i) essas enzimas possuem uma variação sutil, porém significante, na arquitetura do 

seu sítio alvo, dificultando o desenho de um único inibidor eficaz contra todas as 

MBLs adquiridas; (ii) diferentemente do ácido clavulânico, que forma ligações 

covalentes estáveis com as serino-β-lactamases, as MBLs e seus inibidores formam 

ligações muito instáveis e, (iii)  o sucesso clínico do ácido clavulânico se deve ao fato 

desse composto não possuir nenhum alvo homólogo em células mamíferas. Em 

contrapartida, as MBLs possuem o sítio ativo similar ao das enzimas essenciais para 
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o funcionamento celular em mamíferos, tornando os IMBLs compostos tóxicos para 

as células humanas (8, 168). O desenvolvimento de um EPI, por sua vez, poderia 

agir de forma mais ampla, restaurando a ação antibacteriana das fluoroquinolonas e, 

possivelmente, de outros agentes, como os carbapenens e os aminoglicosídeos. 

Entretanto, esses compostos não são disponíveis para o uso clínico devido a fatores 

semelhantes aos dos IMBLs, como a elevada toxicidade e a sua baixa estabilidade 

molecular (104).  

O aumento dos níveis transcricionais dos genes que codificam sistemas de 

efluxo e/ou a redução da transcrição de oprD contribuem para o aumento das CIMs 

dos β-lactâmicos, embora a associação desses mescanismos com a produção de β-

lactamases seja mais significante para o aumento das CIMs. É provável que a 

hiperexpressão de sistemas de efluxo e a perda da porina OprD possam favorecer a 

sobrevivência da P. aeruginosa sob pressão seletiva, aumentando, assim, a chance 

de adquirir outros determinantes de resistência aos agentes β-lactâmicos no 

ambiente hospitalar e contribuindo para o surgimento de cepas altamente resistentes 

a esta classe de antimicrobianos.  
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- Os isolados de P. aeruginosa procedentes do HSP apresentaram taxas de 

resistência aos antimicrobianos testados superiores àquelas dos isolados 

procedentes do MCV, exceto para a ciprofloxacina. 

 - A redução da transcrição do gene oprD foi um mecanismo frequente entre 

os isolados dos dois hospitais avaliados. A associação da redução da transcrição 

deste gene com outros determinantes de resistência pesquisados neste estudo, 

poderia explicar, parcialmente, as taxas de resistência relativamente elevadas 

encontradas para os carbapenens, principalmente para o imipenem, em ambos 

hospitais. 

 - A hiperexpressão do gene ampC foi maior entre os isolados do HSP. Isso 

poderia justificar, parcialmente, a elevada taxa de resistência encontrada para a 

ceftazidima entre os isolados deste hospital. 

 - A produção de enzimas do tipo MBLs foi um mecanismo frequente entre 

os isolados brasileiros, sendo identificadas as enzimas SPM-1, IMP-1 e IMP-16. 

Adicionalmente, a carbapenemase GES-5 também foi identificada em apenas um 

isolado do HSP. 

 - Entre os isolados do MCV, não foi observada a produção de metalo-β-

lactamases ou outras carbapenemases, entre aquelas pesquisadas neste estudo. 

 - O aumento da transcrição dos genes codificadores dos sistemas de efluxo 

pesquisados foi mais frequente entre os isolados do HSP. O gene mexY foi mais 

frequentemente transcrito nos isolados do HSP, enquanto o gene mexB foi mais 

frequemente transcrito entre os isolados do MCV.  

 - A associação dos diferentes determinantes de resistência pesquisados 

neste estudo foi maior entre os isolados do HSP.  
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 - A diferença entre o perfil de sensibilidade e os mecanismos de resistência 

aos β-lactâmicos detectados entre os isolados de P. aeruginosa estudados 

provavelmente reflete a epidemiologia local, quanto ao uso de antimicrobianos, e as 

políticas de controle das IRAS. 
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Anexo I 

 

Tabela Anexo 1. Perfil de sensibilidade e mecanismos de resistência das 84 amostras clínicas 

de Pseudomonas aeruginosa isoladas de hemocultura do Hospital São Paulo. 

