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RESUMO 

 

 
 

DINI, V.S.Q. Análise da resistência antimicrobiana em cepas de Pseudomonas 

aeruginosa isoladas em Unidades de Tratamento Intensivo em Manaus. 2016. Dissertação 

de Mestrado – Univerisidade Federal do Amazonas, Manaus, 2016. 

 

Introdução: Pseudomonas aeruginosa resistente a múltiplos antimicrobianos (MDR, multi-

drug-resistance e PDR, pan-drug-resistance) é um agente etiológico frequente em infecções 

hospitalares, acometendo principalmente pacientes imunossuprimidos, tal como os internados 

em Unidade de Tratamento Intensivo (UTI). Objetivos: (1) Detectar P. aeruginosa resistente 

a múltiplos antimicrobianos em pacientes, profissionais e estruturas hospitalares; (2) 

identificar fatores genéticos que conferem resistência antimicrobiana, tais como integrons, 

cassetes gênicos e genes codificadores de enzimas β-lactamases; e (3) Detectar grupos clonais 

entre os isolados MDR/PDR. Metodologia: Foram realizadas coletas de amostras de 

pacientes, profissionais e estruturas de UTIs dos Hospitais 28 de Agosto (HPS28), Francisca 

Mendes (HUFM) e João Lúcio Pereira Machado (HPSJL), dos quais foram isoladas e 

identificadas cepas de P. aeruginosa por metodologia microbiológica clássica e molecular 

(amplificação e sequenciamento do gene 16s rRNA); O perfil de resistência aos 

antimicrobianos foi determinado pela técnica de disco-difusão; A pesquisa de grupos clonais 

foi determinada por similaridade genética entre os isolados MDR/PDR por PFGE; A detecção 

de genes que codificam resistência (integrons, cassetes gênicos e enzimas β-lactamases) foi 

realizada por PCR e confirmadas por RFLP e/ou sequenciamento genético. Resultados: Os 

fenótipos MDRs e PDR foram detectados em, respectivamente, 13,3% e 1,2% dos isolados 

estudados. Em 32 (38,5%) foram detectados integrons de classe 1. Destes, três (3,6%) 

também foram positivos para integrons de classe 2. A presença de intengrons nos isolados 

estudados demonstra correlação estatística (P<0,05) significativas com os fenótipos de 

resistência aos fármacos testados. Uma alta frequência de integrons não continha cassete 

gênico ou apenas carregava genes que codificavam resistência aos aminoglicosídeos 

estreptomicina e espectinomicina e ao trimetropin. A pesquisa de β-lactamases revelou a 

produção de enzimas KPC-2 (66,7%), VIM (8,3%) e OXA-50 (100%) por isolados de P. 

aeruginosa MDR/PDR. Dois grupos clonais foram detectados entre os isolados MDR/PDR 

estudados, indicando disseminação clonal inter e intrahospitalares. Conclusão: O isolamento 

de P. aeruginosa a partir dos hospitais estudados evidencia que esses patógenos, capazes de 

causar graves infecções nosocomiais, em especial, cepas MDR e PDR, estão se disseminando 

em ambiente hospitalar. Além disso, constata-se que a presença de elementos genéticos como 

integrons, cassetes gênicos e genes codificadores de β-lactamases estão correlacionadas aos 

fenótops de resistência nesses isolados, sendo, portanto, mecanismos genéticos potenciais 

capazes de conferir resistência antimicrobiana. Apesar disso, estudos futuros são necessários 

para avaliar a contribuição de outros mecanismos moleculares e a pressão seletiva exercida 

pelos antimicrobianos que contribuem para o desenvolvimento destes fenótipos. 

 

Palavras-chave: Resistência antimicrobiana, integrons, cassetes gênicos e β-lactamases. 



ABSTRACT 

 

 

DINI, V.S.Q. Analysis of antimicrobial resistance in isolated Pseudomonas aeruginosa 

strains in Intensive Care Units in Manaus. 2016. Masters Dissertation – Univerisidade 

Federal do Amazonas, Manaus, 2016. 

 

 

Introduction: Pseudomonas aeruginosa resistant to multiple antibiotics (MDR , multi-drug-

resistance and PDR , pan-drug-resistance ) is a frequent etiologic agent of nosocomial 

infections, mainly affecting immunocompromised patients, such as those admitted to the 

Intensive Care Unit (ICU). Objectives: (1) Detect P. aeruginosa resistant to multiple 

antimicrobials in patients, professionals and hospital environment; (2) Identify genetic factors 

that confer antibiotic resistance such as integrons, gene cassettes and genes encoding enzymes 

β-lactamases; and (3) Detect clonal groups among isolates MDR/PDR. Methods: Samples 

were collected samples from patients, professionals and structures in ICUs of Hospitals 28 de 

Agosto (HPS28), Francisca Mendes (HUFM) e João Lúcio Pereira Machado (HPSJL), which 

were isolated and identified strains of P. aeruginosa by classical and molecular 

microbiological methods (amplification and sequencing of the 16S rRNA gene); The 

antimicrobial resistance profile was determined by disk diffusion technique; The research 

groups was determined by clonal genetic similarity among isolates MDR/PDR by PFGE; The 

detection of genes that encode resistance (integrons, gene cassettes and β-lactamases 

enzymes) was performed by PCR and confirmed by RFLP and/or genetic sequencing. 

Results: The phenotypes MDR and PDR were detected, respectively, 13.3 % and 1.2 % of the 

isolates. In 32 (38.5%) were detected class integrons 1. Of these, three (3.6%) were also 

positive for integrons class intengrons 2. The presence of the isolates showed statistical 

correlation (P<0.05) with significant phenotypic resistance to the tested drugs. A high 

frequency of integrons contained no genetic cassette or carried only genes that encode 

resistance to aminoglycosides streptomycin and spectinomycin and trimethoprim. The β-

lactamase showed the production of enzyme KPC -2 study (66,7%), VIM (8.3%) and OXA -

50 (100%) P. aeruginosa isolates MDR/PDR. Two clonal groups were detected among 

MDR/PDR isolates, indicating clonal intra and inter-hospital. Conclusion: The isolation of P. 

aeruginosa from hospitals studied shows that these pathogens, which can cause severe 

nosocomial infections, in particular MDR and PDR strains are spreading in a hospital 

environment. Moreover, it appears that the presence of genetic elements such as integrons, 

gene cassettes and genes encoding β-lactamases are correlated to the resistance fenótops these 

isolates and therefore potential genetic mechanisms that confer antimicrobial resistance. 

Nevertheless, further studies are needed to assess the contribution of other molecular 

mechanisms and the selective pressure exerted by antimicrobial agents that contribute to the 

development of these phenotypes. 

 

Keywords: Antimicrobial resistance, integrons, gene cassettes and β-lactamases.  
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

As infecções hospitalares por organismos multirresistentes (MDROs, do inglês,  

multidrug-resistant organisms) são consideradas uma ameaça global à saúde pública, pois 

limitam ou até mesmo inviabilizam as opções terapêuticas, aumentam os custos hospitalares, 

assim como o tempo de internação dos pacientes, o que consequentemente eleva os índices de 

morbidade e mortalidade dos acometidos (WHO, 2014; ANVISA, 2015). 

Dentre os micro-organismos multirresistentes frequentemente isolados em ambiente 

hospitalar, destaca-se Pseudomonas aeruginosa, presente principalmente em Unidades de 

Tratamento Intensivo (UTI), a qual é correlacionada ao fenótipo MDR (do inglês Multi-drug-

resistance - resisência a múltiplas drogas) e esporadicamente, ao fenótipo PDR (do inglês 

Pan-drug-resistance - resistência a todas drogas) (MAGIORAKOS et al., 2012; ANVISA, 

2015).  

Em 2009, a Rede Nacional de Monitoramento da Resistência Microbiana em Serviços 

de Saúde (rede RM) da Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) e Organização 

Pan-Americana da Saúde (OPAS) divulgou a frequência de micro-organismos 

multirresistentes isolados em UTIs de diferentes hospitais do Brasil, no período de julho de 

2006 a junho de 2008. No ranking dos micro-organismos mais isolados P. aeruginosa ocupou 

o 4º lugar (ANVISA, 2009). 

A mesma rede, em 2015, divulgou a ocorrência dos bacilos Gram-negativos com 

fenótipos de resistência mais frequentemente notificados como agentes etiológicos de 

infecções da corrente sanguínea (ICS) associada ao cateter vascular central (CVC) em 

pacientes adultos hospitalizados em UTIs. Os dados compilados demonstraram que, no Brasil, 

a P. aeruginosa resistente aos carbapenêmicos é o 5º microrganismo mais frequente entre os 

demais agentes etiológicos.  Já na região Norte do Brasil, essa bactéria ocupou o 2º lugar no 

ranking dos mais isolados (ANVISA, 2015).  

Desde 2008, a Organização Mundial da Saúde (OMS) realiza campanha nacional e 

internacional para evitar infecções hospitalares,  que tem como lema “Uma Assistência Limpa 

é Uma Assistência Mais Segura”, a qual busca a conscientização para correta higienização das 

mãos em serviços de saúde, principalmente antes e depois da manipulação de pacientes, 

objetivando evitar a propagação de bactérias entre os internados (WHO, 2008a, 2008b, 2012). 
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Sendo assim, várias causas estão associadas a dispersão de bactérias multirresistentes, entre 

outros fatores, citam-se o uso indiscriminado de antimicrobianos, uso desses fármacos em 

tratamentos profiláticos em animais, permanência a longo prazo de pacientes com 

suscetibilidade imunológica em UTI, etc. (WHO, 2008a).  

No Brasil, as infecções hospitalares por P. aeruginosa MDR têm sido atribuído a uma 

disseminação clonal de cepas produtoras de metalo-β-lactamase (MβL) do tipo SPM, as quais 

conferem resistência a quase todos os antimicrobianos β-lactâmicos (exceto aztreonam), 

principalmente as cefalosporinas (TOLEMAN et al., 2002; GALES et al., 2003; MARTINS et 

al., 2007).  A disseminação desses isolados corrobora um dos principais fenótipos de 

resistência em P. aeruginosa encontrados no Brasil, que deve-se a resistência aos 

carbapenêmicos, antimicrobianos pertencente a classes dos β-lactâmicos. Entretanto, também 

são relatodos com frequência resistência aos aminoglicosídeos, que por sua vez está mais 

correlacionada a presença de metilase do 16S rDNA rmtD (LI; NIKAIDO, 2009; NEVES et 

al., 2011; ANVISA, 2015).  

Apesar de estudos atribuírem tais perfis de resistências principalmente a enzimas 

inativadoras de antimicrobianos, há outros mecanismos moleculares que conferem resistência, 

como a perda de proteínas de membrana (porina OprD), que tornam a bactéria impermeável 

às drogas, ou ainda, devido a superexpressão de bombas de efluxo, que confere a capacidade 

de expulsar os antimicrobianos do meio intracelular (LI; NIKAIDO, 2009; NEVES et al., 

2011; ANVISA, 2015). 

Esses diferentes mecanismos de resistência antimicrobiana ocorrem de forma natural, 

através do intercâmbio de material genético intra ou interespécies, que é comum em bactérias 

Gram-negativas, ou devido  à pressão seletiva exercida pelos antibióticos (BLAIR et al., 

2015). A resistência conferida pela produção de enzimas inativadoras de antibióticos 

geralmente é codificada por genes presentes em integrons, que são elementos genéticos 

capazes de integrar e expressar genes de resistência (DENG et al., 2015). 

Em estudos preliminares foram isoladas cepas de P. aeruginosa a partir de efluentes 

hospitalares brutos (sem tratamento prévio) e tratados do Hospital e Pronto Socorro 28 de 

Agosto (HPS28), localizado na zona sul de Manaus (MAGALHÃES, 2013). O isolamento 

dessas bactérias mesmo após o tratamento do efluente foi sugestivo de disseminação de P. 

aeruginosa em ambiente hospitalar. Os dados epidemiológicos demonstram que esse 

patógeno está frequentemente associado a infecções hospitalares, principalmente em UTIs, 

por ser uma bactéria oportunista, que causa infecções em indivíduos com condições de risco, 
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ou seja, imunossuprimidos, que utilizam dispositivos invasivos e que geralmente estão 

expostos a  assistência a saúde por longos períodos, panorama visto em UTIs (VINCENT et 

al., 2009; CEZÁRIO et al., 2009; ANVISA, 2015). 

A presença e disseminação de isolados multirresistentes em ambiente hospitalar está 

associada a grandes impactos sócio-econômicos, aumentando os custos com a saúde, pois 

prolongam o tempo de permanência e elevam os gastos com diagnósticos e terapêuticas e 

ainda aumentam as possibilidades de morbidade e mortalidade (WHO, 2013). 

Portanto, o presente estudo tem como objetivo detectar e analisar P. aeruginosa com 

múltiplos fenótipos de resistência, isoladas a partir de amostras de pacientes, profissionais 

intensivistas e de estrutura de UTIs de três diferentes hospitais situados na cidade de 

Manaus/AM, o que evidenciará que tais hospitais corroboram com dados epidemiológicos 

mundiais referente a disseminação de P. aeruginosa como agente etiológico de infecções 

hospitalares, tendo em vista que tais dados, principalmente na região Norte, são escassos 

quando comparados a outras regiões do Brasil. 

Além disso, determinar o perfil de suscetibilidade antimicrobiana dos isolados, bem 

como analisar alguns mecanismos moleculares que conferem resistência a esses farmacos em 

cepas de P. aeruginosa, como a presença de integrons, cassetes gênicos e genes codificadores 

de metalo-β-lactamases, possibilitará verificar quais são as características dos isolados 

presente nos hospitais estudados. Dessa forma, os dados obtidos poderão contribuir para 

elaboração de novos protocolos que visem evitar a disseminação de infecção hospitalar, bem 

como novas condutas terapêuticas, evitando a seleção de bactérias resistentes. 
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2. REFERENCIAL TEÓRICO 

 

 

2.1 Pseudomonas aeruginosa 

 

 

O gênero Pseudomonas foi descrito em 1894 por Walter Emil Friedrich August 

Migula. Desde a sua primeira descrição, a taxonomia do gênero tem evoluído com o advento 

de novas tecnologias. Até 2015, foram descritas 230 espécies e 18 subespécies de 

Pseudomonas (http://www.bacterio.net/p/pseudomonas.html). Inicialmente, a descrição do 

gênero foi atribuída às características morfológicas e bioquímicas, entretanto, em virtude de 

avanços na biologia molecular do DNA, vários marcadores moleculares filogenéticos 

passaram a ser usados para sua classificação taxonômica (YAMAMOTO; HARAYAMA, 

1998; HILARIO et al., 2004; TAYEB et al, 2005, 2008; PALLERONI, 2010; KHATTAB et 

al., 2015). 

P. aeruginosa está classificada no grupo fluorescente do gênero Pseudomonas, que 

além desta, compreendem as espécies Pseudomonas fluorescens e Pseudomonas putida 

(PALLERONI et al., 1973; GARRITY et al., 2004; PEIX et al., 2009). Apresentam-se como 

bacilos Gram-negativos, retos ou curvos, com aproximadamente 0,5 a 0,8μm de comprimento 

e 1,5 a 3,0μm de largura (Figura 1) (TRABULSI;  ALTERTHUM, 2004; PALLERONI, 

2008).  

 

 

Figura 1 – Características morfo-tintoriais de P. 

aeruginosa sob coloração de Gram 

FONTE: Retirado de <http://www.news-

medical.net>Acesso em: 19 jul 2016. 

 

http://www.bacterio.net/p/pseudomonas.html
http://ijs.microbiologyresearch.org/content/journal/ijsem/10.1099/ijs.0.054676-0#r11
http://ijs.microbiologyresearch.org/content/journal/ijsem/10.1099/ijs.0.054676-0#r11
http://www.news-medical.net/
http://www.news-medical.net/


22 

 

É uma bactéria ubiquitária, termolábel, hidrofílica, móvel, de vida livre, amplamente 

distribuída no ambiente, tendo como reservatório natural o solo, as plantas e águas, 

principalmente água do mar, água doce ou residuárias (TRABULSI;  ALTERTHUM, 2004; 

PALLERONI, 2008). Quanto as suas características metabólicas, são estritamente aeróbios, 

utilizam um grande número de compostos orgânicos, tais como glicose e outros carboidratos, 

os quais são utilizados somente pela via oxidativa de carboidratos, portanto são bactérias não 

fermentadoras (PALLERONI, 1993; TRABULSI; ALTERTHUM, 2004). 

A maioria das cepas de P. aeruginosa produz um ou mais pigmentos, os quais 

retardam o crescimento de outras bactérias facilitando sua colonização. Os quatro pigmentos 

mais conhecidos são: piocianina (azul), piomelanina (marrom), pioverdina (verde) e 

piorrubina (vermelho), porém o mais encontrado nos isolados clínicos é a piocianina, por esse 

motivo, P.aeruginosa é conhecida como o bacilo piociânico (do grego puoin=pus e 

kuanos=azul escuro) (KING et al., 1954; PALLERONI, 2010). A produção de pioverdina e 

piocianina entre as cepas de P. aeruginosa é variável (GARRITY et al., 2004; TRABULSI; 

ALTERTHUM, 2004; VOS et al., 2011). O crescimento da P.aeruginosa em caldo simples à 

temperatura de 42ºC é considerado o ideal, pois permite diferenciá-la das outras espécies de 

Pseudomonas (BLONDEL-HILL et al., 2007; SILVA et al., 2010). Outras características 

importantes encontradas nas cepas de P. aeruginosa é a emissão de odor de fruta adocicado e 

a formação de colônias com diversos aspectos morfológicos, podendo ser diminutas ou até 

planas, difusas ou mucoides, com bordas serradas e brilho metálico (SILVA, 1999; 

TRABULSI; ALTERTHUM, 2004; MURRAY et al., 2015). 

As características fundamentais para a identificação fenotípica de cepas P. aeruginosa 

consistem no crescimento típico de colônias em temperaturas de 5ºC a 42ºC, produção de 

pigmentos (pioverdina e piocianina), odor característico e motilidade positiva, e em testes 

bioquímicos, apresentam oxidase positiva, lisina descarboxilase negativo, cetrimida positivo, 

malonato positivo, citrato positivo, indol negativo, consome glicose apenas pela via oxidativa, 

não podendo fementar esse açúcar, oxida a maltose e lactose e reduz nitrato a nitrito 

(TRABULSI; ALTERTHUM, 2004; LUCE, 2010; MURRAY et al., 2015). 

P. aeruginosa apresenta vários fatores de virulência, relacionados à estrutura 

bacteriana, tais como a presença de flagelos e fímbrias, e produção de produtos extracelulares, 

como alginato, enzimas e pigmentos extracelulares, que conferem a capacidade dessa bactéria 

causar diversas doenças no hospedeiro (KHALIFA et al., 2011; (TRABULSI; 

ALTERTHUM, 2004; GELLATLY; HANCOCK, 2013; ALHAZMI, 2015) 

http://ijs.microbiologyresearch.org/content/journal/ijsem/10.1099/ijs.0.054676-0#r11
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2.2 INFECÇÕES NOSOCOMIAIS – ASPECTOS GERAIS E EPIDEMIOLÓGICOS  

 

 

De acordo com o Ministério da Saúde, as Infecções Nosocomiais (IN), Infecções 

Hospitalares (IH) ou Infecções relacionadas Assistência a Saúde (IRAS) são aquelas 

adquiridas durante um procedimento assistencial ou durante o período de internamento, que 

não estava presente no momento da admissão do paciente em ambiente hospitalar (MS, 1998). 

As infecções hospitalares dificultam e agravam a situação dos pacientes enfermos, 

podendo levar à sepse ou morte (CDC, 2016). Essas infecções são ainda mais preocupantes 

quando acometem pacientes internados em Unidades de Tratamento Intensivo (UTI), pois 

estão associadas a elevados índices de morbidade, mortalidade e custos elevados com a saúde 

(VINCENT et al., 2009). Com taxas de mortalidade entre 9 a 58%, que variam de acordo com 

a etiologia e topografia da infecção, doença de base e etc., atingindo 40% entre as infecções 

de corrente sanguínea. Os impactos econômicos, resultante de internações prolongadas, novas 

condutas diagnósticas e terapêuticas representam cerca de 40% do total de gastos de UTI 

(GUIMARÃES et al., 2011; MARRA et al., 2011). 

Estimativas da OMS, em 2008, indicaram que 5 a 10% dos pacientes que utilizam 

serviços hospitalares adquirem uma ou mais infecções e ainda, apontaram que um em cada 

quatro pacientes internados em UTI vão adquirir infecção (WHO, 2008a). Em 2010, a 

ANVISA realizou um levantamento da incidência de IRAS nas UTI dos de 690 hospitais 

brasileiros. Esses estudos notificaram 18.370 infecções primárias de corrente sanguínea 

(IPCS) associada a cateter venoso central (CVC), sendo que destes 59,3% correspondiam a 

UTI adulto, 8,3% ocorreram em UTI pediátrica e 32,4% em UTI neonatal (ANVISA, 2011a, 

2011b). 

Essas infecções ocorrem, geralmente, após procedimento cirúrgico e dispositivos 

invasivos (cateteres), por esse motivo são alvos prioritários das medidas de prevenção e 

controle das infecções. As principais síndromes clínicas relatadas são as infecções da corrente 

sanguínea (ICS) associada ao cateter vascular central (CVC), infecção do trato urinário (ITU) 

associada ao cateter vesical de demora (CVD), infecção de sítio cirúrgico (ISC) e pneumonia 

associada a ventilação mecânica (PVM). (ANVISA, 2013a; MARSCHALL., 2014). 

Essas infecções, quando associadas a bactérias multirresistentes, são ainda mais 

agravantes, pois muitas vezes tornam as opções terapêuticas ineficazes (ANVISA, 2015; 

WHO, 2014). Os principais micro-organismos multirresistentes isolados no ambiente dos 



24 

 

serviços de saúde são P. aeruginosa e Acinetobacter baumannii resistentes aos 

carbapenêmicos, enterobactérias produtoras de carbapenemases e beta-lactamase de espectro 

ampliado (ESBL, do inglês, Extended Spectrum β-lactamase), Enterococcus spp. resistente à 

vancomicina (VRE) e Staphylococcus aureus resistente a oxacilina (MRSA) (ANVISA, 2015; 

POTRON et al., 2015). Estimativas do Centro de Controle e Prevenção de Doenças, indicam 

que um em cada quatro infecções nosocomiais são atribuídas a uma dessas bactérias (CDC, 

2016). 

Anualmente, a OMS realiza a campanha da Aliança Mundial pela Segurança do 

Paciente intitulada “Uma Assistência Limpa é uma Assistência mais Segura”, que objetiva a 

redução de infecções, sendo a higiene das mãos o foco maior desta campanha (WHO, 2008a, 

2008b, 2012). No Brasil, existem diversas leis e portarias que objetivam controlar as 

infecções hospitalares, entre estas pode-se destacar a lei nº 9.431, de 6 de janeiro de 1997 que 

obriga os hospitais do País a manter Programa de Controle de Infecções Hospitalares (PCIH), 

objetivando instituir medidas que reduzam ao máximo as possíveis incidências e agravos das 

infecções hospitalares (MS, 1997). E ainda destaca-se a Portaria 2.616 de 12/5/1998, criada 

para regulamentar a lei nº 9.431, impondo as diretrizes e normas para prevenir e controlar as 

infecções hospitalares e regulamentar as ações que do Programa de Controle de Infecções 

Hospitalares (MS, 1998).  

Três esforços são considerados críticos para preveninr as IN: 1) prevenção de 

infecções relacionadas a cirurgia ou colocação de um cateter, 2) evitar a propagação de 

bactérias entre pacientes, e 3) melhor o udo de antibióticos (CDC, 2016).  

Também são feitas recomendações aos profissionais de saúde para evitar infecções 

hospitalares e impedir a disseminação da resistência, sendo alertados a lidar com cada 

paciente de cada vez, isolar os doentes quando for o caso, saber dos padrões de resistência a 

antibióticos em sua instalação/área, prescrever antibióticos corretamente, obter culturas, 

iniciar antibióticos imediatamente e reavaliar 24 a 48 horas mais tarde, e por fim, saber o 

momento em que deve-se suspender o tratamento com antibióticos (CDC, 2016). 
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2.2.1 Infecções nosocomiais por Pseudomonas aeruginosa 

 

 

A colonização de indivíduos saudáveis por P. aeruginosa não é comum, sendo 

relatado que apenas 2 a 4% desses indivíduos são portadores dessa bactéria. Em contrapartida, 

pacientes hospitalizados podem apresentar uma taxa de 50% a 60% de colonização, o que 

pode resultar em diversos tipos de doenças subjacentes graves. É por esse motivo que P. 

aeruginosa é considerada oportunista e responsável por grande parte das infecções 

hospitalares em todo o mundo (MICEK et al., 2015). 

P. aeruginosa pode desencadear tanto infecções agudas, devido a produção de toxinas, 

como infecções crônicas, que pode ser atribuída à vários fatores de virulência e a ação do seu 

biofilme. A grande variedade de virulência apresentada por essa bactéria possibilita que essa 

seja responsável por várias e significativas infecções hospitalares, incluindo as oculares, 

auditivas, cutâneas, urogenitais, pulmonares e bacteremias (GELLATLY; HANCOCK, 2013; 

ALHAZMI, 2015).  

Além dos fatores de virulência associados a patogênese das infecções por P. 

aeruginosa, outros fatores que contribuem para o estabelecimento dessas infecções deve-se a 

defesa comprometida dos hospedeiros, tais como neutropenia em queimaduras graves ou 

fibrose cística, assim como o uso de dispositivos invasivos, como cateteres urinários e central, 

respiradores e tubo endotraqueal, que facilitam a entrada da bactéria no organismo, 

desencadeando uma resposta neutrofílica intensa, resultado em danos significativos aos 

tecidos do hospedeiro (GELLATLY; HANCOCK, 2013).  

Uma das principais formas de disseminação e contaminação por essa bactéria em 

ambiente hospitalar ocorre através de aparelhos de respiração e nebulização, cateteres, 

endoscópios e equipamentos de diálise (VALLET, 2003; ALHAZMI, 2015). Alguns estudos 

mostram que artigos pessoais de médicos e pessoal de enfermagem também podem ser 

considerados potenciais reservatórios e vetores de P. aeruginosa (TESS et al., 1993; 

MCNEIL et al., 2001).  

Nos Estados Unidos, a P. aeruginosa está entre os patógenos hospitalares mais 

comuns e é o segundo mais frequentemente isolado em pacientes com pneumonia associado à 

ventilzação mecânica. No Brasil, a infecção por P. aeruginosa em pacientes em UTI é 

frequentemente relada, ocupando o 5º lugar do ranking dos micro-organismos mais isolados. 

Já na região Norte do Brasil, apesar dos dados serem escassos quando comparado ao restante 
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dos estados brasileiros, demonstram que a P. aeruginosa é o segundo patógeno mais 

notificados como agentes etiológicos de IPCSL (ANVISA, 2015). 

 

 

2.3 OPÇÕES TERAPÊUTICAS PARA INFECÇÕES POR Pseudomonas aeruginosa 

 

 

Apesar da grande variedade de antimicrobianos com atividade anti-Pseudomonas, as 

opções de tratamento de infecções por esse patógeno estão cada vez mais escassas, devido aos 

níveis crescentes de resistência antimicrobiana, fazendo com que isolados resistentes a todos 

os fármacos convencionais sejam cada vez mais comuns (NEVES et al., 2011; BLAIR et al, 

2015; MICEK et al., 2015). Esse panorama é adicionalmente dificultado devido ao estado de 

crescimento da bactéria no paciente, o que inclui a capacidade do microrganismo em crescer 

como um biofilme, contribuindo com a resistência aos fármacos (BLAIR et al, 2015).  

A seleção do antimicrobiano mais apropriado para o tratamento de infecções por 

bactérias, requer o conhecimento prévio sobre o sítio da infecção, as variabilidades biológicas 

inerentes aos pacientes, identificação prévia do micro-organismo, a determinação da 

suscetibilidade aos fármacos antimicrobianos e a segurança do fármaco. No entanto, o tempo 

dispensado para atingir todos esses requisitos pode ser fatal para pacientes criticamente 

enfermos, o que leva a necessidade do emprego imediato de tratamentos empírico (ANVISA, 

2007; MS, 2012; BRAYKOV et al., 2014; CDDEP, 2015). 

A escolha do tratamento empírico para infecções graves ou polimicrobianas é 

influenciada por vários fatores, tais como sítio de infecção, local de aquisição da infecção 

(comunitária ou hospitalar), idade do paciente, etc. Entretanto, a terapêutica inicial 

frequentemente consiste no uso de antimicrobianos de amplo espectro, ativos contra uma 

variedade de espécies microbianas, o que consequentemente, pode contribuir com a aquisição 

e disseminação de cepas resistentes (ANVISA, 2001, CDDEP, 2015). 

Dentre os fármacos mais utilizados no tratamento empírico das infecções por P. 

aeruginosa e outros bacilos Gram-negativos, destacam-se os β-lactâmicos, que correspondem 

60% das opões terapêuticas, pois são fármacos de amplo espectro, que apresentam grande 

eficácia e segurança e também ação farmacológica ajustável, ou seja, pode ser ampliada ou 

restaurada por manipulação química (LIVERMORE; WOODFORD, 2006).  
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2.3.1 Antimicrobianos β-lactâmicos 

 

 

Diferentes classes de antimicrobianos β-lactâmicos desempenham atividade contra P. 

aeruginosa, tais como as penicilinas, as cefalosporinas, os monobactâmicos e os 

carbapenêmicos. Além dos β-lactâmicos, outras classes de antibióticos também apresentam 

atividade anti-Pseudomononas, que diferem entre si pela estrutura química dos anéis 

secundários, diferenciando assim as suas características e espectro de ação, tais como os 

aminoglicosídeos, as fluorquinolonas, especialmente ciprofloxacino e levofloxacino, e as 

polimixinas, que apesar de ser muito tóxica, geralmente é utilizada como última opção 

terapêutica (ANVISA, 2001; SUÁREZ, 2009; CLSI, 2015). 

 

 

Figura 2 –  Estrutura química dos β-lactâmicos. 

Legenda: Em cinza, o núcleo estrutural (anel β-lactâmico). R: 

cadeia lateral. Os anéis secundários variam quimicamente, as 

penicilinas contêm o anel tiazolidínico, as cefalosporinas um anel 

diidrotiazina, os carbapenêmicos um anel pirrolínico e os 

monobactâmicos não apresentam anel secundário. 

FONTE: adaptado de Williams et al. (1999). 

 

A ação farmacológica dos β-lactâmicos é conferida pela capacidade em interferir na 

manutenção da parede celular bacteriana, através da inibição da síntese de peptideoglicano, 

que é um componente essencial para estruturar esse componente. Essa inibição ocorre pois os 

β-lactâmicos ligam-se e inibem as proteínas ligadoras de penicilinas (PBP, do inglês, 

penicillin binding proteins), estrututas presente em bactérias Gram-negativas, essenciais na 

etapa final da síntese da parede (QUEENAN; BUSH, 2007; MANIATI et al., 2007; 

SCHEFFER et al., 2010). 
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Todos os agentes antimicrobianos pertencentes à classe dos β-lactâmicos estão 

suscetíveis aos mesmos mecanismos de resistência antimicrobiana, que correspondem a 

hidrólise enzimática por β-lactamases, perda da permeabilidade da membrana bacteriana ao 

fármaco, aumento do efluxo do medicamento do interior celular para o meio extracelular e 

alteração do sítio de alvo dos fármacos (SUÁREZ; GUDIOL, 2009). 

 

 

2.3.1.1 Penicilinas 

 

 

As penicilinas, descobertas em 1928, por Fleming, são excelentes classe de 

antimicrobianos, pois são muito eficazes e apresentam baixa toxicidade, no entanto, o 

aumento de cepas resistentes a essa classe de fármacos tem limitado o seu uso (GIN et al., 

2007).  

As penicilinas anti-Pseudomonas, que são assim denominadas por apresenterem 

atividade contra P. aeruginosa, incluem a carbenicilina, a ticarcilina e piperacilina. A 

piperacilina é a mais potente, sendo eficazes contra vários bacilos Gram-negativos. O espectro 

antimicrobiano desse fármaco pode ser ampliado pela associação a inibidores de enzimas β-

lactamases, os quais apesar de apresentam atividade antibacteriana mímima, podem inibir a 

hidrolise enzimática desses fármacos (GIN et al., 2007). Atualmente, são utilizados três 

inibidores de enzimas β-lactamases, o ácido clavulânico, o sulbactam e o tazobactam 

(SAUVAGE et al., 2008; CLSI, 2015). 

As penicilinas, assim como os demais  β-lactâmicos, desenvolvem suas propriedades 

farmacológicas através da inibição da parede celular bacteriana, promovendo a lise celular das 

células bacterianas (QUEENAN; BUSH, 2007; MANIATI et al., 2007; SCHEFFER et al., 

2010). 

A piperacilina é um agente antimicrobiano pertencente à classe das penicilinas, que 

apresenta atividade de largo espectro, sendo ativo contra muitos micro-organismos aeróbios e 

anaeróbios, Gram-positivas e Gram-negativas. Em associação ao tazobactam, demonstra 

atividade contra P. aeruginosa, Pneumococos, Estreptococos, Enterococcus faecalis 

(SAUVAGE et al., 2008; CLSI, 2015).  

A adição de tazobactam nem sempre aumenta a suscetibilidade de P. aeruginosa e 

outros bacilos Gram-negativo que expressam β-lactamases AmpC codificadas nos 
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cromossomos (GIN, 2007). Entretanto, o tazobactam amplia a atividade de piperacilina contra 

a maioria das cepas produtoras de β-lactamase e tem o potencial de reduzir CIMs 

(concentração inibitória mínima) contra as bactérias que expressam ESBL (ENDIMIANI, 

2010; CLSI, 2015). 

Vários são os mecanismos de resistência apresentados por P. aeruginosa contra as 

penicilinas. A aquisição de resistência através da transferência de plasmídeos, tem sido a 

principal causa de inviabilidade da ação das penicilinas, pois esses elementos genéticos 

podem conferir atividade de enzimas β-lactamases. Além disso, P. aeruginosa também pode 

se tornar resistente às penicilinas devido a perda de porinas, diminuindo a permeabilidade do 

antibiótico através da membrana celular externa da bactéria, tornando-se incapaz de alcançar 

o alvo PBPs (SAUVAGE, 2008; DRAWZ; BONOMO, 2010). 

 

 

2.3.1.2 Cefalosporinas 

 

 

As cefalosporinas são classificadas em primeira, segunda, terceira e quarta geração, de 

acordo com o padrão de suscetibilidade bacteriana e perfil de resistência à β-lactamases. As 

cefalosporinas que apresentam atividade farmacológica anti-Pseudomonas correspondem à 

terceira e quarta geração, que incluem os antimicrobianos ceftazidima e cefepima, 

respectivamente (SUÁREZ, 2009). O uso desses fármacos deve ser adotado com cautela, pois 

essas classes de antimicrobianos podem induzir a produção de β-lactamases pelos micro-

organismos, podendo induzir e disseminar resistência antimicrobiana (PICÃO; GALES, 

2007). 

Com a resistência a penicilinas mediadas por β-lactamases, as cefalosporinas de amplo 

espectro passaram a ser comumente utilizadas, o que favoreceu o surgimento de bactérias 

produtoras de ESBLs. Com isso, a resistência às cefalosporinas de terceira e quarta geração 

em P. aeruginosa, em geral, é atribuída à produção de ß-lactamases cromossomais do tipo 

AmpC, que inativam as cefalosporinas de amplo espectro e não são inibidas pelos inibidores 

de ß-lactamases (PICÃO; GALES, 2007; THOMSON, 2010). 

A cefepima geralmente é a cefalosporina de escolha, por penetrar mais rapidamente na 

célula bacteriana e ser mais estável à hidrolise causada pela enzima AmpC, no entanto como é 

substrato para a maioria das ESBLs, os antimicrobianos carbapenêmicos têm se tornado a 



30 

 

opção terapêutica frente a presença dessas ß-lactamases (PICÃO; GALES, 2007; 

THOMSON, 2010). 

 

 

2.3.1.3 Monobactâmos 

 

 

Os Monobactâmos diferenciam-se dos demais β-lactamâmicos, pois o seu anel 

estrutural não está fundido a um anel secundário. O aztreonam é o único agente 

antimicrobiano representante dessa classe, apresentado espectro de ação estreito, ativo apenas 

contra P. aeruginosa e outras Enterobacteriaceae, apresentando a sensibilidade variável 

(SUÁREZ, 2009; CLSI, 2015).  

O aztreonam é geralmente resistente a ação das β-lactamases, exceto às ESBLs. Em 

infecções graves por P. aeruginosa, esses fármacos devem ser usados, preferencialmente, em 

sinergismo a outros antimicrobianos (ANVISA, 2001; PICÃO; GALES, 2007). 

 

 

2.3.1.4 Carbapenêmicos 

 

 

Os carbapenêmicos são antimicrobianos sintéticos, cuja a estrutura apresenta um 

átomo de carbono externalizado no anel tiazolidinico, o qual confere o seu mecanismo de 

ação antimicrobiana (SUÁREZ, 2009). Esses fármacos são as principais opções terapêutica no 

combate de infecções nosocomiais graves, principalmente para o tratamento de infecções por 

bactérias MDR produtoras de β-lactamases de espectro estendido (QUEENAN; BUSH, 2007; 

SCHEFFER et al., 2010; POTRON et al., 2015). O meropenem e o imipeném são dois 

importantes antibióticos dessa classe, pois apresentam um largo espectro de atividade 

bactericida (EL GARCH et al., 2011).  

São considerados muito potentes pois apresentam ação de espectro ampliado, ativos 

contra bactérias Gram-positivas e negativas. Além disso, esses fármacos apresentam alta 

afinidade pelas proteínas ligadoras de penicilina, são estáveis à ação de muitas β-lactamases, 

tais como as ESBL e AmpC e são altamente permeáveis à membrana externa das bactérias, o 

que contribuem para o seu crescente uso terapêutico (GIN, 2007; OHARA et al., 2007; 
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CEZÁRIO et al., 2009). Entretanto, esse uso constante tem aumentado a quantidade de cepas 

resistentes a esse fármaco, pois favorecem a pressão seletiva, o que consequentemente 

viabiliza a persistência das bactérias mais resistentes (MANIATI et al., 2007; HONG et al., 

2015).  

A resistência aos carbapenêmicos em P. aeruginosa está relacionada principalmente à 

síntese de β-lactamases do tipo carbapenemases, que são capazes de hidrolisar o anel β-

lactâmico desses fármacos (NORDMANN et al., 2009; JEON et al., 2015). Apesar da 

resistência aos carbapenêmicos em P. aeruginosa estar relacionada principalmente com a 

produção de enzimas MβL, a resistência ao imipeném é mais comumente adquirida pela perda 

de porina, principalmente a OprD. O imipeném é resistente à hidrólise pela maioria das β-

lactamases, mas não pela metalo-β-lactamases. O ertapném, outra classe de carbapenemo, não 

é efetivo contra P. aeruginosa, pois a maioria das cepas são resistentes (QUEENAN; BUSH, 

2007; THOMSON, 2010; JEON et al., 2015). 

Um levantamento sobre a distribuição geográfica de isolados de P. aeruginosa 

resistente aos carbapenêmicos (CRPA, do inglês, carbapenem-resistant P. aeruginosa) 

demonstrou que na maior parte dos países, a proporção de CRPA variou de 10 a 50% (Figura 

3) (HONG et al., 2015).  

 

 

Figura 3 – Distribuição geográfica de isolados de P. aeruginosa 

resistente aos carbapenêmicos (CRPA). 

Legenda: As áreas em vermelho maiores taxas de resistência; em branco, 

indicam que não havia dados publicados disponíveis para essa região. 

FONTE: Retirado de Hong et al. (2015) 

 

Esse levantamento demonstrou que no Canadá e na República Dominicana foram 

relatados os menores índices de CRPA, correspondendo, respectivamente a 3,3% e 8%. 

Brasil, Peru, Costa Rica, Rússia, Grécia, Polônia, Irã e Arábia Saudita apresentaram taxas de 
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resistência que variam entre 50% a 75,3% para os carbapenêmicos. Rússia, Sudoeste da Ásia 

e América do Sul foram as áreas predominantes, com altas taxas de resistência antimicrobiana 

(HONG et al., 2015). 

 

 

2.3.2 Outras opções terapêuticas 

 

 

2.3.2.1 Aminoglicosídeos 

 

 

Os aminoglicosídeos são antimicrobianos derivados dos Streptomyces spp. ou dos 

Micromonospora, geralmente são usados no tratamento de infecções graves causadas por 

bacilos gram negativos aeróbios. No entanto, como está associado a um alto grau de 

toxicidade, eles têm sido substituídos pelo uso de cefalosporina de terceira e quarta geração, 

fluoroquinolonas ou pelos carbapenêmicos (ROMANOWSKA et al., 2013). 

A resistência de P. aeruginosa aos aminoglicosídeos é conferida por vários 

mecanismos, tais como a produção de enzimas modificadoras de aminoglicosídeos (AME), de 

metilase do 16S rDNA, perda de porinas e a atividade de efluxo aumentada. As enzimas 

metilases do 16S modificam quimicamente a estrutura do antibiótico, antes que este se ligue 

ao seu alvo, através da metilação sítio-específica do RNA ribossômico 16S (YAMANE et al., 

2007; ROMANOWSKA et al., 2013). 

A expressão das enzimas modificadoras de aminoglicosídeos é uma característica 

comum de P. aerugiosa. Essas enzimas agem alterando os sítios das moléculas dos 

aminoglicosídeos, através da acetilação, fosforilação ou adenilação. Alguns isolados 

apresentam as enzimas 6’-fosfotransferase e 3'-fosfotransferase, que modificam neomicina e 

kanamicina. Outras sintetizam a 3-acetiltransferase e 2-adeniltransferase, que por sua vez 

modificam os aminoglicosídeos gentamicina e a tobramicina. O gene aac(6') que codifica a 

enzima acetiltransferase 6' está frequentemente associado com os genes que codificam as 

enzimas ESBL e a Mβla (ROMANOWSKA et al., 2013; BLAIR et al., 2015). 
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2.3.2.2 Fluoroquinolonas 

 

 

As quinolonas são excelentes opções terapêuticas no combate das infecções 

respiratórias e urinárias. Esses fármacos atuam inibindo a DNA girase (topoisomerase tipo II) 

das bactérias Gram-negativas, evitando assim que fita de DNA das bactérias se dividam em 

duas simples, evitando que haja uma replicação do material genético (BONOMO; SZABO, 

2006; CLOECKAERT, 2013) 

O principal mecanismo de resistência da P. aeruginosa às quinolonas ocorre devido a 

mutações nos genes que codificam a DNA girase, o que consequentemente reduz a afinidade 

desses fármacos pelo sítio alvo. Essa mutação geralmente envolve o gene gyrA, responsável 

por codificar a subunidade A dessa enzima, o que altera os aminoácidos situados na região 

amina terminal da proteína (BONOMO e SZABO, 2006; BLAIR et al., 2015). 

 

 

2.3.2.3 Polimixinas 

 

 

As polimixinas são antibióticos sintetizados por bactérias da espécie Bacillus 

polymyxa, constituídos por um grupo de peptídeos policatiônicos. Essa classe de fármaco 

compreende os agentes antimicrobianos colistinas e a polimixina B, que atuam na parede 

celular de bactérias Gram negativas, alterando a permeabilidade da membrana celular, o que 

resulta na morte celular (FERNÁNDEZ et al., 2010; LIM et al., 2010). 

As polimixinas são o último recurso terapêutico para o combate de Pseudomonas 

multirresistentes, por apresentar grande atividade antimicrobiana contra esse patógeno 

(MILLER et al., 2011). Entretanto,  no início dos anos 80, essas drogas deixaram de ser 

comercializados no Brasil  devido a sua alta toxicidade (LEVIN et al., 1999).  

Apesar do uso incomum desse antimicrobiano, já há relatos de cepas resistentes às 

polimixinas (BONOMO e SZABO, 2006; MILLER et al., 2011). Essa resistência é conferida 

pela expressão exacerbada da porina OprH, que devido a uma mutação ou pela adaptação da 

bactéria a um ambiente hostil (pobre em íon magnésio), bloqueia a passagem de polimixina 

pela membrana externa. Há indícios de que essa resistência seja conferida por modificações 

da membrana externa, tais como a ausência de 2-hidroxilaurato, presença de 4-
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aminoarabinose e aumento de palmitato na fração lipídica da membrana (BONOMO e 

SZABO, 2006; MILLER et al., 2011; BLAIR et al., 2015). 

 

 

2.4 MECANISMOS MOLECULARES ASSOCIADOS À RESISTÊNCIA 

ANTIMICROBIANA  

 

 

São vários os mecanismos que conferem resistência antimicrobiana em P. aeruginosa, 

que podem ser específicos para uma classe de fármaco em particular, tais como alteração de 

sítio alvo, perda de proteínas de membrana, ou mecanismo geral, afetando diferentes tipos de 

antibióticos (Figura 4) (BLAIR et al, 2015).  

 

 

Figura 4 –  Mecanismos de resistência antimicrobiana em cepas de P. aeruginosa. 

Legenda: Figura esquemática demonstrando os mecanismos de resistência mais comuns em 

P. aeruginosa, que correspodem a superexpressão de bombas de efluxo, capaz de expulsar 

os antimicrobianos do interior da célula bacteriana; perda de proteína de membrana (p.ex. 

OprD), tornando a bactéria impermeável aos antimicrobianos; alteração do sítio alvo, 

tornando o antibiótico ineficaz; produção de enzimas inativadoras de antimicrobianos, que 

são codificadas por genes presentes no cromossomo ou DNA plasmidial. 

FONTE: Adaptado de Nature Publishing Group. Disponível 

em:<http://www.nature.com/nrmicro/posters/pseudomonas/index.html> Acesso em: 01 jul 

2015. 
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Os mecanismos específicos incluem alteração do sítio alvo dos antimicrobianos, tais 

como alterações na topoisomerase IV e girase, que são alvo de fluoroquinolonas, ou no LPS 

que é alvo de colistina; perda de proteínas de membrana (porina OprD) tornando a membrana 

bacteriana impermeável aos carbapenêmicos ou modificação dos sistemas regulatórios como 

o AmpD, que suprime o gene que codifica indiretamente a β-lactamase AmpC (MANIATI  et 

al., 2007; SCHEFFER et al., 2010; XAVIER et al., 2010; BLAIR et al, 2015). 

Já os mecanismos gerais, incluem a super expressão de bombas de efluxo (Figura 4), 

que consiste em mecanismo natural presente em diversas bactérias, responsável por remover 

uma variedade de substâncias nocivas que penetram na membrana bacteriana, inclusive os 

antibióticos. É uma estrutura trimérica, constituída por proteína de membrana externa (OMFs, 

do ingês, outer membrane channel-forming proteins), uma proteína citoplasmática associada à 

membrana interna (RND, resistance-nodulation-cell division), que é um canal de saída 

situado na membrana externa e por fim, uma proteína de fusão, situdo no periplasma (MFP, 

membrane fusion protein), que conecta a bomba à porina (LI; NIKAIDO, 2009; XAVIER et 

al., 2010; NEVES et al., 2011; BLAIR et al, 2015).  

Alguns mecanismos de resistência antimicrobiana podem ser codificados a partir de 

genes contidos em plasmídeos, transposões e integrons, incluindo genes que codificam 

enzimas inativadoras de antimicrobians, tais como as enzimas metalo-β-lactamase (MβLs), 

que são ativas contra quase todos os β-lactâmicos e enzimas que inativam aminoglicosídeos 

(DENG et al., 2015; BLAIR et al, 2015). 