Isolado  
CIM (µg/mL) 

OprD - 
AZT PTZ CAZ CEP CIP MER GEN IMI AMI 

XY+ 
5 32 128 32 16 >4 0,5 >16 0,5 <8 0,04 

337 >32 128 32 16 >4 8 8 8 <8 0,07 
367 32 128 32 16 >4 16 >16 8 >64 0,10 
715 8 <8 2 4 >4 4 >16 2 >64 0,09 
720 32 128 32 16 >4 16 >16 8 >64 0,13 
830 4 <8 2 8 0,5 <0,25 <2 1 <8 0,14 

1061 32 256 32 16 >4 16 >16 16 >64 0,11 
1356 >32 32 4 8 1 16 <2 0,5 <8 0,18 

XY+; AmpC+ 
114 >32 >256 >32 32 >4 16 >16 16 >64 0,05 
189 16 128 32 16 >4 16 >16 16 >64 0,02 
203 >32 256 32 16 >4 16 >16 16 >64 0,04 

1170 16 128 16 16 >4 16 >16 8 >64 0,09 
1280 >32 256 >32 32 >4 32 >16 16 >64 0,09 
1395 32 256 32 16 >4 16 >16 16 >64 0,06 
1643 32 256 >32 >32 >4 >32 >16 >32 >64 0,05 
1743 32 32 4 4 >4 2 >16 2 <8 0,10 

ABM+; XY+ 
221 16 128 32 8 <0,12 1 <2 1 <8 0,75 
239 >32 >256 >32 32 >4 32 >16 16 >64 0,02 

1086 32 64 16 8 >4 16 <2 8 <8 0,15 
1758 8 32 8 4 >4 8 >16 8 >64 0,19 
2216 2 <8 <1,0 <1,0 0,25 4 <2 4 <8 2,26 
2250 4 <8 <1,0 <1,0 1 2 <2 8 <8 1,14 

AmpC+ 
1084 >32 256 32 16 >4 16 >16 8 >64 0,10 
1127 4 16 8 2 0,12 4 <2 4 <8 0,25 
1255 4 32 2 4 0,25 1 <2 2 <8 0,07 
1345 16 32 16 8 0,12 <0,25 <2 0,5 <8 0,05 
1384 >32 256 >32 32 >4 32 >16 16 >64 0,08 
1463 8 <8 8 4 <0,12 0,5 <2 0,5 <8 0,12 

ABM+; XY+; AmpC+ 
354 32 256 32 16 >4 8 >16 8 >64 0,05 
483 32 128 32 16 >4 16 >16 16 >64 0,09 

1013 4 <8 2 2 0,12 2 >16 1 <8 0,20 
1346 16 64 8 16 >4 4 >16 8 >64 0,52 
2209 >32 256 >32 32 >4 16 >16 32 16 2,02 
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continuação da tabela anexo 1 

Isolado  
CIM (µg/mL) 

OprD - 
AZT PTZ CAZ CEP CIP MER GEN IMI AMI 

ABM+ 
932 16 16 2 4 0,25 8 <2 2 <8 0,58 
946 32 64 16 8 4 1 4 1 <8 0,05 

1003 64 4 32 32 2 >32 16 8 16 0,17 
1044 16 64 16 8 <0,12 1 <2 2 <8 0,19 
1310 8 <8 2 2 0,5 16 <2 8 <8 0,08 

ABM+; AmpC+ 
811 8 <8 2 2 <0,12 4 >16 8 <8 0,09 

1134 8 <8 2 2 1 <0,25 <2 2 <8 0,11 
SPM-1 

1638 >32 256 >32 >32 >4 >32 >16 32 >64 0,04 
2604 16 256 >32 >32 >4 >32 >16 >32 >64 0,11 

ABM+; XY+; AmpC+; IMP-16 
1260 32 32 >32 >32 >4 >32 >16 16 16 0,07 

ABM+; XY+; AmpC+; SPM-1 
2561 >32 >256 >32 >32 >4 >32 >16 >32 >64 0,10 

ABM+; CDJ+; XY+; AmpC 
1093 8 <8 4 4 0,25 0,5 <2 2 <8 0,43 

ABM+; CDJ+; XY+ 
1125 32 16 4 8 1 0,25 16 1 64 0,59 

CDJ+; XY+ 
418 32 256 32 16 >4 8 >16 8 >64 2,20 

XY+; AmpC+; SPM-1 
1808 >32 256 >32 32 >4 16 >16 32 >64 0,06 

XY+; AmpC+; IMP-1 
1191 16 32 8 16 >4 32 <2 16 <8 0,02 

XY+; SPM-1 
2312 8 256 >32 >32 >4 >32 >16 >32 >64 0,05 

GES-5 
2253 32 128 16 32 >4 32 >16 >32 >64 0,03 

Isolados sem determinantes de resistência 
1157 8 <8 2 4 >4 2 >16 1 32 1,11 
1577 8 <8 2 4 0,5 4 <2 4 <8 0,76 