 

 

2.4.1 Integrons e Cassetes Gênicos 

 

 

A disseminação da resistência bacteriana deve-se principalmente à constante 

transferência horizontal de genes de resistência entre bactérias de diferentes espécies, 

frequentemente mediadas por plasmídeos ou transposons associados a integrons e cassetes 

gênicos. A pressão seletiva exercida pelos antibióticos, que seleciona os isolados que 

adquirem resistência, também contribuem com o surgimento de cepas resistentes. 

Provavelmente, a pressão do ambiente se deve ao uso indiscriminado e incorreto dos 

antibióticos e descarte inadequado no ambiente (MAZEL, 2006; PARTRIDGE et al., 2009; 

NORDMANN, 2011; WRIGHT, 2011; DENG et al., 2015). 



36 

 

Os integrons consistem em elementos genéticos capazes de inserir e expressar 

diferentes genes de resistência. Esses elementos são basicamente constituídos de regiões 

conservadas 5’ (5’-CS) e 3’ (3’-CS). A região 5’-CS contém um gene que codifica enzima 

integrase (intI), da família da tirosina recombinase, dois promotores, sendo que o promotor Pin 

regula a expressão do gene intI e o Pc que regula a transcrição de genes cassetes quando 

inseridos no integron, e por fim, um sítio de recombinação denominado attI. A região 3’-CS é 

geralmente composta pelos genes qacE∆ e sul1, que codificam, respectivamente, resistência 

aos compostos de amônio quaternário e sulfonamidas e uma orf5 de função desconhecida 

(Figura 5) (DENG et al., 2015). 

 

 

Figura 5 – Representação esquemática da estrutura dos integrons. 

Legenda: 5’CS, 3’C: Segmento 5’ e 3’ conservados; IntI1: gene intI1, codificador 

de integrase; Pin e Pc: promotores da expressão do gene intI1 e do cassete gênico, 

suscessivamente; attI: sítio de recombinação; qacE∆, sul1 e orf5:  genes que 

codificam, respectivamente, resistência aos compostos de amônio quaternário, 

resistência as sulfonamidas, proteína de função desconhecida. 

FONTE: Adaptado de Mendes et al. (2006) 

 

Os cassetes gênicos são elementos móveis, compostos por um simples quadro de 

leitura aberta (ORF, do inglês, open reading frame) e um sítio de recombinação, denominado 

sítio attC ou 59 elementos de base (59-be, do inglês, base element) (Figura 6) (DENG et al., 

2015). 

 

Figura 6 – Integração de genes cassetes por recombinação sítio-específica. 

Legenda: Integrase codificada pelo gene intl, catalisa a recombinação 

entre o sítio attl1 do integron e o sítio attC do cassete gênico, resultando 

em inserção ou excisão. Setas horizontais indicam as orientações da 

expressão. 

FONTE: Adaptado de Mendes et al. (2006). 
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O cassete gênico não contém promotor, portanto a sua expressão depende de um 

promotor presente no integron denominado Pc, localizado entre as regiões conservadas 5’ e 

3’(DENG et al., 2015). As sequências ATT, presentes nos sítios attI1, attC e sítios 

secundários, são necessários para a inserção e excisão dos cassetes nos integrons (MAZEL, 

2006) 

Os cassetes gênicos circulares são inseridos no integron por recombinação sítio-

específico entre os sítios attI1 e attC, um processo mediado pela integrase codificada pelo 

integron, tornando os cassetes gênicos funcionais, o que contribui para a aquisição e 

disseminação de genes de resistência (CHANDLER, 2006; MAZEL, 2006; DENG et al., 

2015). 

A classificação dos integrons em diferentes classes dependem basicamente da 

sequência de aminoácidos da enzima integrase. Na literatura são descritas, principalmente, 

quatro classes de integrons. Os integrons de classes 1, 2 e 3 foram primeiramente 

identificados associados a elementos móveis e o integron de classe 4 (intI4) e outros em 

integrons cromossomais (CHANDLER, 2006; XU et al., 2011a). Os genes intI são 

comumentes empregados na identificação das diferentes classes de integrons (PARTRIDGE 

et al., 2009; XU et al., 2011a). 

Os integrons de classe 1 geralmente estão associados a plasmídeos, no entanto também 

podem está presente em DNA genômico e transposons. Já os integrons de classe 2, são mais 

frequentemente carreados por transposons (XU et al., 2009, 2011a, 2011b). 

 

 

2.4.2 Enzimas β-Lactamases  

 

 

As β-lactamases são enzimas bacterianas capazes de inativar por hidrólise os 

antimicrobianos β-lactâmicos, principalmente as penicilinas, cefalosporinas, monobactâmicos 

e carbapenêmicos (QUEENAN et al., 2007; JEON et al, 2015). São sintetizadas a partir de 

genes contidos em plasmídeos transferíveis, em cromossomos ou em transposons 

(DOLEJSKA et al., 2012; BLAKE et al., 2013). 

Essas enzimas podem ser classificadas de acordo com a homologia da sequência de 

aminoácidos e nucleotídeos, agrupando-as em Classes A (serinas penicilases), B (metalo-β-

lactamases), C (cefalosporinases) e D (oxacilinases) (AMBLER, 1980). Ou podem ser 
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qualificadas segundo Bush e colaboradores (1995), que baseia-se na estrutura molecular das 

β-lactamases, classificando-as em grupos funcionais de 1 a 4. A classificação segundo os 

critérios de Ambler (1980) é a mais comumente empregada (JEON et al, 2015). 

O mecanismo de resistência dessas enzimas é conferido pela capacidade de clivarem o 

anel β-lactâmico dos fármacos antes que se liguem ao sítio alvo (subunidades do ribossomo) 

na bactéria. Dessa forma, essas enzimas degradam a maioria dos antibióticos β-lactâmicos, 

incluindo aqueles associados aos inibidores de β-lactamases, como tazobactam, clavulanato e 

sulbactam (GIN et al., 2007; SUÁREZ et al., 2009).  

 O mecanismo de hidrólise dos β-lactâmicos difere entre as enzimas, dentre as quais as 

metalo-enzimas (MβL) utilizam cátions divalentes, como o zinco para exercer sua ação 

(Figura 7). Já as enzimas designadas como não-metalo β-lactamases (não-MβL), independem 

da presença de zinco para hidrolisar tais fármacos (LEE et al., 2010; JEON et al., 2015).  

 

 

Figura 7 – Mecanismo de resistência aos β-Lactâmicos conferido por 

enzimas MβL.  

Legenda: a) isolados resistentes e b) sensíveis aos β-Lactâmicos.  

FONTE: adaptado de <http://www.nature.com/nature/journal/ 

v510/n7506/full/510477a.html> Acesso em: 20 out 2015 

 

As enzimas pertencentes ao grupo não-MβL corresponde as enzimas das classes A, C 

(AmpC) e D de Ambler, as quais inativam os fármacos β-lactâmicos através de um resíduo de 

serina cataliticamente ativo. Já as enzimas agrupadas na classe molecular B são metalo-

enzimas (MβL), pois necessitam de zinco para a sua atividade catalítica (GU et al., 2007; 

OHARA et al., 2007; JEON et., al 2015). 

As ESBL, pertencentes à classe A de Ambler e as MβLs classificada no grupo B de 

Ambler, têm sido frequentemente associado a mecanismos múltiplos de resistência, por esse 
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motivo são alvos de vários estudos em relação a ação antimcrobiana (GU et al., 2007; 

OHARA et al., 2007; PICÃO et al., 2007; TÄNGDÉN et al., 2013). 

A maioria das MβLs, exceto para as enzimas do tipo SPM, são codificados a partir de 

genes contidos em elementos móveis, como os cassetes gênicos, que são capturados e 

expressos por integrons, principalmente pelos integrons tipo 1. Essa condição facilita a 

disseminação de genes de resistência, pela transferência horizontal de genes entre diferentes 

espécies de bactérias e gêneros (GU et al., 2007; (PARTRIDGE et al., 2009; EDELSTEIN et 

al., 2013). Essa disseminação também tem sido frequentemente relacionada a tranposons 

mediados por plasmídeos, principalmente para as ESBL (PICÃO et al., 2007; TÄNGDÉN et 

al., 2013). 

As enzimas β-lactamases são de ocorrência mundial, mas a prevalência varia de 

acordo com os diferentes tipos de metalo-β-lactamases  (WHO, 2012) (Figura 8).  

 

Figura 8 – Distribuição mundial de diferentes metalo-β-lactamases.  

Legenda: IMP: enzimas tipo imipeném; VIM: Verona integron codificador de 

metalo-β-lactamase; SPM: São Paulo metalo-β-lactamase; GIM: Germano 

imipenemase; SIM: Seoul imipenemase; AIM Austrália imipenemase; KHM: Kyorin 

ciência da saúde metallo-β-lactamase; NDM: Nova Delhi metalo-β-lactamase; DIM: 

Dutch imipenemase.  

FONTE: WHO (2012). 

 

As MβL adquiridas mais frequentes, tais como as enzimas tipo IMP (imipinem metalo-

β-lactamase) e VIM (Verona metalo-β-lactamase codificada por integron), foram detectadas 

pela primeira vez na década de 1990, no Japão e Itália, respectivamente (WATANABE et al, 

1991; LAURETTI et al., 1999). Depois disso, muitos outros tipos de MβL adquiridas e suas 

variantes foram relatadas mundialmente, incluindo a SPM (São Paulo metalo-β-lactamase) 

(TOLEMAN et al., 2002), GIM (Germano imipinemase) (CASTANHEIRA et al., 2004), SIM 
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(Seoul imipinemase) (LEE et al., 2005), AIM (Austrália imipinemase) (YONG et al., 2007), 

KHM (Kyorin health science metalo-β-lactamase, indetificada na Universidade Kyorin, 

Ciências da Saúde) (SEKIGUCHI et al., 2008), NDM (Nova Delhi metalo-β-lactamase) 

(YONG et al., 2009), DIM (Dutch imipenemase ou imipinemase “alemã”) (POIREL, 2009), 

TMB (Tripoli metalo-β-lactamase) (EL SALABI et al., 2009), e enzimas FIM (Florence 

Imipenemase) (WACHINO  et al., 2011; EL SALABI et al., 2012). Os isolados produtores de 

MβL começaram a ser descritos no Brasil em 2002 (GALES et al., 2003). 

Desde a descoberta de IMP-1, que foi a primeira MβL identificada em isolados de P. 

aeruginosa, variantes têm sido relatadas mundialmente de forma constante, incluindo IMP-, 

VIM-, GIM-, NDM (HONG et al., 2015). Já a enzima a SPM, até 2010 havia sido descrita no 

Brasil e Suíça (TOLEMAN et al., 2002; EL SALABI, 2010). 

Os isolados de P. aeruginosa produtores de ESBL e suas variantes também são 

frequentemente relatados, tais como PER (Pseudomonas extended resistance) (NORDMANN  

et al., 1993), TEM (Temoniera extended spectrum beta-lactamase) (MUGNIER et al., 1996); 

SHV (Sulfhydryl variable extended spectrum beta-lactamase) (YAN et al., 2001), VEB 

(Vietnamese extended spectrum beta-lactamase) (GIRLICH et al., 2001; 2002). GES (Guiana 

extended-spectrum β-lactamase) (DUBOIS et al., 2002), BEL (Belgium extended spectrum β-

lactamase) (POIREL et al., 2005). 

As enzimas carbapenemases percentem à família mais versátil de β-lactamases, 

capazes de hidrolisar os carbapenêmicos e muitos outros β-lactâmicos disponíveis, sendo a 

única exceção o monobactâmico aztreonam, por esse motivo são as principais responsáveis 

pelo desenvolvimento de resistência da P. aeruginosa aos antibióticos carbapenêmicos. O 

surgimento e a propagação da resistência adquirida aos carbapenêmicos devido a 

carbapenemases é uma grande preocupação da saúde pública (QUEENAN; BUSH, 2007;  

LEE et al., 2010; SCHEFFER et al., 2010; MAMMERI et al., 2010; JEON et al., 2015). 

As carbapenemases atualmente encontradas em P. aeruginosa pertencem à classe A de 

Ambler, tais como as enzimas GES e KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemase) (JEON et 

al., 2015). Estas enzimas hidrolisam as penicilinas e cefalosporinas de forma mais eficiente do 

que os carbapenêmicos e são inibidas pelos clavulanato, exceto para algumas enzimas tipo 

KPC, tais como KPC-2 (LEE et al., 2010; NORDMANN, 2011). Já as de classe B, incluem as 

enzimas tipo IMP, VIM, NDM, SPM, AIM e GIM, que hidrolisam penicilinas, cefalosporinas 

e carbapenêmicos, mas são incapazes de clivar o aztreonam (MAMMERI et al., 2010; 

THOMSON et al., 2010). As de classe D, pertencentes a família OXA (oxacilinases) 
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raramente são reportadas em P. aeruginosa. Essas enzimas hidrolisam os carbapenêmicos 

fracamente e são parcialmente inibidas por clavulanato (THOMSON et al., 2010; MAMMERI 

et al., 2010; EL GARCH et al., 2011).  

Dentre as oxacilinases, a OXA-198, apesar de rara ocorrência, é a que apresenta maior 

importância em relação a P. aeruginosa (QUEENAN, 2007; NORDMANN et al., 2009; EL 

GARCH et al., 2011). Apesar de haver relatos de resistência atribuída à presença de OXA em 

isolados de P. aeruginosa, por muito tempo a resistência mediada por essa enzima foi 

considerada secundária à enzima de classe A, e alguns subtipos foram consideradas como 

enzimas constitutivamente expressas por P. aeruginosa, inclusive indicada para o uso 

concomitante com outros marcadores moleculares para identificação definitiva de espécies de 

P. aeruginosa (EVANS; AMYES, 2014). 

 

 

2.5 FENÓTIPOS DE RESISTÊNCIA EM P. aeruginosa  

 

 

Devido ao crescimento de resistência antimicrobiana, definições harmonizadas nas 

quais são descritas e classificadas as bactérias resistentes a múltiplo fármacos tem sido 

propostas para que dados de vigilância epidemiológica possam ser recolhidas de forma fiável 

e comparadas entre serviços de saúde de diversos países. No sentido mais amplo, rotula-se de 

organismos multirresistentes (MDROs, do inglês, multidrug-resistant organisms) aqueles com 

resistência in vitro a mais de um agente antimicrobiano. No entanto, essa nomenclatura não 

delimita a quantidade e o tipo de antimicrobianos aos quais as cepas bacterianas apresentam 

resistência, fato que tem resultado em diversas propostas de classificação e definição 

(FALAGAS et al., 2006; FALAGAS; KARAGEORGOPOULOS, 2008; MAGIORAKOS et 

al., 2012; GERMAN et al., 2016). 

De acordo com o perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos, os isolados podem ser 

classificados como sensíveis, sensibilidade intermediária ou resistentes aos antimicrobianos 

testados. Outra designação utilizada refere-se aos isolados não suscetíveis (NS), que engloba 

os isolados com sensibilidade intermediária e resistentes aos antimicrobianos testados 

(MAGIORAKOS et al., 2012; GERMAN et al., 2016). 

A resistência antimicrobiana em P. aeruginosa pode ser classificada como 

multirresistentes (MDR, do inglês, multidrug-resistant), quando não suscetíveis a pelo menos 
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um agente antimicrobiano em três classes dos seguintes fármacos: aminoglicosídeos, 

penicilinas, carbapenêmicos, cefalosporinas e fluoroquinolonas; ou Pan-resistentes (PDR, do 

inglês, pan-drug resistance) quando não suscetíveis a todas as classes de fármacos utilizados 

para o tratemento de infecções por P. aeruginosa. Uma outra classificação, não muito 

reportada, são as cepas XDR (do inglês, extremely drug resistant) que referere-se à extrema 

resistência aos fármacos, ou seja, que não é suscetível a mais de um agente antimicrobiano, 

em quase todas as classes, mas que ainda apresenta suscetibilidade em duas categorias 

(MAGIORAKOS et al., 2012). 

A rede RM divulgou os fenótipos e as taxas de sensibilidade de P. aeruginosa para os 

principais antibióticos utilizados para o tratamento dessas infecções no Brasil. Nesse 

levantamento observou-se que os isolados apresentaram maior resistência a gentamicina e 

levofloxacino, com 55% e 52%, respectivamente. Ainda se observou que o meropenem e o 

imipeném ainda são bastante eficazes para o tratamento de infecções por P. aeruginosa, pois 

os isolados estudados apresentaram, respectivamente, 63% e 66% de sensibilidade. A 

piperaciclina associada ao Tazobactam foi o antibiótico mais eficaz dentre os estudados, onde 

os isolados apresentaram 72% de sensibilidade a esse fármaco (ANVISA, 2007). 

Na década de 60, P. aeruginosa apresentava-se resistente a quase todos os antibióticos 

disponíveis, sendo sensíveis apenas às polimixinas. Com advento de novas opções 

terapêuticas, foi possível o tratamento eficaz dessa infecção, onde essa bactéria apresentou 

sensibilidade a alguns aminoglicosídeos, tais como a gentamicina, a amicacina, o tobramicina 

e a metilmicina, às carboxipenicilinas e ureidopenicilinas, a algumas cefalosporinas de 

terceira geração (ceftazidima) e de quarta geração, aos carbapenemas, ao aztreonam e às 

fluoroquinolonas (ciprofloxacino) (NEVES et al., 2011). No entanto, nos últimos anos, a ação 

desses antibióticos no tratamento das infecções por P. aeruginosa tem se tornado ineficazes, 

tendo em vista a grande facilidade dessa bactéria em adquirir resistência antimicrobiana, seja 

por mecanismos intrínsecos ou adquiridos, tais como por mutação, conjugação, transposição 

ou indução (BLAIR et al., 2015; POTRON et al., 2015). 

A SENTRY, um programa de vigilância sobre resistência antimicrobiana, realizou um 

levantamento sobre a frequência de patógenos multirresistentes em infecções urinária de 

pacientes hospitalizados na América Latina, no período de 1997 a 2000. Nesse contexto, P. 

aeruginosa foi o terceiro micro-organismo mais isolado, sendo 8% mais prevalente no 

período correspondente a 1997 e 1999, e 6,2% em 2000. Esse levantamento ainda demonstrou 

que os antibióticos com menor atividade antimicrobiana contra a P. aeruginosa foram as 
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fluoroquinolonas, sendo apenas 45% dos isolados sensíveis a esse antibiótico. As opções 

terapêuticas mais eficazes foram a piperacilina/tazobactam e o meropenem, onde os isolados 

apresentaram respectivamente, 81,8% e 81,1% de sensibilidade (GALES et al., 2002). Dentro 

desse contexto, o último levantamento referente ao principal perfil brasilerio de resistência 

antimicrobiana em P. aeruginosa refere-se à resistência aos carbapenêmicos (ANVISA, 

2015). 
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3. JUSTIFICATIVA 

 

 

Em estudos preliminares foram isoladas P. aeruginosa multirresistentes em amostras 

provenientes de efluentes brutos e tratados do Hospital e Pronto Socorro 28 de Agosto 

(MAGALHÃES, 2013). A presença dessas bactérias nos efluentes foi sugestiva de que a fonte 

dessa dispersão era de origem hospitalar e mais especificamente das UTIs, tendo em vista que 

P. aeruginosa é um patógeno oportunista que causa infecções em pacientes 

imunossuprimidos. Esse panorama é ainda mais facilitado quando o paciente está exposto a 

fatores de risco que aumentam as possibilidades de adquirir infecções hospitalares, como o 

uso dispositivos invasivos, procedimentos cirúrgicos e permanência por longos períodos, 

geralmente maiores que 25 dias, características comuns em pacientes de UTI. Sendo assim, 

surgiu a hipótese de que havia cepas de P. aeruginosa multirresistentes causando infecções 

hospitalares em pacientes internados em UTI.  

Além disso, as infecções hospitalares são consideradas um problema de saúde pública, 

pois inviabilizam as opções terapêuticas, aumentam os custos hospitalares e podem conduzir a 

sepse ou morte. Nas UTIs brasileiras essas infecções são responsáveis por 9% a 58% dos 

óbitos (GUIMARÃES et al., 2011; MARRA et al., 2011). Essas infecções trazem grandes 

impactos econômicos, sendo responsáveis por 40% dos gastos em UTIs, pois aumentam o 

tempo de internação dos pacientes, elevando os gastos com tratamentos e assistência médica 

(GUIMARÃES et al., 2011; MARRA et al., 2011). Vários estudos realizados no Brasil 

indicam a presença de cepas de P. aeruginosa MDR em ambiente hospitalar, no entanto, na 

região norte, em especial no Amazonas, esses dados são incompletos ou escassos, o que 

tornam as opções e condutas terapêuticas inadequadas (GALES et al, 2003; FONSECA et al., 

2005; SADER et al., 2005; MARTINS et al., 2007; SCHEFFER et al, 2010a; 2010b; 

XAVIER et al., 2010; NEVES et al., 2011; DE ARAÚJO JÁCOME et al., 2012).  

Portanto, detectar isolados de P. aeruginosa multirresistentes, assim como identificar 

os fenótipos de resistência, bem como os mecanismos moleculares pelos quais se tornam 

resistentes é uma emergência pública, tendo em vista que essas bactérias tornam as opções 

terapêuticas atuais ineficazes, aumentado o índice de morbi-mortalidade assim como os custos 

com os cuidados à saúde. 
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4. OBJETIVOS 

 

 

4.1 OBJETIVO GERAL 

 

 

Analisar a resistência antimicrobiana em cepas de Pseudomonas aeruginosa isoladas 

em Unidades de Tratamento Intensivo (UTIs) em Manaus. 

 

 

4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 

 Caracterizar cepas de Pseudomonas aeruginosa de amostras de pacientes, 

profissionais de saúde e estrutura hospitalar de Unidades de Tratamento Intensivo 

(UTIs) de diferentes hospitais. 

 Verificar a ocorrência de multirresistência (MDR) e panresistência (PDR) entre os 

isolados estudados. 

 Determinar a presença de grupos clonais entre os isolados MDR e PDR. 

 Identificar integrons de classe 1, 2 e 3 nas cepas de P. aeruginosa. 

 Identificar os cassetes gênicos presentes nos integrons de classe 1. 

 Detectar os genes que codificam β-lactamases. 

 Categorizar os fenótipos de resistência (MDR e PDR) em relação a presença de 

integrons, cassetes gênicos e produção de β-lactamases. 
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5. METODOLOGIA 

 

 

5.1 ASPECTOS ÉTICOS 

 

 

O presente estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa com Humanos da 

Universidade Federal do Amazonas (CEP-UFAM) sob o número do Certificado de 

Apresentação para Apreciação Ética (CAAE) 42212815.3.0000.5020 (identificador do 

projeto), de 04 de março de 2015. 

 

 

5.2 DESENHO EXPERIMENTAL 

 

 

As cepas de P. aeruginosa foram isoladas a partir de diferentes amostras obtidas de 

pacientes, de profissionais e estrutura UTI de três hospitais situados na cidade de Manaus: 

Hospital e Pronto Socorro 28 de Agosto (HPS28), Hospital Universitário Francisca Mendes 

(HUFM) e Hospital e Pronto Socorro João Lúcio Pereira Machado (HPSJL) (Figura 9).  

 

Figura 9 – Fluxograma das atividades realizadas. 

Legenda: em branco, etapas realizadas nos hospitais HPS28, HUFM e HPSJL, em cinza, 

no Laboratório Geral de Biodiversidade do Instituto Leônidas e Maria Deane – FIOCRUZ-

Amazônia. 
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As amostras coletadas foram transportados para o Laboratório Geral de Biodiversidade 

do Instituto Leônidas e Maria Deane – Fundação Oswaldo Cruz (FIOCRUZ-Amazônia), 

situado na Rua Teresina, nº476, bairro Adrianópolis, Manaus, que foram processadas e 

analisadas para isolar, identificar (fenotípica e genotipicamente) cepas de P. aeruginosa, 

assim como determinar o perfil de suscetibilidade antimicrobiana, presença de grupos clonais 

e detectar genes que codificam mecanismos  de resistência aos isolados estudados  

 

 

5.3 AMOSTRAGEM 

 

 

O número de indivíduos na amostra (n amostral) foi definido por técnica de 

amostragem aleatória simples, com margem de erro menor igual a 5%,  confiabilidade de 95% 

e proporção de contaminação de 0,8 (BOLFARINE; BUSSAB, 2005). O software Winpepi 

foi utilizado para o cálculo amostral.   