OprD- 
44 32 32 8 2 >4 8 >16 16 >64 0,04 
45 8 <8 2 2 0,12 8 <2 0,5 <8 0,11 
96 16 16 4 8 0,25 16 4 32 <8 0,02 
127 16 <8 2 4 0,5 0,5 4 1 <8 0,10 
193 >32 8 >32 >32 >4 >32 >16 0,5 >64 0,06 
201 16 64 32 8 <0,12 1 >16 1 >64 0,01 
207 2 <8 <1,0 4 0,25 4 4 4 <8 0,01 
319 16 64 16 4 <0,12 1 <2 1 <8 0,13 
391 >32 128 >32 32 >4 2 >16 2 >64 0,15 
419 2 16 <1,0 2 0,25 1 <2 1 <8 0,08 
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continuação da tabela anexo 1 

Isolado  
CIM (µg/mL) 

OprD - 
AZT PTZ CAZ CEP CIP MER GEN IMI AMI 

OprD- 
538 4 16 2 8 0,25 2 4 8 <8 0,13 
559 32 256 32 8 4 16 8 8 <8 0,13 
747 8 <8 2 4 0,5 4 <2 2 <8 0,07 
798 16 16 4 8 >4 1 >16 1 >64 0,06 
831 32 256 16 8 >4 8 >16 8 >64 0,07 
864 4 <8 <1,0 <1,0 0,12 1 <2 1 <8 0,12 
872 4 <8 <1,0 2 0,12 0,5 <2 1 <8 0,05 
916 4 16 4 4 2 <0,25 <2 2 <8 0,31 
949 8 <8 2 2 0,25 16 <2 8 <8 0,14 

1114 4 <8 2 4 0,5 0,5 <2 1 <8 0,15 
1150 8 <8 16 2 0,12 2 <2 2 <8 0,24 
1200 32 32 8 8 0,5 0,5 <2 2 <8 0,05 
1361 2 <8 <1,0 <1,0 0,12 0,25 <2 <0,25 <8 0,07 
1574 32 256 >32 32 >4 2 16 2 64 0,18 
1785 8 <8 2 2 1 1 2 2 <8 0,56 
1840 8 16 4 4 0,12 8 <2 2 <8 0,05 
2202 16 <8 4 4 0,25 0,25 <2 4 <8 0,15 
2487 32 128 >32 >32 >4 32 >16 16 64 0,12 
2492 32 256 32 16 0,5 4 <2 2 <8 0,05 
2513 32 256 32 16 >4 32 >16 32 >64 0,03 
2547 4 32 2 2 0,5 0,25 <2 2 <8 0,07 

 

CIM obtidas de acordo com as recomendações do CLSI, 2009 (28). AZT- aztreonam; PTZ 

piperacilina/tazobactam; CAZ- ceftazidima; CEP – cefepima; CIP – ciprofloxacina; MER – 

meropenem; GEN – gentamicina; IMI – imipenem; AMI – amicacina.  

ABM+: aumento da transcrição do gene mexB de, no mínimo, duas vezes, em relação à 

cepa referência PA01; CDJ+: aumento da transcrição do gene mexD de, no mínimo, 100 

vezes, em relação à cepa referência PA01; EFN+: aumento da transcrição do gene mexF de, 

no mínimo, 100 vezes, em relação à cepa referência PA01; XY+: aumento da transcrição do 

gene mexY de, no mínimo, quatro vezes, em relação à cepa referência PA01; AmpC: 

aumento da transcrição do gene ampC de, no mínimo, dez vezes, em relação à cepa 

referência PA01; OprD-: redução da transcrição do gene oprD de, no mínimo, 30% em 

relação à cepa referência PA01. Os valores em negrito indicam a redução da expressão de 

OprD. 

 

 

 

 



117 

Anexo  

 

 

 

Anexo II 

 

Tabela Anexo 2. Perfil de sensibilidade e mecanismos de resistência das 61 amostras clínicas 

de Pseudomonas aeruginosa isoladas de hemoculturas do Medical College of Virginia. 

Isolado  
CIM (µg/mL) 

OprD - 
AZT PTZ CAZ CEP CIP MER GEN IMI AMI 

ABM+ 

36033 16 64 2 2 >4 0,25 <2 1 16 0,01 
34266 8 <8 4 4 >4 2 <2 1 4 0,04 
41301 32 <8 >32 32 >4 2 16 <0,25 32 0,08 
35454 64 64 >32 32 >4 8 >16 <0,25 8 0,09 
35552 16 256 16 8 0,5 4 16 <0,25 <8 0,32 
41375 64 <8 >32 >32 2 4 16 <0,25 <8 0,10 