O cálculo do n foi realizado utilizando dados obtidos de diferentes fontes. As 

informações referentes aos pacientes internados em UTI foram acessadas pelo Sistema de 

Informações Hospitalares do SUS (SIH/SUS), gerido pelo Ministério da Saúde, e 

disponibilizado pelo TABNET DATASUS (Departamento de informática do SUS). Este 

sistema viabilizou calcular a média de pacientes internados em UTI durante o período de 12 

meses (agosto de 2013 a julho 2014) para todos os hospitais a serem analisados.  

O n de profissionais intensivistas e de leitos de UTI foram obtidos a partir do 

CNESNet (Cadastro Nacional de Estabelecimento de Saúde), fornecidos pelo DATASUS, que 

disponibiliza informações sobre os estabelecimentos de saúde, tais como a quantidade e a 

qualificação dos profissionais, o número de leitos, o tipo de atendimento prestado, a estrutura 

física, os equipamentos existentes e em uso, etc.  

Os dados quantitativos foram inseridos no programa estatístico Winpepi, que definiu 

o n amostral de pacientes e profissionais intensivistas. A coleta de amostras da estrutura 

hospitalar foi realizada de forma aleatória, priorizando-se os leitos dos pacientes estudados, 

bem como pisos, portas, pias e outras estruturas relevantes para análise. 
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5.4 COLETA, ACONDICIONAMENTO E TRANSPORTE DAS AMOSTRAS 

 

 

A coleta de amostras foi realizada em pacientes, profissionais e estrutura da UTI dos 

hospitais HPS28, HPSJL e HUFM, que posteriormente foram encaminhadas para 

processamento e análise na FIOCRUZ-Amazônia (Figura 10). 

 

 

Figura 10 – Fluxograma das coletas e transporte de amostras. 

Legenda: As amostras coletadas de pacientes, profissionais e de estrutura das UTIs dos hospitais HPS28, HPSJL 

e HUFM, foram encaminhadas e processadas na FIOCRUZ/Amazônia. 

 

A coleta de amostras de pacientes e profissionais das UTIs foi previamente autorizada, 

pelo próprio sujeito da pesquisa ou responsável, sendo formalizada utilizando o Termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido. 

Os procedimentos de coleta foram realizados de acordo com as recomendações e 

legislações locais, pelos próprios profissionais do setor (UTI) e, por vezes, por membros da 

equipe de pesquisa legalmente habilitados, que sempre estavam 

acompanhados/supervisionados por profissionais do setor.  

As diferentes amostras obtidas de pacientes foram coletadas de acordo com os fatores 

de risco para aquisição de infecções, tais como o uso de dispositivos invasivos (cateteres 

Pacientes de UTI Estrutura da UTI Profissionais da UTI 

 

Sangue e/ou urina e/ou 

secreções e/ou outros 

 

Amostra das unhas e vestíbulo 

nasal. 

Encaminhadas ao Laboratório da 

FIOCRUZ/Amazônia 

Amostra de ar condicionado, piso, 

maca cirúrgica, bancadas de 

procedimento, pias e lavatórios. 

Colhidas por profissionais do setor (UTI) ou por 

membro da equipe de pesquisa. 
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centrais ou venosos, respiradores, traqueostomia, entre outros). Sendo assim, os tipos de 

amostras corresponderam ao sangue venoso, urina, swab de axila e/ou secreções (cânulas de 

secreção respiratória, traqueostomia, abscessos e feridas).  

Além das coletas em pacientes, também foram coletadas amostras das unhas e do 

vestíbulo nasal dos profissionais que atuam na UTI, bem como amostras da estrutura 

hospitalar da UTI, tendo em vista que estes profissionais podem ser colonizados por bactérias 

distintas, que não pertencem a microbiota normal, bem como a disseminação dessas bactérias 

em ambiente hospitalar. 

 

 

5.5. AMOSTRAS CONTROLES 

 

 

Os controles positivos (cepas bacterianas) e negativos que foram utilizados no trabalho 

estão descritos na tabela 1. 

 

Tabela 1 – Controles positivos e negativo utilizados no trabalho. 

CONTROLE FINALIDADE EXPERIMENTO 

P.aeruginosa 

PA01 

(ATCC27853) 

Identificação fenotípica e antibiograma 

Padrão positivo para o gene 16s rDNA 

Padrão negativo para genes de 

resistência 

Microbiologia 

clássica 

PCR e 

Sequenciamento 

P. aeruginosa 

BlaVIM+ 

(CCBH18485)a 

Padrão positivo para genes intI1 e 

BlaVIM+ 

PCR e 

Sequenciamento 

P. aeruginosa 

BlaKPC+ 

(CCBH17378)a 

Padrão positivo para genes intI1 e 

BlaKPC+ 

PCR e 

Sequenciamento 

P. aeruginosa 

BlaSPM+ 

(CCBH17832)a 

Padrão positivo para genes intI1 e 

BlaSPM+ 

PCR e 

Sequenciamento 

P. aeruginosa 

BlaGES+
b 

Padrão positivo para genes intI1 e 

BlaGES+ 

PCR e 

Sequenciamento 

Água destilada Padrão negativo  PCR 

Legenda: aCepas padrões fornecidas pela FIOCRUZ-Rio de Janeiro, Laboratório de 

Pesquisa em Infecção Hospitalar, Coleção de Culturas de Bactérias de Origem Hospitalar 

– CCBH.; bCepa padrão fornecida pelo Laboratório de Análises Clínicas Reunidos, 

localizado em Manaus. 
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5.6 TÉCNICAS EMPREGADAS 

 

 

5.6.1 Metodologia Microbiológica Clássica 

 

 

Métodos microbiológicos clássicos foram realizados para isolar, identificar 

fenotipicamente e armazenar cepas de P. aeruginosa. As etapas correspondentes consistiram 

em semear alíquotas das amostras em meio de cultura específico (Ágar para Isolamento de 

Pseudomonas - PIA) para possibilitar o crescimento típico das cepas, viabilizando 

armazenamento e testes subsequententes (Figura 11). 

 

 

Figura 11 –  Fluxograma dos métodos microbiológicos clássicos empregados. 

Legenda: PIA (Ágar para Isolamento de Pseudomonas); LB (Caldo Luria Bertani 

Miller) 
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5.6.1.1 Isolamento das cepas de P. aeruginosa 

 

 

As amostras foram devidamente processadas para possibilitar o isolamento de cepas 

de P. aeruginosa, que foi realizado através da técnica de semeadura qualitativa previamente 

descrita (ANVISA, 2004, 2013b) a fim de se obter colônias isoladas. Após inoculação, as 

placas foram incubadas a 37°C por 24 horas. Após o período de incubação, as colônias com 

crescimento característico de P. aeruginosa (Figura 12), tais como a presença de colônias 

azul-esverdeada conferida pela piocianina ou verde-amarelo fluorescente sobre UV 

(pioverdina) e odor característico de frutas, foram transferidas para meios de cultura 

enriquecidos, o caldo LB Miller (Caldo Luria Bertani Miller) para possibilitar o 

armazenamento e utilização de cepas para testes subsequentes. 

 

 

Figura 12 – Colônias de P. aeruginosa.com 

crescimento característico  

 

As colônias bacterianas foram analisadas quanto as características morfo-tintorias pela 

técnica de coloração de Gram, possibilitando visualizar bacilos avermelhados. Ainda foram 

avaliados as características bioquímicas da P.aeruginosa, tais como a produção de enzima 

citocromo-oxidase,  motilidade, o crescimento bacteriano em caldo simples a 42ºC e em meio 

de cultura MacConkey, a determinação da oxidação positiva e fermentação da glicose 

negativa (O/F Glicose),  β-hemólise em Ágar Sangue, descarboxilação da lisina negativo, 

difusão de pigmento verde-amarelo fluorescente em meio de cultura (produção de pioverdina) 

quando exposto à luz ultravioleta (UV), e difusão de pigmento azul não fluorescente em meio 

de cultura (Figura 13a-d).  
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a) 

 

b) 

 

c) 

 

d) 

 

Figura 13 – Testes bioquímicos para identificação de P. aeruginosa.  

Legenda: a) Teste O/F Glicose: tubo com reação amarela representando oxidação da glicose e tubo 

com reação inalterada (verde) contendo óleo mineral representando a ausência de fermentação; b) 

difusão de pigmento verde-amarelo fluorescente em meio de cultura (produção de pioverdina) 

quando exposto à UV; c) β-hemólise em ágar sangue; d) difusão de pigmento azul não fluorescente 

em meio de cultura. 

 

 

5.6.1.2 Armazenamento das cepas bacterianas 

 

 

As colônias com 24 horas de crescimento foram transferidas para caldo LB Miller, 

acrescidos de 15% de glicerol, que então foram estocadas a -80°C e para meio definitivo 

(protease, NaCl, extrato de carne e ágar bacteriológico) acrescido de óleo mineral, e foram 

estocadas a temperatura ambiente no Laboratório de Microbiologia do Instituto Leônidas e 

Maria Deane, Fundação Oswaldo Cruz de Manaus-AM. As colônias das culturas 

microbiológicas foram aliquotadas e estocadas para possibilitar os experimentos subsequentes 

(Figura 14). 

 

 

Figura 14 –  Estoque de cepas de P. aeruginosa em meio definitivo 

 

 

5.6.2 Teste de Suscetibilidade Antimicrobiana (TSA) - Antibiograma 

 

 

Avaliou-se o perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos (Antibiograma) das cepas 

de P.aeruginosa isoladas, executado através da técnica de disco-difusão. A técnica seguiu as 
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normas do Instituto Laboratorial de Normas Clínica (CLSI), que consistiu na utilização de 

discos impregnados de antimicrobianos sob colônias inoculadas em meio de cultura, para 

então ser analisada a suscetibilidade bacteriana (CLSI, 2015).  

Os discos utilizados foram obtidos comercialmente (Laborclin) no quantitativo de 13, 

compostos pelos seguintes fármacos antimicrobianos: - Aminoglicosídeos (30μg/Amicacina, 

10μg/Gentamicina e 30μg/Tobramicina); - Penicilinas antipseudomonas (10μg/Piperacilina 

associado ao Tazobactam);  - Cefalosporinas de terceira geração (30μg/Ceftazidima); - 

Cefalosporinas de quarta geração (30μg/Cefepima); - Carbapenêmicos (10μg/Iminpinem, 

10μg/Meropenem); - Monobactâmicos (30μg/Aztreonam); - Fluoroquinolonas de segunda 

geração (10μg/Norfloxacino e 5μg/Ciprofloxacino); - Fluoroquinolonas de terceira geração 

(5μg/Levofloxacino) e grupo das Polimixinas (300un/Polimixina B).  

Para realização desse teste, inicialmente foi feita uma suspensão bacteriana, 

transferindo-se colônias de P. aeruginosa para tubo contendo caldo LB, e então incubados a 

37°C durante 18h a 24h para alcançar a concentração de 1,5 x 108 bactérias/mL, verificada 

através da turvação do tubo 0,5 da escala nefelométrica de McFarland. Posteriormente, uma 

alçada da suspensão foi transferida para placas de petri contendo meio Agar Mueller Hinton 

(AMH) e, com o auxílio de uma pinça estéril, foram adicionados discos impregnados com 

antibióticos, que então foram incubados por 35°C (+2ºC) por 16 a 18h. Decorrido esse 

período, foram analisados os diâmetros formados ao redor dos discos, e então interpretados 

utilizando tabela padrão para classificar o nível de suscetibilidade aos antibióticos testados, 

como sensibilidade (S), sensibilidade intermediária (I) ou resistência (R) (Figura 15). A 

designação “não suscetíveis” foi utilizada para englobar isolados com resistência e 

suscetibilidade intermediária. 

 
Figura 15 – Placas de petri contendo 

inóculos bacterianos e halos 

de inibição dos discos de 

antibióticos. 
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A determinação da suscetibilidade possibilitou classificar os isolados como não 

multirresistentes (n-MDR), MDR ou PDR. Foram considerados isolados MDR, aqueles que 

não foram suscetíveis a pelo menos três das seguintes classes de antimicrobianos: 

aminoglicosídeos, penicilinas, carbapenêmicos, cefalosporinas e fluoroquinolonas. A 

classificação PDR foi atribuída aos isolados que não foram suscetíveis a todas as classes de 

antimicrobianos listados para MDR, bem como aos monobactâmicos e polimixina B. Os 

fenótipos que não se encaixaram nas classificações MDR e PDR foram definidos como não-

multirresistente (n-MDR). 

 

 

5.6.3 Extração de DNA 

 

 

A extração de DNA foi realizada através do método de Otsuki (1997) com algumas 

modificações. Inicialmente, o procedimento para extração de DNA, consistiu na transferência 

de culturas contendo P. aeruginosa para tubos contendo caldo LB, que então foram incubadas 

a 37ºC por 24h para crescimento bacteriano. Em seguida, uma alíquota foi transferida para um 

microtubo contendo água MilliQ autoclavada e ressuspendida em homogeneizador (tipo 

vórtex – Daigger Vortex Genie 2). A suspensão foi centrifugada em mini centrífuga 

(miniSpin-Eppendorf) a 12000 rpm por 10 minutos à 4°C. Então o sobrenadante foi 

descartado e o pellet ressuspendendido em H2O ultrapura. A suspensão foi fervida a 100ºC 

por 10 minutos em banho seco, e depois submetida à temperatura de -4°C para realização do 

choque térmico. Novamente foi realizada centrifugação por mais 10 minutos, e então o 

sobrenadante foi transferido para um novo tubo para iniciar o processo de purificação do 

DNA com etanol a 70%. O pellet foi ressuspendido em Tris-EDTA (TE) e congelado a -20ºC 

em freezer. 

 

 

5.6.4 Amplificação de DNA 

 

 

A reação em cadeia da polimerase (PCR) foi realizada em para amplificação do gene 

16s rRNA para identificação genotípica de cepas de P. aeruginosa e detecção de genes 
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relacionados à resistência antimicrobiana (integrons, cassetes gênicos e metalo-β-lactamase) 

(Tabela 2). 

 
Tabela 2 - Pares de iniciadores (forward e reverse) de interesse para a detecção de genes 16S rRNA e 

codificadores de integrases, cassetes gênicos e de metalo-β-lactamases. 

Iniciadores 
Sequência 

(5’ – 3’) 

Gene 

alvo 
pb 

TM  

(ºC) 
Ref. 

PA-SS-F 

PA-SS-R 

GGG GGA TCT TCG GAC CTCA 

TCC TTA GAG TGC CCA CCCG 
16s rRNA 956 59 a 

Int1-F 

Int1-R 

GGT TCG TGC CTT CAT CCG TTT 

GCT TCG TGA TGC CTG CTT GTT  
intI1 698 62 b 

Int2-F 

Int2-R 

GCT ACC CTC TGT TAT CTC TCG 

CGT TAT ACG GGT GGT TGC AGA 
intI2 393 63 b 

Int3-F 

Int3-R 

GGA GGT TCA GAC GTT GCT TTC 

CCA GTG CAT GAG GCA GAT ACA 
IntI3 290 59,8 b 

hep35 

hep36 

TGC GGG TYA ARG ATB TKG ATT T 

CAR CAC ATG CGT RTA RAT 
intI1, 2 e 

3 
491 55,0 c 

5’CS-F 

3’CS-R 

GCT CAC GCA ACT GGT CCA GAA 

GCA ACA CCG ACA GGG ATG GAT  
cassetes 

gênicos 
Var 61,7 b 

hep58 

hep59 

TCA TGG CTT GTT ATG ACT GT 

GTA GGG CTT ATT ATG CAC GC 
cassetes 
gênicos 

Var 55,0 d 

IMP-P1 

IMP-P2 

CGA GAA GCT TGA AGA AGG TGT T 

CGG ACT TTG GCC AAG CTT CTA  
blaIMP-2,-8,-

13,-19,-20,-24 
512 58,0 e 

IMP-P3 

IMP-P4 

GAA GTT AAC GGG TGG GGC GTT 

CCT TTA ACC GCC TGC TCT AAT G 
blaIMP-1,-3,-

4,-6,-10 
578 60 e 

IMP-P5 

IMP-P6 

GAC AGT ACG GST GGA ATA GAG 

CCT TTA ACA GCC TGC TCC CA  
blaIMP-12, -

14, -18 
407 58,0 e 

IMP-P7 

IMP-P8 

GTA GCA TTA CTG CCG CAG GA 

GTA AGC TTC AAG AGC GAC GCA 
blaIMP-11, -

16, -21, -22 
643 59,4 e 

IMP-P9 

IMP-P10 

CCT AAA CAC GGC TTG GTG GTT 

GCC AAA CCA CTA CGT TAT CTG G  
blaIMP-5, -7, 

-9, -15 
349 58,4 e 

VIM-P1 

VIM-P2 

GTT ATT GGT CTA TTT GAC CGC G 

CTA CTC AAC GAC TGA GCG ATT T 

blaVIM-2, -3, 

-6, -8, -9, -10, -

11, -18 
781 61,4 e 

VIM-P3 

VIM-P4 

GGT CTA CAT GAC CGC GTC TGT 

CTA CTC GGC GAC TGA GCG ATT 
blaVIM-1, -4, 

-5, -14 
775 52,0 e 

VIM-P5 

VIM-P6 

CGA TGG YGT TTG GTC GCA TAT 

GAA TGC GCA GCA CCA GGA TA 
blaVIM-7, -

12, -13 
390 49,1 e 

SPM-F 

SPM-R 

GAG AGC CCT GCT TGG ATT CAT 

CAG TCT CAT TTC GCC AAC GG  
BlaSPM-1 811 57,3 e 

GES-F 

GES-R 

GCG CTT CAT TCA CGC ACT ATT A 

CTA TTT GTC CGT GCT CAG GAT G 
BlaGES-2 862 58,8 b 

KPC-F 

KPC-R 

GTA TCG CCG TCT AGT TCT GCT G 

GTT GAC GCC CAA TCC CTC GA  
BlaKPC-2 864 51,2 b 

OXA23-F 

OXA23-R 

AAG CAT GAT GAG CGC AAA G 

AAA AGG CCC ATT TAT CTC AAA 
BlaOXA-23-

like 
1066 49,1 f 

OXA24-F 

OXA24-R 

GTA CTA ATC AAA GTT GTG AA 

TTC CCC TAA CAT GAA TTT GT  
BlaOXA-24-

like 
- 63,0 f 

OXA48-F 

OXA48-R 

TTG GTG GCA TCG ATT ATC GG 

GAG CAC TTC TTT TGT GAT GGC 
BlaOXA-48-

like 
744 50,1 f 

OXA50-F 

OXA50-R 

AAT CCG GCG CTC ATC CAT C 

GGT CGG CGA CTG AGG CGG  
BlaOXA-50-

like 
869 58,0 f 

OXA55-F 

OXA55-R 

CAT CTA CCT TTA AAA TTC CC 

AGC TGT TCC TGC TTG AGC AC 
BlaOXA-55-

like 
- 59,4 f 

OXA58-F 

OXA58-R 

TTA TCA AAA TCC AAT CGG C 

TAA CCT CAA ACT TCT AAT TC  
BlaOXA-58-

like 
934 58,4 f 

OXA60-F 

OXA60-R 

AAA GGA GTT GTC TCA TGC TGT CTC G 

AAC CTA CAG GCG CGC GTC TCA CGG TG 
BlaOXA-60-

like 
- 61,4 f 

OXA69-F 

OXA69-R 

CTA ATA ATT GAT CTA CTC AAG 

CCA GTG GAT GGA TGG ATA GAT TAT C  
BlaOXA-69-

like 
975 52,0 f 

Legenda: aSpilker et al. (2004); bClímaco (2011); cWhite et al. (2001); dWhite et al. 2000; eClímaco 

et al. (2013); fQueenan e Bush (2007); F= forward; R= reverse; Var= variável; Y= C ou T; R= A 

ou G; B= T, C ou G ; K= T ou G; pb: tamanho dos genes em pares de bases; TM: temperatura de 

anelamento dos iniciadores; Ref.: referência bibliográfica. 
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Os iniciadores utilizados foram selecionados baseados na literatura (Tabela 2), bem 

como analisados quanto a localização de pareamento dos iniciadores, presença de self e hetero 

dimer, entre outros, assim como a padronização de condições ideais para reação, sendo, 

portanto, considerados viáveis para pesquisa proposta. 

As amplificações dos genes alvo foram realizadas com o conjunto de reagentes 

Platynum Taq DNA Polymerase (Invitrogen by Thermo), em volumes de reação de 25 a 

30µL, ajustada para as concentrações finais: 2 mM de MgCl2, 1x de tampão para PCR, 2,5µM 

de DNTPs, 0,2 µM de cada para de iniciadores (Tabela 2), 1U de taq polimerase, 10ng de 

DNA. As amplificações foram realizadas em termociclador ProFlex™ PCR System (Applied 

Biosystems by Thermo). 

Para a detecção do gene 16S rRNA a desnaturação inicial foi de 3 minutos a 95°C, 25 

ciclos foram completados, cada um consistindo em 20 segundos a 94°C para desnaturação 

inicial, 45 segundos a 59ºC para o pareamento dos iniciadores, 40 segundos a 72ºC e a 

extensão final por 1 minuto a 72ºC (SPILKER et al., 2010). 

Para a amplificação dos genes codificadores de integrases, β-lactamases e a região do 

cassete gênico, a desnaturação inicial foi de 95°C por 5 minutos, 30 ciclos foram realizados, 

cada um composto das etapas de desnaturação inicial a 95°C por 1 minuto, 1 minuto para 

pareamento dos iniciadores, extensão a 72ºC. A temperatura de pareamento variou de acordo 

com o par de iniciadores (Tabela 2). O tempo de extensão também variou conforme o par de 

iniciadores: 1 minuto para os iniciadores dos genes codificadores de integrases e β- 

lactamases; 7 minutos para os iniciadores 5’CS/3’CS e 4 min para os inciadores HEP58/59, 

ambos para amplificação do cassete gênico. 

Para visualização das amplificações, 5µL do produto da PCR foram aplicados em gel 

de agarose, em que a concentração variou conforme o tamanho do produto de PCR, utilizando 

concentrações de 1,0%, 1,5% e 2,0%, para, respectivamente, amplificações de maiores que 

800pb, 500 e 800bp e menores que 500bp. Após a eletroforese, o gel foi corado com brometo 

de etídio, o que possibilitou visualizar e fotodocumentar as amplificações sob luz ultravioleta, 

utilizando o fotodocumetador Quantum Vilber (Fisher biotec, Austrália). 
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5.6.5 Sequenciamento de DNA 

  

 

O sequenciamento gênico foi realizado para determinar as sequências dos genes 16S 

rRNA, dos genes codificadores de β-lactamases dos cassetes gênicos. Para isso, os amplicons 

foram purificados com o conjunto de reagentes PCR QIAquick® (Qiagen). O produto 

purificado foi submetido a reação de sequenciamento utilizando o conjunto de reagentes 

BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems by Thermo), segundo a 

reação: 0,5 µL do Mix (BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Ready Reaction Mix), 

2µL de tampão (BigDye® Terminator v3.1 5x Sequencing Buffer), 1µL de iniciador (5mM), 

50ng de produto de PCR e H2O MiliQ ultrapura q.s.p, totalizando 10µL o volume final da 

reação de sequenciamento. 

A ciclagem foi realizada utilizando o seguinte programa: 96°C por 1 minuto,  25 ciclos 

de 96°C por 10 segundos, 50°C por 5 segundos e 60°C por 4 minutos. Após a reação de 

sequenciamento, o produto foi submetido a purificação, realizado por precipitação com 

Etanol/EDTA/Acetato de Sódio conforme descrito no protocolo do BigDye® Terminator v3.1 

Cycle Sequencing Kit. As amostras foram enviadas secas em placas de 96 seladas e 

protegidas da luz para o Analizador Genético Automático de DNA, modelo 3500xL Genetic 

Analyzer for Resequencing & Fragment Analysis (Appied Biosystemns by Thermo). 