ABM+; XY+ 

34986 <2 <8 8 8 4 8 <2 16 32 5,88 
35877 8 128 8 4 >4 2 <2 0,5 <8 0,36 
46277 <2 16 8 8 >4 1 4 16 >64 0,58 
35436 16 256 32 32 2 >32 <2 8 64 0,14 
49204 2 64 >32 32 4 8 <2 32 32 0,17 

ABM+; XY+; EFN 

35241 <2 16 8 4 2 <0,25 2 2 >64 0,12 
35365 <2 <8 2 2 0,25 <0,25 <2 1 8 0,28 
45163 8 16 2 <1 4 <0,25 <2 1 <8 1,73 

ABM+; CDJ+; EFN+; XY+ 

40270 16 32 2 2 4 <0,25 <2 1 16 15,22 
XY+ 

41357 16 256 >32 16 >4 16 4 16 64 0,01 
35278 <2 16 8 8 2 32 2 32 64 1,76 

AmpC+ 
49292 16 16 32 8 4 4 <2 8 32 0,02 
45164 64 64 16 16 >4 8 <2 2 8 0,01 
43535 16 8 32 8 2 4 2 16 32 0,00 

Isolado sem determinante de resistência 
45335 <2 8 8 2 >4 8 <2 16 16 0,74 

OprD- 
35310 8 <8 2 2 4 <0,25 >16 1 16 0,02 
35299 32 <8 4 4 >4 0,5 >16 1 >64 0,01 
34104 16 32 8 4 4 8 <2 8 8 0,06 
49343 16 <8 2 2 2 0,25 <2 0,25 16 0,11 
34237 16 <8 2 2 >4 1 <2 1 16 0,02 
33043 32 16 2 2 2 <0,25 8 1 16 0,02 
40493 4 <8 16 4 4 <0,25 8 16 8 0,11 
35814 4 <8 16 4 4 1 <2 2 16 0,22 

 



118 

Anexo  

 

 

continuação da tabela anexo 2 

Isolado  
CIM (µg/mL) 

OprD - 
AZT PTZ CAZ CEP CIP MER GEN IMI AMI 

OprD- 
34327 32 <8 32 16 >4 1 16 1 32 0,51 
34160 4 <8 1 2 4 0,25 <2 1 16 0,02 
35514 8 64 8 <1 2 1 <2 1 16 0,02 
34150 4 <8 2 2 >4 <0,25 16 <0,25 16 0,05 
34077 4 <8 4 4 4 4 <2 16 16 0,05 
34148 8 <8 2 2 >4 0,25 16 1 16 0,02 
45151 8 256 4 2 4 <0,25 <2 1 16 0,33 
43590 16 8 16 8 >4 4 2 1 32 0,04 
36701 4 8 16 4 2 1 <2 1 64 0,05 
35517 <2 16 2 2 4 <0,25 <2 1 8 0,02 
39541 2 8 2 2 4 <0,25 <2 1 8 0,02 
34206 8 >256 2 4 4 <0,25 <2 1 8 0,01 
49328 <2 128 1 2 4 0,5 <2 0,25 8 0,03 
34403 8 <8 16 8 >4 <0,25 <2 0,5 8 0,01 
35478 32 32 32 8 2 4 2 16 32 0,00 
35554 <2 <8 4 4 4 1 <2 1 8 0,02 
35160 2 16 2 2 4 0,5 <2 2 16 0,01 
40237 8 8 4 2 4 0,5 2 0,5 64 0,04 
35027 <2 8 2 32 >4 1 <2 1 >64 0,66 
49528 16 256 >32 32 >4 32 2 32 64 0,02 
35328 8 8 4 4 4 <0,25 4 2 >64 0,01 
35257 <2 8 2 4 4 2 <2 2 32 0,02 
34710 <2 8 2 4 2 0,5 <2 2 16 0,08 
45614 4 16 2 8 >4 16 <2 4 16 0,02 
49506 16 128 8 8 >4 8 8 <0,25 32 0,05 
41312 16 16 8 4 >4 <0,25 2 2 >64 0,04 
46257 16 >256 8 2 2 8 <2 16 64 0,12 
35236 16 128 16 16 2 2 16 <0,25 <8 0,31 
49246 16 8 16 <1 2 2 2 <0,25 32 0,09 
35189 >32 >256 >32 >32 >4 >32 >16 2 >64 0,09 
35073 32 256 >32 32 4 4 8 <0,25 8 0,24 
40222 16 8 16 8 4 4 16 <0,25 64 0,61 
CIM obtidas de acordo com as recomendações do CLSI, 2009 (28). AZT- aztreonam; PTZ 
piperacilina/tazobactam; CAZ- ceftazidima; CEP – cefepima; CIP – ciprofloxacina; MER – 
meropenem; GEN – gentamicina; IMI – imipenem; AMI – amicacina.  
ABM+: aumento da transcrição do gene mexB de, no mínimo, duas vezes, em relação à cepa 
referência PA01; CDJ+: aumento da transcrição do gene mexD de, no mínimo, 100 vezes, em 
relação à cepa referência PA01; EFN+: aumento da transcrição do gene mexF de, no mínimo, 
100 vezes, em relação à cepa referência PA01; XY+: aumento da transcrição do gene mexY 
de, no mínimo, quatro vezes, em relação à cepa referência PA01; AmpC: aumento da 
transcrição do gene ampC de, no mínimo, dez vezes, em relação à cepa referência PA01; 
OprD-: redução da transcrição do gene oprD de, no mínimo, 30% em relação à cepa 
referência PA01. Os valores em negrito indicam a redução da expressão de OprD. 
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Anexo III 