As sequências obtidas foram processadas para remoção de sequências de baixa 

qualidade utilizando-se pipeline PHRED/CAP3. As sequências foram comparadas com outras 

depositadas nos principais bancos de sequência nucleotídica usando-se a ferramenta BLASTn 

(Basic Local Alignment Search Tool - nucleotide) disponível no site do NCBI (“National 

Center for Biotechnology Information”: http://www.ncbi.gov/BLAST). 

 

 

5.6.6 Eletroforese em Gel de Campo Pulsado (PFGE) 

 

 

A PFGE (Pulsed-field gel electrophoresis), possibilitou analisar a similaridade 

genética entre os isolados bacterianos, para então detectar e definir grupos clonais entre os 

isolados, possibilitando verificar se há uma disseminação clonal da espécie assim como 

determinar as fontes de infecção hospitalar. Para realização da técnica, meios de cultura 
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contendo as cepas bacterianas de interesse foram enviadas para Plataforma Tecnológica de 

Análise de Fragmentos de Eletroforese da Fundação Oswado Cruz, sede do Rio de Janeiro, 

sob responsabilidade da Dra. Ana Carolina Paulo Vicente. 

Os perfis migratórios dos fragmentos de DNA dos isolados foram analisados 

utilizando o software Vision-Capt (Vilber Lourmat), que possibilitou determinar a quantidade 

e tamanho dos fragmentos gerados. A similaridade genética dos isolados MDR/PDR foram 

determinadas pelo índice de similaridade de Dice e o dendograma foi construído de acordo 

com o método UPGMA (Unweigthed Pair Group Method with Arithmetic Mean) utilizando o 

programa NTSYSpc (Numerical Taxonomy System) versão 2.2 (Exeter Software, Estados 

Unidos da América). Isolados com índices superiores a 85% de similaridade foram 

determinados como pertencentes ao mesmo grupo clonal. 

 

 

5.6.7 Análise de Polimorfismo do Comprimento de Fragmentos de Restrição (RFLP) 

 

 

A RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism), foi utilizada para confirmar a 

classe dos integrons (classe 1, 2 e 3) e tipificar os cassetes gênicos. Para isso, os amplicons 

obtidos com os iniciadores HEP-35/36 utilizados para amplificar os genes codificadores de 

integrases intI1, intI2 e intI3, e os amplicons obtidas com os iniciadores 5’CS-F e 3’CS-R, 

específicos para a região do intengron de classe 1, onde estão contidos os cassetes gênicos, 

foram submetidos à reação de digestão enzimática utilizando a enzima de restrição HinfI 

(New England Biolabs).  

A reação consistiu em 0,1µL de enzima de restrição HinfI, 5µL de amplicon de PCR, 2 

µL de tampão 10x para enzima. A reação foi incubada por 2 horas a 37ºC. Após o período de 

incubação, 5µL do produto foi aplicado em gel de agarose, corado com 0.5 µg/mL de brometo 

de etídio e submetido a eletroforese a 100V por tempo suficiente até se obter uma separação 

ideal dos fragmentos de restrição, avaliado a cada 30 minutos sob exitaçãopor luz UV. 

De acordo com a quantidade de fragmentos de restrição e seus respectivos tamanhos 

obtidos, as classes (1, 2 ou 3) dos integrons foram determinadas conforme critérios pré-

estabelecidos (WHITE et al, 2001) (Tabela 3). 
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Tabela 3 – Quantidade e tamanho dos fragmentos obtidos 

após digestão enzimática dos amplicons 

gerados utilizando iniciadores degenerados 

HEP-35/36. 

Genes 
Quantidade de 

fragmentos 

Tamanho dos 

fragmentos (pb) 

intI1 1 491 

intI2 2 191, 300 

intI3 2 119, 372 

 

O perfil de restrição gerado da digestão enzimática dos amplicons obtidos com os 

iniciadores 5’CS-F e 3’CS-R, foram submetidos à eletroforese em gel de agarose a 1,5%. Os 

perfis migratórios dos fragmentos de DNA dos isolados foram analisados utilizando o 

software Vision-Capt (Vilber Lourmat), que possibilitou determinar a quantidade e tamanho 

dos fragmentos gerados. Posteriormente, os dados numéricos foram inseridos no programa 

NTSYSpc versão 2.2 (Exeter Software, Estados Unidos da América), no qual o dendograma 

foi construído de acordo com o método UPGMA.  

Os amplicons que geraram o mesmo perfil de restrição foram considerados idênticos 

e, portanto, regiões contendo os mesmos tipos de cassetes gênicos. Posteriormente, um ou 

dois amplicons, representantes de cada perfil de restrição, foram submetidos ao 

sequenciamento, para melhor análise e determinação do tipo de cassete gênico. 

 

 

5.6.8 Análise Estatística 

 

 

O suporte estastístico foi realizado pelo Msc. Antonio Alcirley da Silva Balieiro, do 

núcleo de Apoio à Projetos de Pesquisa, localizado na FIOCRUZ-Amazônia. As 

metodologias estatísticas foram realizadas utilizando o software estatístico R versão 3.0.2. Os 

testes foram relevantes estatisticamente ao atingir nível significância de 5%. Para as variáveis 

categóricas foram utilizadas tabelas e gráficos contendo as frequências e as porcentagens. 

Para as variáveis numéricas foram elaborados gráficos e tabelas contendo as medidas de 

tendência central e de variabilidade (BOLFARINE; BUSSAB, 2005). A presença e ausência 

dos integrons foram correlacionados aos diversos fenótipos de resistência apresentados pelos 

isolados bacterianos (n-MDR, MDR, PDR) através do teste Exato de Fischer, para comparar 
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duas variantes com duas possibilidades cada. O Odds Ratio (OR), que determina a chance de 

um evento acontecer, assim como o cálculo do intervalo de confiança (IC), que indica o quão 

confiável foi o valor calculado, também foram realizados. Foram considerados valores 

estatisticamente significantes aqueles em que os P valores apresentaram-se menores que 0,05 

(PAGANO; GAUVREAU, 2004; AGRESTI; FINLAY, 2012). 
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6. RESULTADOS 

 

 

6.1 COLETA DAS AMOSTRAS  

 

 

Foram realizadas coletas de amostras de 130 pacientes e 39 profissionais de saúde da 

UTI dos hospitais HPS28, HPSJL e HUFM durante o período de 3 meses, entre maio a agosto 

de 2015, conforme a amostragem (n amostral) proposta (Tabela 4). 

 

Tabela 4 – n amostral de pacientes e profissionais de Unidades de Tratamento 

Intensivo (UTIs) de três hospitais de Manaus/AM. 

Instituição 

Pacientes 

Internados 

em UTI 

Profissionais 

Intensivistas 

Hospital Pronto Socorro 28 de Agosto 65 30 

Hospital Universitário Francisca Mendes 25 4 

Hospital e PS Dr. João Lúcio Pereira Machado 40 5 

Total Parcial 130 39 

TOTAL 169 (n)  

Fonte: Adaptada de Ministério da Saúde – Sistema de Informações 

Hospitalares do SUS (SIH/SUS). 

 

Com a finalidade de abranger diferentes fontes de infecções, cada grupo estudado foi 

submetido a coleta de espécimes clínicos distintos, destes 398 (58,8%), foram obtidas de 

pacientes internados em UTI, 78 (11,5%) de profissionais de saúde e 201 (29,7%) de estrutura 

hospitalar, totalizando 677 amostras (Tabela 5). 

 

Tabela 5 – Quantidade de amostras coletadas de acordo com os grupos e hospitais 

estudados. 

Grupos 
Hospitais Total 

HPS28 HPSJLM HUFM 
 

Pacientes 201 133 64 398 

Profissionais Intensivistas 60 10 8 78 

Estrutura hospitalar 88 61 52 201 

Total 349 204 124 
677 amostras 

coletadas 

Legenda: HPS28: Hospital Pronto Socorro 28 de Agosto; HPSJL: Hospital e PS Dr. 

João Lúcio Pereira Machado; HUFM: Hospital Universitário Francisca Mendes. 
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Dos 398 espécimes clínicos coletados de pacientes, 116 (29,1%) corresponderam a 

amostras de sangue, 55 (13,8%) de urina de cateter vesical, 88 (22,1%) de cânulas de secreção 

respiratória, 127 (31,9%) de swab de axila, 1 (0,3%) de abscesso, 10 (2,5%) de secreção de 

traqueostomia e 1 (0,3%) de secreção de ferida (Tabela 6). 

 

Tabela 6 – Amostras coletadas de pacientes de UTI de acordo com os 

hospitais estudados. 

Amostras 
HOSPITAIS 

TOTAL 
HPS28 HPSJL HUFM 

Sangue 57 34 25 116 

Urina 25 20 10 55 

Cânula 52 34 2 88 

Amostras de axila 62 40 25 127 

Abscesso 1 0 0 1 

Traqueostomia 3 5 2 10 

Secreção de ferida 1 0 0 1 

TOTAL 201 133 64 398 

Legenda: HPS28: Hospital Pronto Socorro 28 de Agosto; 

HPSJL: Hospital e PS Dr. João Lúcio Pereira Machado; HUFM: 

Hospital Universitário Francisca Mendes. 

 

Dentre as amostras coletadas de profissionais de saúde, 39 foram obtidas de swab do 

vestíbulo nasal e 39 de swab de unhas (Tabela 7). Completando a amostragem, 201 (29,7%) 

amostras distintas foram obtidas das estruturas das UTIs (Tabela 8). 

 

Tabela 7 – Amostras coletadas de profissionais de UTI de acordo 

com os hospitais estudados. 

Amostras 
HOSPITAIS 

TOTAL 
HPS28 HPSJL HUFM 

Swab de vestíbulo 

nasal 
30 5 4 39 

Swab de Unha 30 5 4 39 

Total 60 10 8 78 

Legenda: HPS28: Hospital Pronto Socorro 28 de Agosto; 

HPSJL: Hospital e PS Dr. João Lúcio Pereira Machado; 

HUFM: Hospital Universitário Francisca Mendes. 
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Tabela 8 – Amostras coletadas de estruturas das UTIs de acordo com 

os hospitais estudados. 

Amostras 
HOSPITAIS 

TOTAL 
HPS28 HPSJL HUFM 

Amostras de leito 65 40 25 130 

Torneira 1 5 4 10 

Porta 4 5 7 16 

Colchão 2 0 1 3 

Prontuário 0 1 0 1 

Teclado do 

computador 
1 2 1 4 

Chão/piso 2 4 6 12 

Foco cirúrgico 4 0 0 4 

Placa aberta 2 2 3 7 

Maca 4 0 0 4 

Maquina/equipamentos 3 0 0 3 

Pia 0 2 2 4 

Outros 0 0 3 3 

TOTAL 88 61 52 201 

Legenda: HPS28: Hospital Pronto Socorro 28 de Agosto; 

HPSJL: Hospital e PS Dr. João Lúcio Pereira Machado; HUFM: 

Hospital Universitário Francisca Mendes. 

 

 

6.2 ISOLAMENTO E IDENTIFICAÇÃO FENOTÍPICA DE Pseudomonas aeruginosa  

 

 

Por meio de técnicas microbiológicas clássicas foram isoladas e identificadas 

fenotipicamente 83 cepas de P. aeruginosa. Dessas, 31 (37,4%) foram obtidos do HPS28, 24 

(28,9%) isoladas no HPJSL e 28 (33,7%) do HUFM (Gráfico 1). 

37,4%

28,9%

33,7%

HPS2

8

 

Gráfico 1 - Percentual de cepas de P. aeruginosa 

isoladas por hospital.  

Legenda: HPS28: Hospital Pronto Socorro 28 de 

Agosto; HPSJL: Hospital e PS Dr. João Lúcio Pereira 

Machado; HUFM: Hospital Universitário Francisca 

Mendes. 
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As cepas de P. aeruginosa isoladas a partir de amostras de pacientes totalizaram 57 

(68,7%), das quais 5 (8,8%) foram isoladas de amostras de sangue, 4 (7,0%) de urina de 

cateter vesical, 30 (52,6%) de cânulas de aspiração de secreção, 11 (19,3%) de swab de axila 

e 7 (12,3%) de secreção de traqueostomia (Gráfico 2). 

 

8,8%
7,0%

52,6%

19,3%

12,3%
Sangue

Urina

 

Gráfico 2 - Percentual de cepas de P. aeruginosa isoladas 

de acordo com as amostras clínicas colhidas 

de pacientes. 

 

 

Duas (2,4%) amostras de profissionais intensivistas foram fontes de isolamento, sendo 

uma cepa obtida de vestíbulo nasal e outra de amostra das unhas. A partir da estrutura 

hospitalar foram isoladas 24 (28,9%) P. aeruginosa, obtidas de diferentes fontes (Gráfico 3). 

Leito

Torneira

Porta

Colchão

Prontuário

Chão

Pia

37,50%

12,50%

16,70%

4,20%

4,20%

16,70%

8,30%

 

Gráfico 3 – Percentual de cepas de P. aeruginosa isoladas a partir da estrutura 

hospitalar da UTI, de acordo com a fonte de isolamento. 

 

Em relação ao panorama de isolamento de P. aeruginosa nos três hospitais estudados, 

observa-se que os isolados do HPS28 foram obtidos principalmente de pacientes, os quais 

encontravam-se predominantemente em amostras de secreção respiratória colhidas de cânulas 

(48,4%), seguida de amostras de axila (19,4%). As cepas isoladas do HPSJL também foram 

mais comuns em amostras de cânulas de secreção (54,2%), seguida de amostra de leito de 

UTI (12,5%). Já no HUFM, a fonte mais comum de isolamento foi sangue (17,9%), seguido 

de secreções de traqueostomia (14,3%) (Gráfico 4). 
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Gráfico 4 – Panorama de isolamento de P. aeruginosa de acordo com os 

hospitais estudados e tipos de amostras coletadas. 

Legenda: HPS28: Hospital Pronto Socorro 28 de Agosto; HPSJL: Hospital e PS Dr. 

João Lúcio Pereira Machado; HUFM: Hospital Universitário Francisca Mendes. 

 

 

6.3 IDENTIFICAÇÃO GENOTÍPICA DE CEPAS DE Pseudomonas aeruginosa 

 

 

As 83 cepas identificadas fenotipicamente como P. aeruginosa apresentaram 

amplificações de 956pb previstas para os iniciadores PA-SS forward e reverse, referente ao 

gene 16sRNA (Figura 19). 

 

 

Figura 16 – Amplicons de 956pb correspondentes ao gene 16s rRNA.  

Legenda: Gel de agarose a 1% demonstrando amplificações geradas com os iniciadores PA-SS 

(forward e reverse) referente ao gene 16s rRNA. Isolados Pa12, Pa17, Pa20, Pa33, Pa36, Pa42, Pa50 e 

Pa70 representando as amplificações para esse gene; C(-): Controle negativo; Marcador de 1kb da 

invitrogen. 

 

Os produtos obtidos foram sequenciados e então comparados com as sequências 

disponíveis no banco de dados da NCBI, “GenBank”. Os isolados apresentaram 99% de 

similaridade com as sequências previamente depositadas. 
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6.4 DETERMINAÇÃO DA SUSCETIBILIDADE ANTIMICROBIANA 

 

 

Das 83 cepas de P. aeruginosa submetidas ao TSA, 11 (13,3%) apresentaram perfil de 

MDR e um (1,2%) isolado de PDR. Os demais isolados (71/83=85,5%) foram classificados 

como n-MDR (Gráfico 5). 

 

85,5%

13,3%

1,2%

n-

MDR
MDR

 

Gráfico 5 - Percentual de fenótipos de suscetibilidade 

antimicrobiana em cepas de P. aeruginosa. 

Legenda: n-MDR: não multirresistente; MDR: multirresistente e 

PDR: panresistente. 

 

Os antimicrobianos aos quais os isolados de P. aeruginosa apresentaram menor 

sensibilidade foram aztreonam (75,9%), imipeném (77,1%), cefepime (80,7%) e meropeném 

(86,7%). Em contrapartida, os antimicrobianos que se apresentaram mais efetivo in vitro 

contra os isolados foram, respectivamente, amicacina (98,8%), polimixina B (96,4%), 

gentamicina (95,2%), levofloxacina (92,8%), ciprofloxacina e piperacilina associado ao 

tazobactam (91,6%), norfloxacina, ceftazidima  e tobramicina (90,4%) (Gráfico 6). 
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Gráfico 6 – Perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos nos isolados de P. aeruginosa. 

Legenda: Aminoglicosídeos (GEN: Gentamicina; AMI: Amicacina; TOB: Tobramicina); Penicilinas 

(PIT: Piperacilina/tazobactam); Cefalosporinas (CPM: Cefepime; CAZ: Ceftazidima); 

Carbapenêmicos (IMP: Imipeném; MPM: Meropeném); Monobactâmicos (ATM: Aztreonam); 

Fluoroquinolonas (NOR: Norfloxacina; LEV: Levofloxacina; CIP: Ciprofloxacina); Polimixinas 

(POB: Polimixina B). 
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O panorama de suscetibildiade antimicrobiana dos isolados de acordo com os hospitais 

estudados, demonstra que cepas de P. aeruginosa menos sensíveis foram isoladas a partir do 

HPS28, as quais foram predominantemente resistentes ao aztreonam e cefepime. Os hospitais 

HPSJL e HUFM, apresentaram maiores taxas de suscetibilidade quando comparadas aos 

isolados HPS28. Apesar disso, a ocorrência de resistência nos isolados do HPSJL foi atribuída 

principalmente ao aztreonam e cefepime, e para HUFM a resistência mais comum foi contra o 

imipeném (Gráfico 7). 

 

 

Gráfico 7 – Panorama de suscetibilidade antimicrobiana de P. aeruginosa de acordo com os hospitais estudados. 

Legenda: Aminoglicosídeos (GEN: Gentamicina; AMI: Amicacina; TOB: Tobramicina); Penicilinas (PIT: 

Piperacilina/tazobactam); Cefalosporinas (CPM: Cefepime; CAZ: Ceftazidima); Carbapenêmicos (IMP: Imipeném; MPM: 

Meropeném); Monobactâmicos (ATM: Aztreonam); Fluoroquinolonas (NOR: Norfloxacina; LEV: Levofloxacina; CIP: 

Ciprofloxacina); Polimixinas (POB: Polimixina B); HPS28: Hospital e Pronto Socorro 28 de Agosto; HPSJL: Hospital e 

Pronto Socorro João Lúcio; HUFM: Hospital Universitário Francisca Mendes. 

 

 

O padrão de resistência dos isolados com fenótipos MDR e PDR foram atribuídos 

principalmente a classe dos β-lactâmicos, destacando-se os antimicrobianos cefepime e 

meropenem (Tabela 9). 
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Tabela 9 - Perfil de suscetibilidade antimicrobiana dos isolados MDR e PDR 

CEPAS 

AMINOGLICOSÍDEOS 
β-LACTÂMICOS 

FLUOROQUINOLONAS POL. 
PEN. CEFALOSPORIN. CARBAPENÊM. MONO. 

GEN AMI TOB PIT CPM CAZ IMP MPM ATM LEV NOR CIP POB 

              

Pa12  
S S R R S S S R S S S S 

Pa17 R S R S R R S S S R R I S 

Pa20 S S R S R R S R S S I S S 

Pa33 R S R 
 

R R I R S R R I S 

Pa36 R R R 
 

R R R R R R R R R 

Pa39 S 
 

S 
 

R 
 

S R R S 
 

S S 

Pa42 S 
 

R 
   

S R 
    

R 

Pa50 S S R 
 

R 
   

R S S S S 

Pa70 S S S 
  

S 
  

R S S S S 

Pa101 S S R S R S S S R S S S S 

Pa107 S S R 
  

S S 
      

Pa110 S S 
 

R 
   

R R S S S S 

Legenda: Isolados MDR: Pa12, Pa17, Pa20, Pa33, Pa39, Pa42, Pa50, Pa70, Pa101, Pa107, 

Pa110; Isolado PDR: Pa36; GEN: Gentamicina; AMI: Amicacina; TOB: Tobramicina; 

ATM: Aztreonam; IMP: Imipeném; CPM: Cefepime; MPM: Meropenem; CAZ : 

Ceftazidima; NOR: Norfloxacina; LEV: Levofloxacina; CIP: Ciprofloxacina; PIT: 

Piperacilina/tazobactam; POB: Polimixina B;  : Sensível ao antimicrobiano testado;  : 

Sensibilidade intermediária ao antimicrobiano; : Resistente ao antimicrobiano testado. 

 

 

6.5 DETECÇÃO DE GRUPOS CLONAIS 

 

 

De 12 P. aeruginosa com fenótipos MDR/PDR, 11 foram analisadas quanto a 

similaridade génetica pela técnica PFGE. A partir dos perfis de PFGE gerados da migração 

dos fragmentos de DNA digeridos, foi construído um dendograma, que possibilitou encontar 

dois grupos clonais, nomeados A e B, contendo, respectivamente, quatro (Pa17, Pa33, Pa36 e 

Pa39) e três (Pa20, Pa50 e Pa70) isolados (Figura 17). 
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Figura 17 - Dendograma de similaridade genética dos perfis 

de PFGE apresentado pelos isolados de P. aeruginosa 

MDR/PDR. 

Legenda: Grupo clonal A, constituído dos  isolados Pa17, Pa33, 

Pa36 e Pa39; Grupo clonal B: Pa20,  Pa50 e Pa70. Os isolados 

Pa42, Pa101, Pa107 e Pa110 não apresentam relação. A linha 

pontilhada demonstra o ponto de corte (85%) para a definição de 

grupos clonais 

 

Os isolados Pa42, Pa101, Pa107 e Pa110 foram distintos entre si. Um isolado (Pa12) 

teve o DNA degradado, o que inviabilizou a análise e classificação quanto aos grupos clonais. 

Os isolados classificados no grupo clonal A apresentaram o mesmo perfil genético 

para integrons e β-lactamases. Já os isolados pertencentes ao grupo B apresentaram-se 

distintos (Tabela 10).  

 

Tabela 10 – Perfil genético para integrons e genes codificadores de β-lactamases e 

fonte de isolamento dos grupos clonais. 

Grupo 

Clonal 
Cepas 

Integrons β-lactamases Fonte de 

isolamento 

Nº da 

coleta 
Hospital 

intI1 intI2 blaKPC blaVIM blaOXA- 

          

A 

Pa17      
Colchão 

(EH03c) 

1º HPS28 Pa33      
Cânula 

paciente 

(P045c) 

Pa36      
Cânula 

paciente 

(P047c) 

Pa39      
Urina paciente 

(Pa70b) 
4º HPSJL 

Legenda: A= Grupo Clonal A; B= Grupo Clonal B;  = positivo para o gene; = 

negativo para o gene. 
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Tabela 10 – Perfil genético para integrons e genes codificadores de β-lactamases e 

fonte de isolamento dos grupos clonais (continuação). 

Grupo 

Clonal 
Cepas 

Integrons β-lactamases Fonte de 

isolamento 

Nº da 

coleta 
Hospital 

intI1 intI2 blaKPC blaVIM blaOXA- 

          

B 

Pa20      
Cânula 

paciente 

(P046c) 

2º HPS28 

Pa50      
Cânula 

paciente 

(P072c) 

4º HPSJL 

Pa70      
Axila 

 paciente 
6º HUFM 

          
Legenda: A= Grupo Clonal A; B= Grupo Clonal B;  = positivo para o gene; = 

negativo para o gene. 

 

As cepas classificadas em grupos clonais foram isoladas de diferentes fontes e 

hospitais. Os isolados do Grupo A foram obtidos dos hospitais HPS28 e HPSJL. Um isolado 

pertencente a esse grupo (Pa17) foi obtido de estrutura hospitalar (colchão situado em área 

destinada aos profisisonais de saúde), e dois (Pa33 e Pa36) a partir de amostras de cânulas de 

aspiração de sercreção respiratória de dois pacientes diferentes. O isolado Pa39, também 

pertencente ao grupo A, isolado do HPSJL, foi obtido de amostra de urina de paciente (Tabela 

10). 