 

Tabela Anexo 3. Expressão relativa dos genes avaliados nas 84 

amostras clínicas de Pseudomonas aeruginosa isoladas de hemoculturas 

do Hospital São Paulo, em comparação à cepa referência PA01. 

Isolado ABM CDJ EFN XY AmpC OprD 

5 0,68 0,64 0,51 8,12 0,00 0,04 

44 0,13 0,21 3,77 0,67 2,99 0,04 

45 0,22 2,78 13,84 1,43 2,04 0,11 

96 0,06 0,21 0,08 2,17 0,00 0,02 

114 0,79 0,26 0,85 45,30 >10000 0,05 

127 1,07 0,30 0,00 0,53 1,51 0,10 

189 0,41 1,09 0,34 12,02 >10000 0,02 

193 0,30 0,49 0,34 0,19 0,09 0,06 

201 0,19 0,30 0,26 0,13 9,67 0,01 

203 0,83 0,37 0,91 20,49 >10000 0,04 

207 0,14 2,16 0,25 3,04 0,00 0,01 

221 21,85 84,78 16,39 4,82 0,00 0,75 

239 4,12 8,29 9,02 27,48 0,08 0,02 

319 0,63 1,12 0,87 0,42 1,19 0,13 

337 1,73 4,44 9,18 17,58 0,08 0,07 

354 2,03 0,91 1,94 238,41 18,79 0,05 

367 0,51 0,26 0,84 9,13 0,00 0,10 

391 0,55 0,32 0,53 0,59 0,00 0,15 

418 1,80 103,49 3,08 8,42 0,00 2,20 

419 1,90 7,62 2,02 2,04 0,00 0,08 

483 2,59 2,21 7,52 40,14 51,07 0,09 

538 0,81 0,17 0,63 1,08 0,00 0,13 

559 0,14 0,37 0,49 2,31 0,00 0,13 

715 0,77 1,35 0,23 4,13 0,00 0,09 

720 1,69 3,87 3,30 24,13 5,76 0,13 

747 0,61 0,65 0,54 0,32 0,00 0,07 

798 1,36 1,76 2,33 2,55 0,00 0,06 
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continuação da tabela anexo 3 

Isolado ABM CDJ EFN XY AmpC OprD 

811 3,03 2,36 3,40 1,53 25,59 0,09 

830 0,92 0,47 0,36 21,27 0,41 0,14 

831 0,12 0,28 0,47 0,35 0,00 0,07 

864 0,96 0,40 0,29 0,08 0,03 0,12 

872 0,21 0,91 0,22 0,07 0,10 0,05 

916 1,23 7,22 0,18 0,03 1,71 0,31 

932 12,20 2,41 1,04 0,65 0,95 0,58 

946 2,70 0,43 0,70 1,75 0,00 0,05 

949 1,53 0,36 0,72 0,48 0,00 0,14 

1003 3,29 0,87 1,12 1,20 0,00 0,17 

1013 3,30 5,65 10,27 7,54 567,07 0,20 

1044 4,11 0,39 1,11 0,09 0,00 0,19 

1061 0,88 0,13 0,39 7,20 0,41 0,11 

1084 0,97 0,14 0,32 3,03 > 10000 0,10 

1086 3,67 14,14 56,26 11,50 0,00 0,15 

1093 31,54 164,34 99,71 23,40 > 10000 0,43 

1114 1,11 10,17 0,38 0,20 0,01 0,15 

1125 165,73 > 10000 62,06 958,89 0,00 0,59 

1127 0,68 3,99 0,96 0,49 17,93 0,25 

1134 2,44 3,22 1,69 0,86 31,85 0,11 

1150 0,09 0,23 0,09 1,02 0,00 0,24 

1157 0,19 1,09 0,03 1,07 0,00 1,11 

1170 1,82 1,64 2,79 13,28 > 10000 0,09 

1191 1,78 17,70 8,59 27,53 > 10000 0,02 

1200 1,82 0,16 0,48 0,04 0,40 0,05 

1255 0,69 1,23 0,99 0,51 229,99 0,07 

1260 5,88 0,47 0,72 16,85 18,35 0,07 

1280 0,85 0,14 0,73 9,38 > 10000 0,09 

1310 5,83 0,51 7,13 0,79 0,07 0,08 

1345 0,27 0,08 1,04 0,44 > 10000 0,05 

1346 2,72 0,06 0,37 5,74 86,87 0,52 
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continuação da tabela anexo 3 

       Isolado ABM CDJ EFN XY AmpC OprD 

1356 1,02 0,83 2,69 560,64 0,00 0,18 

1361 0,60 0,17 1,01 2,64 0,00 0,07 

1384 0,80 0,06 0,46 3,34 > 10000 0,08 

1395 1,61 0,13 3,07 56,53 > 10000 0,06 

1463 0,68 0,33 0,46 0,31 24,20 0,12 

1574 0,36 0,26 0,26 0,93 0,00 0,18 

1577 0,04 0,98 0,72 2,23 0,00 0,76 

1638 0,46 0,13 0,50 1,42 5,51 0,04 

1643 1,40 1,00 2,15 16,93 13,39 0,05 

1743 0,49 2,31 2,02 4,20 > 10000 0,10 

1758 4,95 16,44 21,62 31,11 0,00 0,19 

1785 1,25 0,15 0,54 1,13 0,00 0,56 

1808 0,67 0,16 0,61 16,48 25,02 0,06 

1840 0,13 0,03 0,03 0,01 0,00 0,05 

2202 0,02 0,20 0,06 0,12 0,00 0,15 

2209 7,87 1,78 9,88 24,78 313,03 2,02 

2216 6,57 6,70 6,96 17,71 0,00 2,26 

2250 4,36 2,55 5,87 10,32 0,00 1,14 

2253 0,17 0,14 0,58 1,17 0,00 0,03 

2312 1,27 0,16 1,97 20,39 0,00 0,05 

2487 0,40 0,23 0,46 2,54 0,00 0,12 

2492 1,10 0,30 1,11 0,79 0,00 0,05 

2513 0,59 0,08 0,81 2,27 0,00 0,03 

2547 0,01 0,03 0,01 0,01 0,00 0,07 

2561 2,34 12,31 13,37 21,29 26,64 0,10 

2604 1,48 0,26 0,93 2,80 0,00 0,11 
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Anexo IV 

 

Tabela Anexo 4. Expressão relativa dos genes avaliados nas 61 amostras 

clínicas de Pseudomonas aeruginosa isoladas de hemoculturas do Medical 

College of Virginia, em comparação à cepa referência PA01. 

Isolado ABM CDJ EFN XY AmpC OprD 

35310 0,49 1,35 0,2 0,12 1,17 0,02 

35299 0,45 0,17 0,1 0,03 0,31 0,01 

49292 1,11 2,09 0,3 0,94 470,66 0,02 

34104 0,50 0,08 0,3 0,01 0,57 0,06 

49343 1,14 0,29 1,4 0,39 0,01 0,11 

36033 3,92 0,14 0,2 2,29 0,01 0,01 

34237 0,35 2,10 0,2 0,03 0,07 0,02 

33043 0,35 0,80 0,2 0,18 0,01 0,02 

40493 0,87 0,23 0,6 0,30 0,07 0,11 

40270 5,55 3943,91 >10000 >10000 0,00 15,22 

35814 0,01 1,40 0,0 14,12 0,00 0,22 

34327 0,69 23,95 6,1 3,65 0,00 0,51 

34160 0,19 0,02 0,1 0,06 0,00 0,02 

35514 0,31 0,08 0,1 0,21 0,00 0,02 

34150 0,26 0,02 0,1 0,19 0,00 0,05 

34077 0,26 2,56 0,4 0,21 0,00 0,05 

34148 0,17 0,13 0,1 0,04 0,00 0,02 

45151 1,21 1,17 3,2 0,68 0,00 0,33 

43590 0,25 0,22 0,2 0,16 0,00 0,04 

36701 0,44 0,34 0,4 0,41 0,00 0,05 

45164 1,05 0,47 0,3 0,09 >10000 0,01 

35517 0,16 0,03 0,1 0,01 0,00 0,02 

39541 0,22 0,06 0,1 0,07 0,00 0,02 

34206 0,13 0,12 0,3 0,10 0,00 0,01 

49328 0,32 0,20 0,2 0,12 0,00 0,03 

45163 2,46 70,46 450,2 5457,27 0,00 1,73 
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continuação da tabela anexo 4 