Os isolados pertencentes ao grupo B foram obtidos em diferentes dias de coleta, de 

diferentes hospitais. Duas cepas, Pa20 e Pa50, foram isolados de cânulas de pacientes dos 

hospitais HPS28 e HPSJL, respectivamente. Já a cepa Pa70, por sua vez, foi isolada a partir 

de swab de axila de um paciente do HUFM. 

 

6.6 DETECÇÃO DE INTEGRONS DE CLASSE 1, 2 E 3 

 

 

Dos 83 isolados de P. aeruginosa, 32 (38,6%) apresentaram amplificações 

correspondentes ao gene intI1 (698pb), portanto, integrons de classe 1. Dos 12 isolados com 

fenótipo de múltipla resistência aos fármacos, nove (75%) apresentaram amplificações 

correspondentes ao gene intI1 (698pb). Entretanto, 23 (32,4%) isolados classificados 

fenotipicamente com n-MDR também apresenteram amplificações correspondentes (Figura 

18). Três (9,4%) isolados intI1 positivos também foram positivos para intI2 (395pb), portanto, 

integrons de classe 2 (Figura 19). 
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Figura 18 – Amplicons de 698pb correspondentes ao gene intI1. 

Legenda: Gel de agarose a 1% demonstrando amplicons de 698pb obtidos com os iniciadores 

IntI1 (forward e reverse), para amplificação do gene intI1. Isolados Pa17, Pa20, Pa36, Pa33, 

Pa39, Pa101, Pa70, Pa107 e Pa110 representando as amplificações para intI1; Marcador de 1kb 

(invitrogen); (-): Controle Negativo e (+): positivo para o gene intI1. 

 

 

Figura 19 - Amplicons de 395pb correspondentes ao intI2.  

Legenda: Gel de agarose a 2%, demonstrando amplicons obtidos 

com o par de iniciadores INTI2 (forward e reverse), para 

amplificação do gene intI2. Pa70, Pa64 e Pa87: isolados positivos 

para intI2; Marcador de 100pb (invitrogen); (-): Controle 

Negativo. 

 

Os iniciadores degenerados (HEP-35/36), que hibrdizam com regiões comuns entre 

integrons de classe 1, 2 e 3, foram utilizados confirmar a presença desses elementos. Dos 32 

isolados positivos para integrons, 19 (59,4%) apresentaram amplificações utilizando os 

iniciadores HEP35/36 (491pb) (Figura 20). 
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Figura 20 – Amplicons de 491 pb correspondentes aos genes intI1, 2 e/ou 3. 

Legenda: Gel de agarose a 1% demonstrando amplicons gerados com os iniciadores degenerados HEP-35/36. 

L: Marcador de 100pb da invitrogen.; Isolados Pa70, Pa43, Pa56, Pa61, Pa64, Pa87, Pa102, Pa104 e Pa106 

representando as amplificações para esses genes. 

 

Posteriormente, os amplicons gerados utilizando os iniciadores HEP-35/36, foram 

submetidos a técnica de RFLP, demonstrando que os isolados que continham apenas o 

integron de classe 1 não apresentaram digestão por enzima de restrição HinfI. Já os isolados 

que albergavam tanto os integron de classe 1 como os de classe 2, foram digeridos e 

apresentaram os fragmentos correspondentes (Tabela 3), ou seja, três fragmentos, sendo um 

fragmento de 491 pb, portanto representando o integron de classe 1, e dois de 300 e 191pb, 

correspondendo a digestão do integron 2 (Figura 21). 

 

 

Figura 21 – Perfil de restrição (RFLP) dos amplicons correspondentes aos genes intI1 e 2. 

Legenda: Gel de agarose a 2,0% demonstrando o perfil de restrição dos amplicons obtidos com os iniciadores HEP-

35/36, digeridos por enzima HinfI. Amplicons referente ao gene intI1 não apresentaram sítio de restrição para enzima 

HinfI, portanto não foram direridos. Já os amplicons de intI2 contêm sítios de restrição, gerando dois fragmentos de 

300 e 191pb. 

 

A presença dos integrons de classe 1, 2 e 3 foram associadas ao fenótipo MDR e PDR. 

De acordo com o Odds ratio (razão de chances) calculado para a comparação entre cepas 

MDR/PDR e n-MDR em relação a presença de integrons, a possibilidade de encontrar o 

fenótipo MDR em P. aeruginosa é cerca de 6,3 vezes maior para os isolados que contém 

integron de classe 1 do que para os que não contêm.  Já em relação ao integron de classe 2, 
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como os isolados apresentaram baixa frequência desse elemento, a correção estatística não foi 

significativa (Tabela 11). 

 

Tabela 11 –  Correlação entre a presença ou ausência de integrons com os fenótipos n-MDR, 

MDR e PDR. 

Classe dos 

integrons 
Resultado MDR/PDR n-MDR P OR IC 

1 
+ 9 23 

0.0101 6,3 
1.5470 a 

25.3387 - 3 48 

2 
+ 1 2 

----- ----- 
0.2618 a 

37.5800 - 11 69 

Legenda: Em negrito, valor estatatístico significativo (P<0,05); IC= Intervalo de 

Confiança de 95%; P= nível de confiança; OR= Odds ratio (teste Exato de Fischer, 

calulado a partir de “MedCalc easy-to-use statistical software”. Disponível em: 

https://www.medcalc.org/calc/odds_ratio.php) 

 

De acordo com o nível de confiança (P<0,05), a relação entre a presença de integron 

de classe 1 e o fenótipo MDR/PDR é estatisticamente significativa. Foi analisada, também, a 

relação da presença de integrons de classe 1 com o perfil de suscetibilidade antimicrobiana 

em isolados de P. aeruginosa (Tabela 12). 

  

Tabela 12 - Correlação entre a presença/ausência de integrons de classe 1 com o perfil de 

suscetibilidade antimicrobiana dos isolados de P. aeruginosa. 

Agente 

Antimicrobiano 

Total dos isolados 

(n=83) 

Isolados com intI1 

(n=32) 

Isolados sem intI1 

(n=51) P 

valor 
S NS S NS S NS 

GEN 79 4 29 3 50 1 0.163

0 AMI 82 1 30 2 51 0 0.173

1 TOB 75 8 26 6 49 2 0.042

0 PIT 76 7 26 6 50 1 0.027

1 CPM 67 16 23 9 44 7 0.111

7 
CAZ 75 8 26 6 49 2 0.042

0 IMP 64 19 23 9 41 10 0.042

0 MPM 72 11 23 9 49 2 0.005

9 ATM 63 20 23 9 40 11 0.497

7 
LEV 77 6 26 6 51 0 0.029

9 NOR 75 8 25 7 51 0 0.021

2 CIP 76 7 26 6 50 1 0.027

1 POB 80 3 28 4 51 0 0.064

6 
Legenda: Em negrito, os resultados com valor de P (nível de confiança) significativos 

(P<0,05); Teste Exato de Fischer, calulado a partir de “MedCalc easy-to-use statistical 

software”. Disponível em: https://www.medcalc.org/calc/odds_ratio.php; S: Suscetível; NS: 

Não suscetível; Aminoglicosídeos (GEN: Gentamicina; AMI: Amicacina; TOB: 

Tobramicina); Penicilinas (PIT: Piperacilina/tazobactam); Cefalosporinas (CPM: Cefepime; 

CAZ : Ceftazidima ); Carbapenêmicos (IMP: Imipeném; MPM: Meropeném); 

Monobactâmicos (ATM: Aztreonam); Fluoroquinolonas (NOR: Norfloxacina; LEV: 

Levofloxacina; CIP: Ciprofloxacina); Polimixina (POB: Polimixina B). 

https://www.medcalc.org/calc/odds_ratio.php
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Analisando o cálculo do nível de confiança (valor de P<0,05) na tabela 12, constata-se 

que existe significância estatística entre a presença de integron de classe 1 nos isolados de P. 

aeruginosa e a não suscetibilidade (resistente ou suscetibilidade intermediária) aos 

antimicrobianos tobramicina, piperacilina/tazobactam, ceftazidima, imipeném, meropeném, 

levofloxacino, norfloxacino e ciprofloxacino. Portanto, praticamente todas as classes de 

antimicrobianos (aminoglicosídeos, penicilinas, cefalosporinas, carbapenêmicos e as 

fluoroquinolanas) apresentaram correlação estatística entre a presença de integrons e a não 

suscetibilidade antimicrobiana, excetuando-se apenas os monobactâmicos e as polimixinas. 

Por ter poucos isolados contendo integrons de classe 2 e nenhum contendo integron de 

classe 3, a relação da presença desse elemento com a resistência antimicrobinana não foram 

avaliadas estatisticamente. 

 

 

6.7 ANÁLISE DOS CASSETES GÊNICOS 

 

 

Os isolados positivos para o gene intI1, portanto integrons de classe 1, foram 

submetidos à pesquisa de cassetes gênicos, utilizando os iniciadores HEP-58/59 e 5’CS-

F/3’CS-R (Tabela 2). Dos 32 isolados positivos para o gene intI1, 27 (84,4%) apresentaram 

de um a dois amplicons, que variaram entre 500pb a 2,0kb (Figura 22).  

 

 

Figura 22 - Amplicons correspondentes a região cassete de integrons de classe 1.  

Legenda: Gel de agarose a 1% demonstrando amplicons gerados com o par de iniciadores HEP-58/59 

(forward e reverse) utilizados para amplificação da região cassete de integron de classe 1. Marcador de 

1kb plus da invitrogen; (-): Controle Negativo (Pa01); P1 e P2: Controle positivo; B: branco. Isoados 

Pa107, Pa17, Pa20, Pa33, Pa36, Pa70 e Pa110 representando alguns padrões de amplificação para esse(s) 

gene(s). 
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Os amplicons gerados utilizando os iniciadores 5’CS-F e 3’CS-R, foram submetidos à 

técnica de RFLP utilizando enzima de restrição HinfI. De acordo com o perfil de restrição dos 

fragmentos, foram estimadas a variabilidade dos integrons de classe 1, classificando-os em 

diferentes grupos. Foram classificados no grupo I, os isolados que geraram amplicons de 

500pb sem sítios de restrição para as enzimas HinfI, ou seja, que não foram digeridos (dados 

não mostrados). Os demais isolados (n=19) apresentram sítio de restrição, gerando oito 

padrões de perfis de restrições distintos, classificados de II a IX (Figura 23). 

 

 

Figura 23 – Dendograma demonstrando 8 perfis das 

regiões cassetes dos integrons de classe 1.  

Legenda: A digestão enzimática (HinfI) dos amplicons 

obtidos com os iniciadores 5’CS-F e 3’CS-R, geraram 9 

perfils distintos de RFLP (I a XI), demonstrando a 

variabilidade dos cassetes gênicos presentes em integrons de 

classe 1 

 

Foram selecionados de um a dois amplicons representantes de cada perfil de RFLP, 

para serem melhor estudados por sequenciamento gênico, com o objtetivo de identificar o 

cassete gênico. Os resultados dos sequenciamentos de DNA em associação com o perfil de 

restrição, reveleram que a maioria dos integrons de classe 1 estavam vazios ou continham 

genes que codificavam resistência aos aminogicosídeos ou ao trimetropim (Tabela 13). 
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Tabela 13 – Cassetes Gênicos: grupo de RFLP, tipo de cassete gênico e fenótipo de 

resistência dos isolados intI1 positivos.  

Grupo  

RFLP 

Tamanho do 

amplicon (Kbp) 
Cassetes Gênicos 

Isolados 

bacterianos 

Fenótipo de 

Resistência 

II  1,8 dhfrA1 
Pa37 

Pa61 

n-MDR 

n-MDR 

III 1,2 aadA2/qacEdelta1 Pa62 n-MDR 

IV 1,2 aadA6/orfD 
Pa102 

Pa106 

n-MDR 

n-MDR 

V 1,2 aadA2/qacEdelta1 Pa110 MDR 

VI 1,8 
dfrA15/qacEdelta1 

dfrA15/dhfrA1 

Pa63 

Pa107 

n-MDR 

MDR 

VII 1,2 aadA6 

Pa43 

Pa56 

Pa58 

n-MDR 

n-MDR 

n-MDR 

VIII 1,2 e 1,6 aadA6/dfrA12 

Pa17 

Pa20 

Pa33 

Pa36 

Pa39 

MDR 

MDR 

MDR 

PDR 

MDR 

IX 2,0 

dfrA12/aadA2 

dfrA12/aadA2 

dfrA12/aadA28 

Pa64 

Pa70 

Pa87 

n-MDR 

MDR 

n-MDR 

Legenda: Grupo RFLP (II a IX): Tipos de perfis de RFLP, demonstrando a variabilidade 

dos cassetes gênicos presentes em integrons de classe 1; Tamanho do amplicon (Kbp) 

digerido por enzima de restrição (HinfI); n-MDR: não multirresistente; MDR: 

multirresistente; PDR: panresistente. 

 

O alinhamento local contra bancos de dados de nucleotídeos das sequências dos 

amplicons de 500 bp não digeridos (classificados no grupo I) não revelou semelhança com 

qualquer gene ou parte de genes, um resultado aceitável porque não necessariamente o cassete 

gênico vai estar complexado com o íntegron. Dos isolados que cotinham cassetes gênicos, 

43,8% (14/32) carregavam genes que codificavam enzima aminoglicosídeo adeniltransferase 

(aad), que confere resistência aos aminoglicosídeos (estreptomicina e espectinomicina). 

Seguido de 40,6% (13/32), que codificam para diidrofolato redutase (dfr), que por sua vez, 

confere resistência ao trimetropim.  
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6.8 DETECÇÃO DE GENES CODIFICADORES DE β-LACTAMASES 

 

 

As cepas com fenótipos MDR e PDR foram submetidas à pesquisa de genes 

codificadores das serinas carbapenemases KPC, GES e OXA e das metalo-β-lactamases, 

VIM, IMP e SPM utilizando iniciadores especificos (Tabela 2). Das 12 cepas MDR/PDR, 8 

(66,7%) apresentaram amplicons correspondentes ao gene blaKPC-2 (Figura 24).  

 

 

Figura 24 – Amplicons correspondentes aos genes 16s rRNA (956pb) e 

blaKPC-2 (864pb). 

Legenda: Gel de agarose a 1% demonstrando amplicons gerados com os 

iniciadores PA-SS(F/R) para o gene 16s, utilizado como controle de 

amplificação para as amostras; e amplicons gerados com os iniciadores KPC-2 

para  o gene blaKPC-2; Marcador de 1kb plus da invitrogen; = P3: controle 

positivo para os genes 16s e blaKPC-2. Isolados Pa36, Pa70, Pa101 e Pa110, 

representando o padrão de amplificação para o gene blaKPC-2. 

 

Um (8,3%) isolado apresentou amplificação de 781pb utilizando os iniciadores VIM-

P1/P2, correspondete aos genes blaVIM-2,-3,-6,-8,-9,-10,-11,-18 (Figura 25). 

 

  

Figura 25 – Amplicons de 781pb correspondentes ao gene blaVIM-2,-3,-6,-8,-9,-10,-11,-18. 

Legenda: Geis de agarose a 1% demonstrando amplificações geradas com os iniciadores VIM-

P1/P2 para o gene blaVIM-2,-3,-6,-8,-9,-10,-11,-18 . Marcador de 1kb da invitrogen; Pa01: controle 

negativo e P2, controle positivo para o gene blaVIM-2,-3,-6,-8,-9,-10,-11,-18. Isolado Pa42, positivo para 

VIM. 
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Todos os 12 isolados com fenótipo MDR/PDR apresentaram amplificações  de 869pb 

correspondente ao gene blaOXA-50 (Figura 26). 

 

 

Figura 26 – Amplicons de 869 correspondentes ao gene blaOXA-50. 

Legenda: Gel de agarose a 1% demonstrando smpligficações geradas a partir dos iniciadores OXA-50 (F/R) para o gene 

blaOXA-50; Marcador de 1kb da invitrogen; PA, P1 e P2= cepas padrões de P. aeruginosa. Pa12, Pa17, Pa20, Pa33, Pa36, 

Pa39, Pa42, Pa50, Pa70, Pa101, Pa107, Pa110: isolados MDR/PDR positivos para blaOXA-50. 

 

 

Os amplicons gerados a partir do par de iniciadores KPC-2, VIM (P1/P2) e OXA-50, 

utilizados para detectar, respectivamente, os genes blaKPC-2, blaVIM-2,-3,-6,-8,-9,-10,-11,-18 e blaOXA-50, 

foram submetidos ao sequenciamento de DNA e comparadas às sequências depositadas no 

banco de dados do NCBI (Tabela 14). 

 

Tabela 14 – Análise e comparação das sequências com o banco de dados do NCBI. 

Cepas Genes 
Max 

score 

Total 

score 

Query 

cover 
E value Ident Gaps Acession 

Pa36 KPC-2 1335 1335 100% 0.0 740/740 (100%) 0/740 (0%) NG049253.1 

Pa70 KPC-2 886 886 100% 0.0 494/497 (99%) 0/497 (0%) NG049253.1 

Pa101 KPC-2 746 746 100% 0.0 417/419 (99%) 1/419 (0%) KU665642.1 

Pa110 KPC-2 917 917 100% 0.0 511/514 (99%) 0/514 (0%) HQ246157.1 

Pa29 VIM 852 852 100% 0.0 474/475 (99%) 0/475 (0%) LT222321.1 

Pa12 OXA-50 509 509 100% 1,00E-140 284/285 (99%) 0/285 (0%) NG049773.1 

Pa33 OXA-50 105 105 98% 4,00E-20 58/58 (100%) 0/58 (0%) NG050612.1 

Pa36 OXA-50 95.1 95.1 100 6,00E-17 52/52 (100%) 0/52 (0%) NG050612.1 

Pa39 OXA-50 724 724 100% 0.0 410/415 (99%) 2/415 (0%) NG049777.1 

Pa50 OXA-50 499 499 100 2,00E-137 279/281 (99%) 0/281 (0%) NG049773.1 

Pa70 OXA-50 625 625 99 3,00E-175 363/369 (98%) 4/369 (1%) NG049773.1 

Legenda: “Max Score” (pontuação máxima) e "Total Score” (Contagem Total) valores iguais indicam que apenas um 

único alinhamento está presente; “Query Coverage” ("Cobertura da Pergunta ou Questão"): Porcentagem de nucleotídeos 

alinhandos à sequência disponível no banco de dados; “E value” (valor E ou valor esperado): número de alinhamentos que se 

espera achar por acaso dada a qualidade do alinhamento e do tamanho do banco de dados; Ident (identidade máxima): 

percentagem de identidade entre a consulta e a sequência disponível no banco de dados num alinhamento de nucleotídeos-

para-nucleotídeos; “Gaps” (intervalos): um “Gap” (-) é inserido quando há bases extras, ou seja, se a consulta tiver uma base 

extra, um intervalo (-) é inserido na sequência de referência a esta posição; Accession (acesso): Número de acesso da 

sequência referência no banco de dados da NCBI. 
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6.9 ANÁLISE DOS ISOLADOS DE Pseudomonas aeruginosa MDR/PDR 

 

 

P. aeruginosa MDR e PDR estudadas apresentaram fenótipos e genótipos distintos 

quanto aos antimicrobianos testados, demonstrando a versatilidade dessas bactérias quanto 

aos diferentes mecanismos de resistência (Tabela 15).  

Tais isolados foram mais frequentes nos hospitais HPS28 (66,7%) e HPSJ (25%). No 

HUFM foi detectado apenas um (8,3%) isolado. 

O perfil de suscetibilidade antimicrobiana desses isolados, apesar de distintos, 

observou-se que os fenótipos de resistência mais prevalentes foram contra os fármacos β-

lactâmicos, principalmente as cefalosporinas e carbapenêmicos.  

Clones de P. aeruginosa MDR e PDR foram detectados a partir de diferentes hospitais 

e amostras. No qual os isolados do Grupo A foram obtidos dos hospitais HPS28 e HPSJL, e 

do grupo clonal B, foram detectado nos três hospitais estudados. 

O isolado Pa17, classificado no grupo clonal A, foi isolado a partir de amostras do 

colchão situado em área destinada aos profisisonais de saúde. Isolados do mesmo grupo 

clonal foram encontados em amostras de urina e cânula de secreção respiratória de pacientes 

de diferentes hospitais. 

Os isolados classificados no grupo clonal A demonstraram o mesmo perfil genético 

para integrons e β-lactamases, já os isolados do grupo B não foram parelhos a tais 

características.  

Os integrons de classe 1, bem como os genes blaKPC-2 foram fatores genéticos 

frequentes nos nos isolados MDR/PDR estudados, principalmente naqueles classificados no 

grupo clonal A. 

Frente ao pressuposto, os isolados MDR e PDR demonstraram correlação entre a 

fenótipo de resistência e presença de fatores genéticos que codificam tais mecanismos, bem 

como demonstraram que clones estão se disseminando entre diferentes locais e pacientes de 

UTI de diferentes hospitais de Manaus/AM. 
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Tabela 15 – Caracterísitcas gerais dos isolados de P. aeruginosa com fenótipos MDR e PDR  
G

R
U

P
O

 

C
L

O
N

A
L

 

CEPAS 
FONTE DE 

ISOLAMENTO 
HOSPITAL 

PERFIL DE SUSCETIBILIDADE ANTIMICROBIANA 

INTEGRONS Β-LACTAMASES 
AMINOGLICOSÍDEOS 

β-LACTÂMICOS 
FLUOROQUINOLONAS POL. 

PEN. CEFALOSPORIN. CARBAPENÊMICOS MONO. 

GEN AMI TOB PIT CPM CAZ IMP MPM ATM LEV NOR CIP POB intI1 intI2 blaKPC blaVIM blaOXA- 

  
                    

A 

Pa17 
Colchão 

(EH03c) 
HPS28 R S R S R R S S S R R I S 

 

 

 

 

 

Pa33 
Cânula paciente 

(P045c) 
HPS28 R S R 

 
R R I R S R R I S 

 

 

 

 

 

Pa36 
Cânula paciente 

(P047c) 
HPS28 R R R 

 
R R R R R R R R R 

 

 

 

 

 

Pa39 
Urina paciente 

(Pa70b) 
HPSJL S 

 
S 

 
R 

 
S R R S 

 
S S 

 

 

 

 

 

                      

B 

Pa20 
Cânula paciente 

(P046c) 
HPS28 S S R S R R S R S S I S S 

 

 

 

 

 

Pa50 
Cânula paciente 

(P072c) 
HPSJL S S R 

 
R 

   
R S S S S     

 

Pa70 
Axila paciente 

(P025d) 
HUFM S S S 

  
S 

  
R S S S S 

   

 

 

  
                    

DG Pa12 
Urina paciente 

(Pa38b) 
HPS28  

S S R R S S S R S S S S     

 

                      

NR 

Pa42 
Leito paciente 

(Pa47e) 
HPS28 S 

 
R 

   
S R 

    
R 

 

  

  

Pa101 
Cânula paciente 

(P103c) 
HPSJL S S R S R S S S R S S S S   

 

 

 

Pa107 
Axila paciente 

(P030d) 
HPS28 S S R 

  
S S 

      
 

   

 

Pa110 
Axila paciente 

(P038d) 
HPS28 S S 

 
R 

   
R R S S S S 

 

 

 

 

 

Legenda: A: Grupo clonal A; B: Grupo Clonal B; DG: Degradado; NR: Não relacionado em grupos clonais; Isolados MDR: Pa12, Pa17, Pa20, Pa33, Pa39, Pa42, Pa50, Pa70, Pa101, Pa107, 

Pa110; Isolado PDR: Pa36; GEN: Gentamicina; AMI: Amicacina; TOB: Tobramicina; ATM: Aztreonam; IMP: Imipeném; CPM: Cefepime; MPM: Meropenem; CAZ : Ceftazidima; NOR: 

Norfloxacina; LEV: Levofloxacina; CIP: Ciprofloxacina; PIT: Piperacilina/tazobactam; POB: Polimixina B;  : Sensível ao antimicrobiano testado ou ausente para o gene testado;  : 

Sensibilidade intermediária ao antimicrobiano; : Resistente ao antimicrobiano testado; : Positivo para o gene testado. 
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7. DISCUSSÃO  

 

 

Todo trabalho que se propõe isolar micro-organismos invariavelmente passa pela etapa 

de identificação. Por décadas a identificação recorreru a métodos que se baseiam em cultivo 

necessariamente, seja em meios específicos para induzir determinado fenótipo, sejam meios 

seletivos para determinados gêneros, entre outros. O uso de métodos morfotintoriais e 

bioquímicos completam a aborgagem bacteriológica já bem estabelecida.  