Isolado ABM CDJ EFN XY AmpC OprD 

43535 0,48 0,18 0,5 1,69 1894,64 0,00 

34403 0,22 0,24 0,2 0,13 0,00 0,01 

35478 0,24 0,36 0,2 0,33 0,38 0,00 

35554 0,10 0,05 0,1 0,00 1,23 0,02 

35877 89,31 84,33 63,6 22,16 0,00 0,36 

35160 0,20 0,17 0,4 0,05 0,00 0,01 

40237 0,22 0,30 0,9 0,73 0,00 0,04 

34266 3,43 0,44 0,5 0,01 0,00 0,04 

35027 0,01 0,34 0,2 0,63 0,00 0,66 

41357 0,34 0,91 0,1 7,41 0,00 0,01 

49528 0,87 1,57 3,1 2,31 0,00 0,02 

35328 0,11 0,02 0,2 0,08 0,00 0,01 

35257 0,05 0,36 0,1 0,01 0,03 0,02 

34710 0,34 0,79 0,4 0,03 0,00 0,08 

35278 1,89 33,91 11,6 19,48 0,00 1,76 

45614 0,15 0,47 0,2 0,12 0,00 0,02 

49506 0,12 9,46 0,5 1,34 0,30 0,05 

41312 0,30 0,56 0,0 0,42 0,00 0,04 

35241 14,83 19,83 108,2 425,06 0,00 0,12 

46277 11,37 12,26 44,6 47,02 0,00 0,58 

35436 9,76 5,39 21,3 13,44 0,00 0,14 

35365 22,67 25,75 351,7 7,48 0,00 0,28 

34986 18,16 21,38 3,8 9331,26 0,00 5,88 

45335 0,06 1,02 0,1 0,12 0,00 0,74 

49204 2,83 7,99 11,9 39,30 0,00 0,17 

46257 0,21 0,16 1,4 2,65 0,00 0,12 

35236 1,16 1,35 0,9 0,33 0,00 0,31 

49246 0,04 0,43 0,4 0,36 0,00 0,09 

41301 2,42 7,46 8,1 0,06 4,55 0,08 

35454 7,97 11,26 55,5 0,13 0,00 0,09 

35552 3,27 3,33 18,2 1,13 0,00 0,32 
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continuação da tabela anexo 4 

Isolado ABM CDJ EFN XY AmpC OprD 

41375 3,95 2,97 28,4 0,05 0,00 0,10 

35189 1,21 0,14 2,6 0,21 0,00 0,09 

35073 1,28 1,18 15,2 0,46 0,00 0,24 

40222 1,99 4,26 19,0 0,30 0,00 0,61 
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RESUMO 

O objetivo principal desse estudo foi avaliar os mecanismos de resistência aos 

agentes β-lactâmicos em isolados clínicos de P. aeruginosa procedentes de dois 

hospitais, localizados no Brasil e nos Estados Unidos da América (EUA).  

Foram avaliadas 145 amostras bacterianas de P. aeruginosa recuperadas de 

hemoculturas, sendo 84 isolados obtidos no período de janeiro de 2000 a maio de 

2002 do Hospital São Paulo - HSP (Brasil) e 61 isolados obtidos no período de 

janeiro de 1996 a dezembro de 2003 do Medical College of Virginia - MCV (EUA). 

Todas as amostras bacterianas foram submetidas ao teste de sensibilidade aos 

antimicrobianos, avaliado pela técnica de diluição em ágar. A atividade enzimática 

das carbapenemases foi avaliada pelo método de hidrólise com inibição pelo EDTA. 

A pesquisa de genes que codificam ESBL e carbapenemases foi realizada pela 

técnica da reação em cadeia da polimerase (PCR), seguido por sequencimento. A 

transcrição dos genes mexB, mexD, mexF e mexY, que codificam os sistemas de 

efluxo ABM, CDJ, EFN, XY, respectivamente, da β-lactamase cromossomal ampC e 

da porina oprD foi avaliada pela técnica de PCR quantitativo em tempo real (qRT-

PCR), sendo os resultados da transcrição comparados com a cepa referência PA01. 

Nossos resultados demonstraram que os isolados procedentes do HSP 

apresentaram taxas de sensibilidade inferiores aos antimicrobianos testados 

comparado àquelas apresentadas pelos isolados do MCV, exceto para a 

ciprofloxacina. Sete isolados clínicos de P. aeruginosa do HSP apresentaram 

atividade carbapenemase, sendo amplificado os genes blaIMP-1 (n=1), blaIMP-16 (n=1) e 

blaSPM-1 (n=5). Adicionalmente, foi identificada a produção de GES-5 por uma 

amostra do HSP. Nenhum isolado proveniente do MCV apresentou atividade 
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carbapenemase pela técnica espectrofotométrica ou qualquer amplificação dos 

genes codificadores de ESBL ou carbapenemases pesquisados.  

O aumento da transcrição dos genes que codificam os sistemas de efluxo avaliados 

foi mais frequente entre os isolados clínicos de P. aeruginosa procedentes do HSP 

(71,4%), em comparação com os isolados do MCV (52,4%). Os sistemas XY (41,6%) 

e ABM (24,6%) foram os mais frequentes entre os isolados do HSP e do MCV, 

respectivamente. Adicionalmente, foi avaliada a transcrição dos diferentes genes 

que codificam esses sistemas simultaneamente com a expressão de outros 

mecanismos de resistência. Entre os isolados do HSP, a associação desses 

diferentes determinantes de resistência foi maior que entre os isolados do MCV. A 

redução da transcrição de oprD foi semelhante entre os dois grupos amostrais, 

sendo observada em 91,6% e 91,8% dos isolados do HSP e do MCV, 

respectivamente. O aumento da transcrição de ampC foi observado em 30,9% e 

5,0% dos isolados do HSP e MCV. 

O aumento da transcrição dos genes que codificam os sistemas de efluxo e/ou a 

redução da transcrição de oprD parecem aumentar as CIMs dos β-lactâmicos, 

embora a associação destes mecanismos com a produção de β-lactamases seja 

mais significante para o aumento da CIM. Isso pode sugerir que tais mecanismos 

podem favorecer a sobrevivência da P. aeruginosa sob pressão seletiva, 

aumentando, assim, a chance de adquirir outros determinantes de resistência aos 

agentes β-lactâmicos no ambiente hospitalar, e contribuindo para o surgimento de 

cepas altamente resistentes a esta classe de antimicrobianos. 
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ABSTRACT 

The aim of this study was evaluate the mechanisms of β-lactams resistance in P. 

aeruginosa clinical isolates from two hospitals, located in Brazil and United States of 

America (USA). 

We have selected 145 P. aeruginosa isolated in blood cultures. Of those, 84 and 61 

isolates were recovered from patients hospitalized in Hospital São Paulo – HSP 

(Brazil), and in Medical College of Virginia – MCV (USA), respectively. All strains 

were submitted to antimicrobial susceptibility testing by agar dilution. Investigation of 

carbapenemase activity of crude extracts was performed by UV spectrophotometric 

assays. Detection of ESBL- and MBL-encoding genes was conducted by PCR, 

followed by amplicon sequencing. The hyperexpression of efflux systems (ABM, 

CDJ, EFN and XY), AmpC chromosomal β-lactamase, as well as reduced OprD 

expression was evaluated by quantitative real time PCR (qRT-PCR), compared to 

that of PA01 reference strain. 

Isolates from HSP showed decreased susceptibility rates for most antimicrobials 

tested compared to those of MCV isolates, except for ciprofloxacin. Carbapenem-

hydrolysis was detected in seven P. aeruginosa from HSP, in which we have 

identified the MBL- encoding genes  blaIMP-1 (n=1), blaIMP-16 (n=1) and blaSPM-1 (n=5). 

In addition, the production of GES-5 was observed in a single isolate from this 

hospital. In contrast, neither MBL- nor ESBL-encoding genes were observed in 

isolates from MCV. 

Efflux hyperexpression was more frequently observed in P. aeruginosa clinical 

isolates from HSP (71.4%) than from MCV (52.4%). The efflux systems XY (41.6%) 
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and ABM (24.6%) were more frequently hyperexpressed in isolates from HSP and 

MCV, respectively. The simultaneous expression of different resistance determinants 

in one isolate was also evaluated. This association was more frequent among HSP 

isolates. Reduced OprD expression was similar among isolates from HSP and MCV, 

91.6% and 91.8%, respectively. The hyperexpression of AmpC was 30.9% among 

HSP isolates and 5.0% among MCV isolates. 

The efflux hyperexpression and/or porin loss might increase β-lactam MICs, although 

not as effectively as do β-lactamases associated with other resistant determinants. 

This finding suggests that such mechanisms may favor P. aeruginosa survival under 

selective pressure, increasing its possibility to acquire other β-lactam resistance 

determinants in the hospital environment, contributing to the emergence of strains 

highly resistant to this class of antimicrobials. 
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