Entretanto, depois dos trabalhos de Woese (1987) usando marcadores moleculares, em 

especial buscando a similaridade do gene 16S rRNA entre diferentes espécies, novos 

paradigmas se apresentaram para a microbiologia. Durante duas ou três décadas houve uma 

migração em massa para o campo da microbiologia molecular, como se essa pudesse 

solucionar ou minimizar os problemas e dificuldades encontradas pela metodologia até então 

denominada clássica.  

De fato, por um bom tempo foi possível “identificar” com certa facilidade, usando 

sequências parciais do gene 16S rRNA, isolados microbianos, mas a facilidade de acesso às 

ferramentas moleculares somado ao avanço da tecnologia que permite gerar em um único dia 

dados que antes levavam anos têm por consequência o aumento exponencial no depósito de 

sequências, boa parte com qualidade duvidosa. Por conseguinte, atualmente, mesmo tendo a 

sequência completa do gene 16S rRNA, a identificação definitiva de micro-organismos ainda 

é hipotética. 

Para P. aeruginosa a abordagem molecular tem buscado analisar a similaridade de 

sequências a partir de outros genes, além do 16S rRNA, tais como atpD, gyrB, rpoB, recA e 

rpoD (YAMAMOTO; HARAYAMA, 1998; HILARIO et al., 2004; TAYEB et al, 2005, 

2008). Apesar de diferentes genes serem utilizados, o gene 16S rRNA é considerado padrão 

ouro para classificação bacteriana (SANSCHAGRIN; YERGEAU, 2014; YANG et al., 2016). 

O que pode ser justificado pelo fato de que na maioria dos casos (> 90%) em que o 

sequenciamento do gene 16S rRNA foi realizado, forneceu a identificação do gênero e em 65 

a 83% em que foi aplicado pode-se identificar a nível de espécie. Relata-se ainda uma baixa 

frequência (1 a 14%) em que os isolados não foram identificados através do uso desse 

marcador (YAMAMOTO; HARAYAMA, 1998; HILARIO et al., 2004; TAYEB et al., 2005, 

2008). No presente estudo, todas as cepas de P. aeruginosa submetidas a amplificação do 

gene 16s utilizando iniciadores anteriormente descrito (SPILKER et al., 2004), apresentaram 
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amplicons com tamanho esperado (Figura 16). Suas sequências, demonstraram 99% de 

identidade para P. aeruginosa quando comparadas às sequências depositadas no banco de 

dados do GenBank (NCBI) (Anexo 1). 

O trato respiratório foi o principal sítio de isolamento de P. aeruginosa nesse estudo 

(Gráficos 2 e 4). Resultado semelhante foi relatado por Nóbrega et al. (2013). Scheffer et al. 

(2010) reportou o trato urinário como o principal sítio de isolamento dessa espécie. A 

presença de P. aeruginosa nesses sítios provavelmente está relacionado ao fato de que os 

pacientes são rotineiramente manipulados com procedimentos invasivos, tais como os 

cateteres, sondas, intubação traqueal, frequente necessidade de ventilação mecânica, 

aspirações e uso de sedação contínua. A essas últimas condições são atribuídas a redução dos 

movimentos ciliares da árvore respiratória, o que consequentemente aumenta o tempo de 

ventilação mecânica e de permanência na unidade. Tais fatores de risco aumentam a 

probabilidade de adquirir infecções hospitalares (NÓBREGA et al., 2013). 

As cepas de P. aeruginosa foram predominantemente isoladas do HPS28, 

principalmente a partir de amostras de cânula de secreção respiratória e axilas de pacientes. O 

HPSJL também demonstrou alta taxa de cepas isolados a partir dessas fontes. Assim como o 

HUFM, que além das cânulas, também foram obtidas de amostras de sangue (Gráfico 4). 

Acredita-se que a presença de isolados em amostras de sangue, obtidas do HUFM, ocorreu, 

pois, as coletas de sangue nesse hospital foram realizadas exclusivamente a partir de cateter 

venoso, diferentemente dos demais, os quais foram colhidas principalmente por punção 

venosa. O que reforça que esses isolados são comumente encontrados em infecções de 

corrente sanguínea associado a cateter venoso central. 

O isolamento de cepas de P. aeruginosa a partir de amostras coletadas das estruturas 

das UTIs (Gráfico 3), demonstra que essas bactérias estão disseminadas nesse ambiente 

hospitalar, pois foram obtidas de diferentes locais, tais como pias e torneiras destinadas à 

higienização das mãos dos profissionais, portas que dão acesso a UTI, prontuário médico, 

bem como a partir de amostras de colchão situado em local destinado aos profissionais da 

UTI. Entretanto, com exceção desse isolado obtido do colchão (que pertencia ao grupo clonal 

A, ou seja, era um dos clones multirresistentes que estavam se disseminando intra e 

interhospitalar), a maioria das cepas isoladas a partir da estrutura hospitalar, bem como de 

profissionais, apresentaram-se sensíveis aos antimicrobianos testados (Anexo 3). 

Em concordância com este estudo, alguns autores relataram que artigos pessoais de 

médicos e pessoal de enfermagem também podem ser considerados potenciais reservatórios e 
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vetores de P. aeruginosa (TESS et al., 1993; MCNEIL et al., 2001). Moolenaar e 

colaboradores (2000) também descreveram um foco de P. aeruginosa ligado a unhas 

artificiais, e McNeil et al. (2001) relataram uma colonização crônica dessa bactéria em uma 

enfermeira. Cepas de P. aeruginosa isoladas a partir de estrutura hospitalar e de superfície 

corpórea de profissionais de saúde, evidenciam que estes são potenciais reservatórios de 

bactérias que causam infecções hospitalares graves (NÓBREGA et al., 2013). 

A pesquisa do gene blaOXA-50 foi inicialmente proposta para analisar mecanismos de 

resistência antimicrobiana, assim como as demais β-lactmases. Entretanto, devido ao fato das 

cepas de P. aeruginosa que foram pesquisadas para esse gene terem demonstrado-se 

positivas, considerou-se inviável analisar tais mecanismos (Figura 26). Além disso, na 

literatura, o gene blaOXA-50 é descrito como um gene que é naturalmente codificado no genoma 

de P. aeruginosa. Portanto, por ser um gene expresso constitutivamente no genoma de P. 

aeruginosa, muitos autores têm indicado usá-lo concomitante com outros marcadores 

genéticos para identificação taxonômica dessas espécies bacterianas (NAAS; NORDMANN 

et al., 1999; GIRLICH et al., 2004). Além disso, o gene blaOXA-50 não apresenta relevância 

fenotípica de resistência antimicrobiana, pois é capaz de induz pequenas alterações apenas 

quando expresso a partir de um plasmídeo de múltiplas cópias, o que poderá reduzir a 

suscetibilidade a ampicilina, a ticarcilina, ao moxalactam e ao meropenem em P. aeruginosa 

(STOVER et al., 2000; GIRLICH et al., 2004; KONG et al., 2005). 

Portanto, a associação de resultados fenotípicos com a amplificação e sequenciamento 

dos genes 16sRNA e OXA-50, viabilizaram resultados mais fidedignos referentes à 

identificação dos isolados estudados. 

Na literatura são encontrados diferentes critérios para classificar as bactérias quanto 

aos fenótipos de multirressitência (MDR) e panresistência (PDR) a antimicrobianos 

(FALAGAS et al, 2006; PATERSON, 2006; COHEN et al, 2008; HIDRON et al, 2008; 

MACGOWAN, 2008). Apesar dos esforços internacionais atuais para unificar e padronizar a 

classificação, até o momento, tal objetivo ainda não foi atingido, tendo em vista as diversas 

definições e as distintas opções terapêuticas disponíveis (MAGIORAKOS et al, 2012). Assim, 

a ausência de definições específicas para MDR e PDR em protocolos de estudos clínicos dá 

origem a dados que são difíceis de comparar. Entretanto, utilizando critérios atuais foram 

detectadas 11 cepas MDR e uma PDR (Gráfico 5 e Tabela 9) (MAGIORAKOS et al., 2012; 

GERMAN et al., 2016). 
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Apesar de ser inviável comparar os diferentes fenótipos de resistência, pôde-se 

comparar as taxas de suscetibilidade aos antimicrobianos testados com os de outros autores. 

Nesse estudo, observou-se que os isolados apresentaram maior suscetibilidade aos 

aminoglicosídeos, principalmente a amicacina (Gráfico 6). O mesmo perfil de sensibilidade 

foi demonstrado na região-centro oeste do Brasil e no estado de Pernambuco pela rede RM 

(ANVISA, 2009), que monitorou o perfil de sensibilidade de agentes prioritários de infecções 

primárias de corrente sanguínea em pacientes internados em UTI, durante o período de julho 

de 2006 a junho 2008. Apesar da concordância dos resultados, o padrão brasileiro de 

sensibilidade para P. aeruginosa registrado para o mesmo período, demonstrou que a 

piperacilina associada ao tazobactam era o medicamento mais efetivo para o tratamento de 

infecções por essa bactéria (ANVISA, 2009).  

A suscetibilidade de P. aeruignosa a penicilina combinada a inibidores de β-

lacatamases, tal como a piperaciclina/tazobactam, é frequentemente reportada na literatura 

(SCHEFFER et al., 2010). Coerente com tais estudos, a maioria dos isolados foi suscetível a 

essa mesma associação de fármacos. Entretanto, Yayan et al. (2015) afirma que o uso 

corriqueiro dessa associação, principalmente no tratamento de infecções graves, tem 

contribuído para o aumento da resistência a esses antimicrobianos, tornado o tratamento 

controverso (TAM et al, 2008). 

A polimixina B também demonstrou bastante efetividade in vitro nesse estudo. 

Resultados similares foram apresentados por Yayan et al. (2015), que ao longo de 10 anos 

relataram que isolados bacterianos foram, na sua grande maioria, sensíveis ou raramente 

resistentes a essa classe de antimicrobiano. Scheffer et al. (2010) corroboram com esses 

achados, pois em seus estudos relataram que todos os isolados de P. aeruginosa testados para 

esse fármaco foram suscetíveis. Entretanto, casos esporádicos de cepas de P. aeruginosa 

resistentes as polimixinas têm sido descritas (LAUPLAND et al., 2005), inclusive nesse 

estudo três isolados demonstraram resistência à polimixina B. A resistência as polimixinas 

tem sido atribuída a modificações da membrana externa, devido a expressão exacerbada da 

porina OprH, ausência de 2-hidroxilaurato, presença de 4-aminoarabinose ou aumento de 

palmitato na fração lipídica da membrana, tornando-as impermeáveis ou aumentando a 

capacidade de expulsar agentes tóxicos a do meio intracelular (BONOMO e SZABO, 2006; 

MILLER et al., 2011; BLAIR et al., 2015). 

Os agentes antimicrobianos gentamicina e fluoroquinolona apresentaram grande 

atividade contra P. aeruginosa, com altas taxas de sensibilidade (95% e 92%, 
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respectivamente). Tal panorama é discrepante quanto ao perfil brasileiro, já que no período de 

2006 a 2008, foram os principais antimicrobianos associados aos isolados com fenótipos de 

resistência, apresentando em média, apenas 47% de sensibilidade a esses antimicrobianos 

(ANVISA, 2009).  

O panorama brasileiro de resistência as fluoroquinolas e aos aminoglicosídeos, que 

ocorreu no período de 2006 a 2008, pode ser justificado pelo fato de que esses fármacos, por 

apresentarem amplo espectro de ação, foram extensivamente prescritos como terapia empírica 

para o tratamento de infecções na comunidade e hospitalares causadas por bactérias 

multirresistentes (PEREIRA et al. 2007). Corroborando com esse panorama, até 2006 o 

ciprofloxacino, era considerado, entre as quinolonas, o agente antimicrobiano mais consumido 

em todo mundo. Sendo assim, o alto consumo desses fármacos, bem como erros em seu 

emprego na terapêutica, foram considerados fatores responsáveis pelo desenvolvimento de 

resistência bacteriana a esta classe de antibióticos (BIEDENBACH et al., 2006; CHENIA et 

al., 2006; BIEDENBACH et al., 2006; PEREIRA et al. 2007). Entretanto, numa tentativa de 

manter a eficácia desses fármacos, tem sido elaborada diretrizes de prescrição, que recomenda 

estas classes como agentes de segunda linha que devem ser usados apenas quando os 

antibióticos de espectro estreito não forem eficazes (HERMANN, 2007; FALAGAS et al., 

2008; REDGRAVE et al., 2014). 

Em contrapartida, os antimicrobianos menos efetivos contra P. aeruginosa foram, 

respectivamente, aztreonam, imipeném e cefepime. O perfil nacional em relação ao fármaco 

menos efetivo contra P. aeruginosa foi concordante para cefalosporina de quarta geração, que 

também demonstrou alta taxa de resistência ao cefepime. No entanto, não são concordantes 

com os demais, sendo atribuída menor efetividade aos fármacos aminoglicosídeos e às 

fluoroquinolonas (ANVISA, 2009). Scheffer et al. (2010) também demonstrou que os 

isolados de P. aeruginosa apresentaram pouca efetividade sob o aztreonam e cefepime. 

Os carbapenêmicos imipeném e meropeném, estão entre os fármacos que mais 

apresentaram resistência nesse estudo. Tais resultados são concordantes com os estudos de 

Nóbrega et al. (2013), que ao longo de quatro anos relatou a persistência da resistência a essa 

classe de fármacos. Assim como os dados publicados pela ANVISA (2014 a,b; 2015), que 

relata a P. aeruginosa resistente aos carbapenêmicos como um dos agentes mais 

frequentemente notificados como agente etiológico de IPCSL relacionada a CVC. Scheffer et 

al. (2010), também demonstrou que os isolados apresentaram menor suscetibilidade a esses 

antimicrobianos. Evidências indicam que o aumento de cepas produtoras de metalo-β-
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lactamases, capazes de hidrolisar esta classe de antibióticos, esteja associada ao aumento de 

resistência a esses fármacos (SHEIKH et al., 2014). 

A discrepância entre o perfil de resistência detectado neste estudo em relação ao 

panorama nacional, pode ser justificado, além dos fatores já descritos, também devido as 

baixas notificações de resistência enviadas pelos hospitais da região Norte, e também devido 

ao fato de não terem dados atualizados para esse panorama, tendo em vista que a Rede RM só 

tem mantido atualizado dados percentuais de resistência de um único perfil, para apenas um 

sítio, tal como o percentual de infecções de corrente sanguínea por P. aeruginosa resistente 

aos carbapenêmicos imipeném e meropeném (ANVISA 2009; 2015).  

Os resultados da tipagem por PFGE permite constatar que grupos clonais estão se 

dispersando em ambiente intra e interhospitalar, tendo em vista que isolados dos mesmos 

grupos foram detectados nos três hospitais estudados e, ainda a partir de diferentes pacientes, 

profissionais e de estrutura. Também observou-se que os isolados pertencentes aos grupos 

clonais albergam principalmente o gene blaKPC-2, o qual codifica uma metalo- β-lactamase que 

codifica resistência a praticamente todos os antimicrobianos β-lacâmicos, o qual é mais 

frequentemente encontrado em K. pneumoniae  e enterobactérias, reforçando a capacidade de 

transferência de genes de resistência intra e interespécies (Tabelas 10 e 15 e Figura 17).  

Apesar da evidência de disseminação de clones intra e interhospitalar, como o período 

de isolamento foi curto (3 meses) e em diferente hospitais, não se pode concluir se a presença 

desses dois grupos clonais é constante. 

A frequência de isolados contendo genes codificadores de integrase nesse estudo foi 

38,6% (32/83) positivos para integrons de classe 1, e 3,6% (3/83) integrons de classe 2 

(Figura 18e Figura 19 e Anexo 4). Odumosu et al. (2013) detectou 31 (5,4%) isolados 

positivos para integrons de classe 1. Enquanto Shahcheraghi et al. (2010) relata uma alta 

prevalência (100%) de integrons detectados em seu estudo. Xu et al (2009), em um estudo 

realizado na China, relatou a frequência de 45,8%. Hsiao et al. (2014) detectou 41,4% no sul 

de Taiwan. No Brasil, são relatadas frequências equivalentes de integrons de classe 1, como 

observado nos estudos realizados em 2005, por Fonseca et al., que detectou integrons de 

classe 1 em 41,5% das cepas isoladas em hospitais da cidade de São Luís do Maranhão.  

Assim como neste estudo, Xu et al. (2009) relatou uma baixa frequência de integrons 

de classe 2 nos isolados de P. aeruginosa estudados (19,5% e 3,6%, respectivamente) (Figura 

19). Já em relação ao integrons de classe 3, em nenhum desses estudos foram detectados P. 
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aeruginosa contendo o gene intI3 (FONSECA et al., 2005; XU et al, 2009; 

SHAHCHERAGHI et al., 2010; HSIAO et al., 2014). Os íntegrons de classes 1 e 2 são os 

mais comuns, enquanto os de classe 3 são raros e não parecem ser portadores significativos de 

genes de resistência antimicrobiana, pelo menos, não são conhecidos (FLUIT; SCHMITZ, 

2004; DENG et al., 2015). 

A análise dos integrons por RFLP possibilitou confirmar e classificar 59,4% (19/32) 

dos isolados positivos para integrons (Figuras 20 e 21). Resultados similares foram 

apresentados por Odumosu et al. (2013), que utilizando a mesma técnica detectaram que 57% 

dos isolados de P. aeruginosa eram integrase positivo. Em contraste, Farshad et al. (2008), 

que também empregaram a técnica de RFLP, verificaram uma baixa distribuição de integrons 

entre os isolados, em que apenas 16,7% foram positivos para integrons, e desses 6,3% dos 

isolados foram positivos para integrons de classe 1 e 10,4% para classe 2.  

A presença de integrons de classe 1 nos isolados de P. aeruginosa apresenta 

correlação estatística significativa com praticamente todas as classes de antimicrobianos 

testados – aminoglicosídeos (gentamicina, amicacina e tobramicina), penicilinas 

(piperacilina/tazobactam), cefalosporinas (ceftazidima), carbapenêmicos (imipeném e 

meropeném) e às fluoroquinolonas (norfloxacina, levofloxacina e ciprofloxacina) – exceto aos 

monobactâmos e às polimixinas (Tabelas 11 e 12). Dados similares foram encontrados por 

Chen et al. (2009), que além de ter encontrado a mesma correlação, também demostrou 

associação significativa entre a presença de integrons de classe 1 e resistência ao aztreonam 

(monobactamo).  

A suscetibilidade dos isolados a piperacilina-tazobactam foram discordantes, pois ao 

contrário do que foi detectado no atual estudo, Chen et al. (2009) não encontraram correlação 

estatística significativa entre tal antimicrobiano e a presença de integrons de classe 1. A 

discrepância entre os resultados pode ser atribuída a vários fatores, entre eles cita-se o fato de 

que isolados produtores de ampC, não são eficazmente inibidos por tazobactam, resultando 

em variações nas taxas de resistência e de suscetibilidade (GIN, 2007; VOETS et al., 2013). 

A β-lactamase ampC, codificada cromossomicamente ou por plasmídeos, é 

normalmente produzida em níveis baixos na ausência de β-lactâmicos, mas na presença de 

indutores, pode aumentar a expressão de 100 a 1000 vezes, o que resulta em uma 

hiperprodução constitutiva de ampC, consequentemente torna o isolado resistente aos β-

lactâmicos (PÉREZ-PÉREZ; HANSON, 2002; VOETS et al., 2013), principalmente as 
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penicilinas e cefalosporinas antipseudomonas, tendo em vista que as alterações na ampC é 

considerada a principal causa de resistência a essas classes de fármacos (GIN, 2007; 

BERRAZEG et al., 2015).  

Um estudo realizado na China (GU et al., 2007), demonstrou que a associação entre os 

integrons e à resistência antimicrobiana foi muito mais relevante quando comparada a outros 

estudos, apresentando correlação significativa com praticamente todos os antimicrobianos 

testados, inclusive a associação piperaclinca-tazobactam (MARTINEZ-FREIJO et al., 1998; 

KOELEMAN et al., 2001). Gu et al. (2007) também demonstrou associação dos integrons de 

classe 1 com a resistência aos aminoglicosídeos gentamicina e tobramicina. No presente 

estudo, somente a resistência à tobramicina associada a presença de integrons de classe 1 foi 

estatisticamente significativa. Em contraste, nos estudos de Chen et al. (2009), todas os 

aminoglicosídeos foram estatisticamente correlacionados à presença desses elementos.  

A produção de enzima aciltransferase 6’, codificado a partir do gene aac(6’), 

comumente presente em integrons, pode ser o mecanismo pelo qual esses isolados 

apresentaram resistência aos aminoglicosídeos, tendo em vista que essas enzimas modificam e 

inativam essa classe de fármacos. A discrepância quanto ao tipo de agente antimicrobiano que 

foram resistentes pode ser justificada pelo fato de que existem diferentes subfamílias dessa 

enzima, na qual a expressão da subfamília I confere resistência a tobramicina e amicacina, já a 

subfamília II, torna o isolado resistente a gentamicina (ROMAN DUBOIS et al., 2002; 

OWSKA et al., 2013). 

Apesar da concordância entre os estudos, atribuir unicamente aos integrons de classe 1 

a razão para os fenótipos de resistência apresentado pelos isolados estudados seria inviável, 

pois são necessários experimentos adicionais, tais como o sequenciamento dos integrons, o 

que iria possibilitar analisar os genes contidos nesses elementos, bem como detectar e analisar 

os demais mecanismos de resistência, como a superexpressão de bombas de efluxo, perda de 

porina, alteração do sítio alvo, enzimas inativadoras de antimicrobianos, etc. 

Os iniciadores 5’CS e 3’CS e hep58 e hep59 foram utilizados para estudo dos cassetes 

gênicos, tendo como alvo a região variável dos integrons de classe 1, os quais podem ou não 

conter esses elementos móveis associados aos integrons. Dos isolados intI1 positivos (n=32), 

27 (87,1%) apresentaram amplificações utilizando os iniciadores 5’CS e 3’CS. Já com os 

iniciadores hep58 e hep59, 18 (58,1%) isolados apresentaram amplificações (Figura 22).  
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O fato de que alguns isolados positivos para intI1 não apresentaram amplificações 

utilizando iniciadores hep58 e hep59, pode ser justificada pela ausência de um segmento na 

extremidade 3' do íntegron ou polimorfismo na região de pareamento do iniciador reverso. 

Para minimizar este problema e aumentar as possibilidades de amplificação para essa região 

foram utilizados os iniciadores 5’CS-F e 3’CS-R, tendo em vista que se ancoram em regiões 

do integron de classe 1 em que polimorfismos de sequências são pouco frequentes (WHITE et 

al., 2001; JONES et al., 2005; CLÍMACO, 2011). Mesmo usando essa estratégia, alguns 

isolados positivos para intI1 não apresentaram amplificações, provavelmente pelos mesmos 

motivos já discutidos para o par HEP58/59. Além disso, uma alta porcentagem de isolados 

sem regiões cassetes foram observadas, o que indica que apesar desses elementos estarem 

presentes em isolados com fenótipo de multirresistência antimicrobiana, não necessariamente 

indicam que são determinantes para a expressão desse fenótipo (Anexo 4). 

Os amplicons gerados para região do cassete gênico variaram em relação ao tamanho 

(500bp a 1,8Kbp) e quantidade (um único amplicon ou dois amplicons por reação) (Figuras 

22 e 23, Tabela 13 e Anexo 4). Em contraste, Odumosu et al. (2013), demonstraram que todos 

os isolados intI1 positivos (n=31) produziram amplicons utilizando os mesmos iniciadores 

previamente descritos (WHITE et al., 2001), sendo que 23 (74%) isolados produziram um 

único amplicon de aproximadamente 1,6 Kbp, enquanto que os 8 isolados restantes 

forneceram um único amplicon de 1,2 Kbp. O sequenciamento desses amplicons revelou 

homologia completa com os genes aadA6-ofrD e aadA13, respectivamente (ODUMOSU et 

al., 2013).  

No presente estudo, foi detectado o arranjo aadA6-ofrD, no entanto, a partir da 

sequência do amplicon de 1,2kb (Tabela 13). Essa variação no tamanho das amplificações e a 

identificação de diferentes genes cassetes utilizando os mesmos iniciadores hep-58/59, têm 

sido relatada em diferentes estudos (WHITE et al., 2001; CHEN et al., 2009; XIA et al., 2010; 

JINGYUAN et al., 2011; ODUMOSU et al., 2013; SUNG et al., 2014; CUI et al., 2014), o 

que pode ser justificado pelo fato que alguns integrons estão vazios, ou seja, não carregam 

cassetes gênicos, e outros podem abrigar um único ou vários desses elementos genéticos 

(DENG et al., 2015). 

Em conjunto, do ponto de vista genético, o que esses dados demonstram é uma alta 

dinâmica de composição de estruturas gênicas. Obviamente, o processo de inserção excisão 
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de íntegrons e genes que compõem o cassete gênico é passível de erros que acabam sendo 

tolerados principalmente se a pressão seletiva sobre essas varientes for pequena. 

Em concordância com estudos anteriores, as reações de sequenciamento referente à 

região variável dos integrons de classe 1 demonstraram a prevalência de genes que conferem 

resistência aos aminoglicosídeos e ao trimetropim. Nesse estudo, os principais cassetes 

gênicos detectados pertenciam à família aad (aadA6 e aadA2) e dfr (dfrA12, dfrA1 e dfrA15) 

que conferem resistência aos aminoglicosídeos (estreptomicina e espectinomicina) e ao 

trimetropim, respectivamente, achados coincidentes com dados da literatura (Tabela 13) (LIM 

et al., 2009; PARTRIDGE et al., 2009; SOW et al., 2010; KOR et al, 2013; HSIAO et al., 

2014; SHARMA et al., 2015; TOVAL et al., 2015).   

Em contraste com os estudos de Toval et al. (2015), que demonstrou que os cassetes 

gênicos mais prevalentes entre os isolados de P. aeruginosa eram o aacA4, seguido de aadA6 

e orfD, no presente estudo o gene cassete mais detectado foi o aadA6, seguido de dfrA12 e 

aadA2. A primeira detecção do gene aadA6 ocorreu a partir de um isolado de P. aeruginosa 

(NASS et al., 1999). Desde então, tal gene tem sido reportado de forma recorrente nos 

cassetes gênicos dos integrons de classe 1, principalmente nas famílias das 

Enterobacteriaceae, e mais comumente na E. coli (ZHAO et al., 2001; ROE et al., 2003; 

TOVAL et al., 2015).  

Em concordância com estudos anteriores, além do gene aadA6, também foi detectado 

um gene que codifica uma ORF de função desconhecida (OrfD) (TOVAL et al., 2015). Assim 

como em estudos anteriores os arranjos dfrA12-aadA2 também foram detectados nesse estudo 

(XU et al., 2009; LIM et al., 2009; KOR et al., 2013; HSIAO et al., 2014). A literatura reporta 

intengrons de classe 1 contendo o gene cassete dfrA15 sozinho ou em associação com outros 

genes, principalmente nas combinações dfrA5-dfrA15 ou dfrA15-aadA1(SOW et al., 2010). 

No presente estudo, verificou-se a presença da combinação dfrA15-dhfrA1 e 

dfrA15/qacEdelta1.  

Os aminoglicosídeos estreptomicina e espectinomicina foram largamente utilizados na 

década de 1940, e por muitos anos foi o esteio no tratamento de infecções graves decorrentes 

de bacilos Gram-negativos aeróbios (WAKSMAN et al., 1944; HERMANN et al., 2007). 

Contudo, devido a sua gave toxicidade, o emprego desse fármaco tornou-se infrequente, 

sendo usado esporadicamente em esquemas alternativos contra tuberculose (REEVES et al., 

2013; WENDLANDT et al., 2014).  
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Apesar dos aminoglicosídeos serem eventualmente empregados, os genes que 

codificam resistência a estes fármacos continuam prevalecendo entre os isolados (YU et al, 

2003; PARTRIDGE et al., 2009; WENDLANDT et al., 2014). Fato que pode ser constatado 

pela frequência em que os os genes da família aad, que conferem resistência a esses 

antimicrobianos, são reportados (NAAS et al., 1999; WHITE et al., 2000; WHITE et al., 

2001; CHEN et al., 2009; XIA et al., 2010; JINGYUAN et al., 2011; ODUMOSU et al., 2013; 

SUNG et al., 2014; CUI et al., 2014) 

A literatura afirma que os integrons, além da capacidade de excisar e inserir os genes 

de resistência, também demonstram uma forma de memória genética, que pode ser reativada 

devido a a exposição a antibióticos que deixaram de ser empregados. Tal reativação faz com 

que cassetes que são encontrados mais próximos da extremidade 3' do integron, sejam 

reposicionados pela integrase, mais perto do promotor localizado na região 5’, para que assim 

eles possam ser expressos mais eficientemente (YU et al, 2003; PARTRIDGE et al., 2009; 

WENDLANDT et al., 2014). 

A presença dos cassetes que transportam os genes dfr, o qual codifica resistência ao 

trimetoprim, pode ser justificada pelo fato desse antimicrobiano ser rotineiramente empregado 

no tratamento de infecções do trato urinário, o que contribui para a sua elevada prevalência 

(YU et al, 2003; PARTRIDGE et al., 2009; WENDLANDT et al., 2014). 

Dentre os antimicrobianos β-lactâmicos, os carabapenêmicos tem o maior espectro de 

ação para o tratamento de infecções por bactérias multirresistentes, por esse motivo o 

surgimento e propagação de carbapenemases tornou-se um grande problema de saúde publica. 

Foram pesquisados nos isolados com fenótipos MDR/PDR genes codificadores das enzimas 

dos principais grupos das metalo-β-lactamases (VIM, IMP e SPM) e as serinos-

carbapenemases (KPC-2, GES-2 e OXA). Nesse estudo foram detectados isolados MDR/PDR 

produtores de blaKPC-2 (75%), blaVIM (8,3%) e blaOXA-50 (100%) (Tabela 14 eTabela 15 e 

Figura 24Figura 25Figura 26).  

As enzimas blaKPC-2, como o próprio nome diz (Klebsiella pneumoniae 

Carbapenemase) são mais frequentemente isoladas em amostras de K. pneumoniae, sendo 

comumente relatadas nas Américas do Norte e do Sul (CASTANHEIRA, 2008). Entretanto, 

estas enzimas também têm sido descritas em diferentes espécies de Enterobacteriaceae, 

Pseudomonas e Acinetobacter (VILLEGAS et al., 2007; KITCHEL et al., 2009; ROBLEDO 

et al. 2010). Nos últimos anos têm sido relatados surtos de bactérias produtoras de KPC no 

Brasil. Em 2010, o surto foi atribuído a Klebsiela pneuominae KPC-2 positiva, que incluiu o 
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Distrito Federal e 11 estados situados nas regiões Sul (Santa Catarina), Sudeste (Rio de 

Janeiro, Minas Gerais e Espirito Santo), Nordeste (Maranhão, Piauí, Ceará, Pernambuco e 

Alagoas) e na região Norte (Amazonas) (PEREIRA et al., 2013).  

Um outro estudo, realizado entre 2009 e 2011, fez um levantamento sobre a 

epidemiologia molecular e antecedentes genéticos do gene blaKPC-2 em espécies de 

Enterobacteriaceae (não K. Pneumoniae), que por sua vez envolveu nove estados brasileiros, 

situados nas regiões Sudeste (Espírito Santo, Minas Gerais e Rio de Janeiro), Centro-Oeste 

(Distrito Federal e Goiás) e Nordeste (Pernambuco, Alagoas, Ceará e Bahia), e evidenciou 

uma disseminação da KPC-2 em nove espécies de enterobactérias, incluindo espécies que não 

foram previamente descritos como Pantoea agglomerans e Providencia stuartii (TAVARES 

et al., 2015).  

Nesse estudo, oito (66,7%) isolados de P. aeruginosa com fenótipo MDR/PDR foram 

positivas para o gene blaKPC-2 (Tabela 15 e Figuras 24 e 26). Entretanto, no Brasil, ainda 

existem poucos relatos da presença de KPC em Pseudomonas e até mesmo em outras espécies 

de Enterobacteriaceae. O primeiro relato de KPC-2 em outras bactérias, foi realizado por 

Zavascki e colaboradores (2009), que demonstrou a presença do KPC-2 em duas amostras de 

E. cloacae no Rio Grande do Sul. Em 2010, em um hospital no Rio de Janeiro, foram isolados 

cinco clones de E. coli produtoras de KPC-2 (CARVALHO-ASSEF et al., 2010). Um caso de 

sepse por S. marcescens produtora de KPC foi descrita em 2010 (DEL PELOSO, 2010). 

Isolados de C. freundii, S. marcescens e E. cloacae, obtidos de amostras no Rio de Janeiro e 

em São Paulo, também foram positivas para essa enzima (ANDRADE et al., 2011). E em 

2012, foram isoladas K. oxytoca positivas para KPC-2, em Recife (ALMEIDA et al., 2013).  

Em 2012, foi divulgado o primeiro relato de P. aeruginosa produtora de KPC no 

Brasil, tais isolados foram obtidos a partir de secreção traqueal de dois pacientes distintos em 

uma UTI de um hospital terciário localizado em Recife/Pernambuco (DE ARAÚJO JÁCOME 

et al., 2012). No mesmo ano também foi descrita Pseudomonas putida produtora de KPC 

(ALMEIDA et al. 2012; DE ARAÚJO JÁCOME et al., 2012). 

O gene blaKPC pode ser encontrado em elementos móveis, tal como transposons que 

geralmente estão inseridos em plasmídeos, o que explica a sua dispersão não só entre as 

espécies de Klebsiella, mas entre outros gêneros (COLE et al., 2009; DRAWZ; BONOMO, 

2010; CUZON et al., 2010). Muitos trabalhos têm relatado que o gene blaKPC é carreado pelo 

transposon da família Tn3 de 10kb, denominado de Tn4401 inserido em plasmídeos de 40 

Kbp (NAAS et al., 2008; DRAWZ; BONOMO, 2010; CUZON et al., 2010; PEREIRA et al., 



93 

 

2013). No Brasil, a disseminação de blaKPC-2 está ocorrendo devido à dispersão de plasmídeos 

carreadores de transposon Tn4401 isoforma “b”, principalmente, a disseminação do complexo 

clonal 11, composto por plasmídeos com tipos de sequências (STs) similares, identificados 

como ST11, ST437 e ST340 (PEREIRA et al., 2013; TAVARES et al., 2015).  

Isolados produtores de KPC geralmente apresentam resistências as penicilinas, 

cefalosporinas e carbapenêmicos, e a inibição dessas enzimas por clavulanato é variável. Tais 

isolados podem apresentar coprodução de enzimas ESBL, bem como resistência a outros 

antimicrobianos, como aminoglicosídeos e fluoroquinolonas (TAVARES et al., 2015). Neste 

estudo três dos isolados KPC positivos foram resistentes aos aminoglicosídeos, e ainda um 

deles também apresentaram resistência à fluoroquinolonas (Tabela 15).  

Devido a essa resistência, as polimixinas (colistina e polimixina B) e tigeciclina têm 

sido utilizadas para o tratamento das infecções por bactérias resistentes aos carbapenemas. As 

polimixinas apresentam alta toxicidade e a tigeciclina, ainda não tem teste de sensibilidade 

padronizado no CLSI e não é recomendada para infecções de corrente sanguínea 

(MONTEIRO et al., 2009). Apesar das polimixinas serem opção terapêutica para o tratamento 

de pacientes com resistência aos aminoglicosídeos e fluoroquinolonas, já foram reportados 

isolados de K. pneumonia produtoras de KPC-2 também resistentes a esses fármacos 

(PEREIRA et al., 2013). No presente estudo, um dos isolados de P. aeruginosa positivo para 

KPC-2 também apresentou resistência à polimixina B (Tabela 15). 

Ainda, nesse estudo, foi detectado, a partir de um isolado, um gene codificador de 

carbapenemase do tipo VIM (Tabela 15 e Figura 25). Essa MβL foi identificada pela primeira 

vez na Itália a partir de um isolado de P. aeruginosa (LAURETTI et al., 1999; YANG et al., 

1999). Até o momento foram identificadas mais de 40 variantes de VIM, as quais apresentam 

de 74,3 a 99,6% de similaridade entre suas sequências (CORNAGLIA et al., 2011; 

FRASSON et al., 2013; JACOBY, G.; BUSH, 2014; ZAMORANO et al., 2016). Entre as 

variantes VIM, a VIM-2 é a de ocorrência mundial e mais frequentemente encontrada na 

clínica (POIREL et al., 2000; LOLANS et al., 2005); YU et al., 2006; DULJASZ et al., 2009; 

CASTANHEIRA et al., 2009; RIZEK et al., 2014; PAUL et al., 2016). Com as sequências 

geradas nesse estudo, não foi possível determinar a subclasse VIM; a ORF completa do gene 

será sequenciada para a correta classificação. Os polimorfismos encontrados precisam ser 

testados por mais de uma metodologia molecular, tendo em vista que frequentemente 

mutações de uma única base que levam à substituição de aminoácidos podem conferir 

diferenças funcionais significativas (PAPAGIANNITSIS et al., 2015). 
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A presença de carbapemase do tipo VIM geralmente confere resistência ou 

suscetibilidade intemediária a pelo menos um carbapenemo (ZHAO et al. 2009). Nesse 

estudo, o isolado produtor de VIM foi resistente apenas ao meropenem e sensível ao 

imipeném. Estudos anteriores (TOLEMAN et al., 2007) relatam que os isolados produtores de 

carbapenemases permanecem suscetíveis à polimixina, no entanto, tanto nesse estudo, como 

nos de Paul et al. (2016) foram detectados isolados produtores de VIM resistentes à 

polimixina B. Entretanto, apesar dessa evidência, atribuir a resistência à polimixina B é 

inviável, tendo em vista os múltiplos mecanismos de resistência antimicrobiana existentes. 

Em um estudo realizado no Instituto Central do Hospital das Clínicas (ICHC - 

FMUSP), 129 cepas de P. aeruginosa resistentes aos carbapenêmicos imipiném e meropeném 

foram isoladas ao longo de 12 anos (1998 a 2012). Desses isolados, 50 (39%) continham 

genes codificadores de carbapenemases, como o blaSPM identificado em 41 isolados (32%), 

seguido de 10 (7,8%) com blaKPC, 5 (3,9%) com blaVIM e 3 (2,3%) isolados com blaGES-5 

(RIZEK et al., 2014). Em concordância com esses dados, no presente estudo verificou-se que, 

dos 12 isolados MDR, 8 apresentaram fenótipo de resistência ou suscetibilidade reduzida a 

pelo menos um dos dois carbapenêmicos testados (imipeném e meropeném), dessas 5 (62,5%) 

isolados cotinham genes codificadares de carbapenemases, os quais 4 (50%) isolados foram 

positivos para KPC-2 e 1 (12,5%) para VIM-2 (Tabela 15). Apesar da concordância entre os 

estudos, a resistência aos carbapenêmicos pode ser atribuída não apenas à presença de 

enzimas carbapemases, mas também a outros mecanismos de resistência, tais como alteração 

de proteínas da membrana externa, a superexpressão do sistema de efluxo ou até mesmo uma 

nova carbapenemase ainda não identificada (LIU et al., 2013; AGHAZADEH et al., 2014).  

O gene codificador de carbapenemase VIM é geralmente encontrando em cassetes 

gênicos contidos na região variável de integron de classe 1, que podem ser carregados por 

plasmídeos, transposons ou contido em DNA cromossômico (POIREL et al., 2000, 2006; 

SANTOS et al., 2010; BELOTTI et al., 2015; PAUL et al., 2016). Nesse estudo, o isolado 

produtor de VIM apresentou amplificação correspondente ao integron de classe 1, entretanto, 

as amplificações referentes aos cassetes gênicos não foram obtidas. 

Em conjunto, esses dados sugerem que pacientes de UTI expostos a diversos fatores 

de risco (procedimentos invasivos, permanência prolongada em ambiente hospitalar, etc), bem 

como a veiculação de organismos mulirresistentes em ambiente hospitalar, tem contribuído 

para a aquisição de infecções nosocomiais por bactérias multirresistes por esses pacientes, tal 

como infecções por P. aeruginosa, que apresenta uma grande diversidade de mecanismos de 
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resistência, conferidos pela alta capacidade desses micro-organismos em expressar resistência 

intrínseca ou atém mesmo adquirirem genes transferíveis que codificam resistência. Tal 

panorama é ainda mais agravado devido ao emprego inadequado de antimicrobianos, 

culminando em pressão seleltiva, a qual viabiliza bactérias resistentes. Sendo assim, a 

detecção dos mecanismos de resistência antimicrobiana, bem como a evidência dos perfis dos 

isolados presente em ambiente hospitalar é necessário para que sejam realizadas interveções 

terapêuticas e processuais que reduzam ou até mesmo eliminem as infecções em ambiente 

hospitalar. 
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8. CONCLUSÃO 

 

 

 Isolados de P. aeruginosa foram detectados em amostras de pacientes (68,7%), de 

profissionais (2,4%) e de estrutura (28,9%) de UTIs. Esses dados corroboram com o 

panorama epidemiológico mundial sobre a presença desses patógenos em ambiente 

hospitalar, e sugerem profissionais e estrutura hospitalar como potenciais reservatórios 

para agentes etiológicos de infecções nosocomiais. 

 Foram detectados isolados de P. aeruginosa multirresistentes (13,3%) e panresistentes 

(1,2%), evidenciando a problemática de disseminação de bactérias resistentes causadoras 

de graves infecções hospitalares. 

 A disseminação de P. aeruginosa MDR/PDR esteve relacionda a dois grupos clonais, 

isolados de pacientes e de estruturas de hospitais distintos, indicando uma disseminação 

intra e interhospitalar.  

 A presença de integrons de classe 1 (38,6%) foi o marcador genético de resistência 

comum a praticamente todas as classes de antimicrobianos testados, exceto aos 

monobactâmos e as polimixinas. 

 Os isolados produtores de integron de classe 2 não apresentaram correlação significativa 

com os perfis de resistência antimicrobiana. 

 A maioria dos isolados positivos para integrons de classe 1 não carregavam cassetes 

gênicos ou apenas continham genes que codificam resistência a antimicrobianos pouco 

empregados no tratamento de infecções nosocomiais causadas por bactérias 

multirresistentes. 

 A produção de OXA-50 por todas as cepas MDR/PDR contribui mais como um marcador 

filogenético adicional do que para a correlação com a resistência antimicrobiana. 

 O gene blaKPC-2 foi encontrado principalmente nos isolados de P. aeruginosa MDR/PDR 

classificados em grupos clonais, evidenciando a capacidade de disseminação de genes de 

resistência intra e interespécies, bem como a correlação com resistência aos 

antimicrobianos β-lactâmicos, principalmente aos carbapenêmicos. 

 O isolado Pa42, produtor de β-lactamase VIM apresentou correlação sugestiva de 

resistência não apenas aos β-lactâmicos, mas também às polimixinas. 
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Portanto, o isolamento de P. aeruginosa a partir dos hospitais estudados evidencia que 

esses patógenos, capazes de causar graves infecções nosocomiais, em especial, cepas MDR e 

PDR, estão se disseminando em ambiente hospitalar. Além disso, constata-se um arsenal de 

elementos genéticos como integrons, cassetes gênicos e genes codificadores de β-lactamases 

potencialmente capazes de conferir os fenótipos de resistência a esses isolados, o que justifica 

estudos futuros para avaliar se a estrutura genética descrita nesse estudo é autossuficiente ou 

se ainda existe a contribuição de outros mecanismos moleculares subjacentes à resistência 

antimicrobiana. 
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9. PERSPECTIVAS 

 

 

Embora os isolados de P. aeruginosa estudados contenham elementos genéticos 

relacionados à resistência antimicrobiana, tais como integrons, cassetes gênicos e genes 

codificadores de β-lactamases, atribuir a esses elementos a resistência antimicrobiana pode ser 

um viés, tendo em vista que há também outros mecanismos que podem levar à resistência aos 

antimicrobianos, que não foram avaliadas neste estudo. 

Sendo assim, pretende-se detectar outros mecanismos relacionados à resistência 

antimicrobiana, como superexpressão de bombas de efluxo e perda de porinas, para ampliar as 

correlações entre fenótipos e mecanismos moleculares de resistência. 

A análise da estrutura genética dos integrons será realizada por sequenciamento, tendo 

em vista que a técnica de RFLP utilizadas neste estudo para confirmação desses elementos 

genéticos foi insuficiente. 

Para um estudo mais detalhado dos cassetes gênicos e genes codificadores de β-

lactamases detectados nesse estudo, um novo sequenciamento será realizado, o que 

possibilitará analisar mais detalhadamente os genes, ampliando as possibilidades de encontrar 

novas variantes ou até mesmo mutações nesses genes. 

Observou-se que para uma correlação estatística significativa entre presença de genes 

codificadores β-lactamases e fenótipos de resistência, todas as cepas de P. aeruginosa 

isoladas nesse estudo deverão ser submetidas a pesquisa desses genes, e não apenas as 

MDR/PDR, como foi realizado. 

Neste estudo havia sido considerado que apenas as MDR/PDR deveriam ser analisadas 

em relação a similaridade genética. Entretanto, como foi observado que isolados pertencentes 

ao mesmo grupo clonal demostraram perfil de resistência distintos, serão analisadas todas as 

cepas de P. aeruginosa quanto ao perfil clonal, ampliando as possibilidades de evidenciar os 

grupos clonais presentes nos hospitais estudados. 

Pretende-se com essas análises adicionais obter resultados mais detalhados referente 

aos fenótipos e mecanismos moleculares de resistência presente em P. aeruginosa isoladas 

nos hospitais de Manaus. 
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11. ANEXOS 
 

 

Anexo 1 - Análise e comparação das sequências do gene 16s rRNA dos isolados 

estudados com as sequências disponíveis no banco de dados do NCBI.  

Gene 
Isolados 

(n) 

Max  

score 
Gene 

Query 

Cover 

E 

value 
Ident. Gaps Accession 

16S 
83 isolados 

(contig) 
2004 2004 99% 0.0 

1087/1089 

(99%) 

0/1089 

(0%) 
KC999061.1 

Legenda: Os 83 isolados identificados fenotipicamente como P. aeruginosa foram submetidos a detecção e 

sequenciamento do gene 16s rRNA. As sequências geradas formaram um contig, que foi comparada as sequências 

depositadas no banco de dados da NCBI (BLAST); “Max Score” (pontuação máxima) e "Total Score” (Contagem 

Total) valores iguais indicam que apenas um único alinhamento está presente; “Query Coverage” ("Cobertura da 

Pergunta ou Questão"): Porcentagem de alinhamento das sequências submetidas com as depositadas, ou se seja, dos 

1089 nucleotideos submetidos ao alinhamento, 1087 foram alinhadas à sequência disponível no banco de dados; “E 

value” (valor E ou valor esperado): representa o número de visitas que se espera achar por acaso dada a qualidade do 

alinhamento e do tamanho do banco de dados. Um número próximo de zero significa que o alinhamento é 

significativo e não devido ao acaso; Ident (identidade máxima): percentagem de identidade entre a consulta e a 

sequência disponível no banco de dados num alinhamento de nucleotídeos-para-nucleotídeos; “Gaps” (intervalos): 

um “Gap” (-) é inserido quando há bases extras, ou seja, se a consulta tiver uma base extra, um intervalo (-) é inserido 

na sequência de referência a esta posição. Accession (acesso): Número de acesso da sequência referência no banco de 

dados da NCBI; Descrição da sequência referência: Pseudomonas aeruginosa strain TP6 16S ribosomal RNA gene, 

partial sequence.  
 

Anexo 2 - Sequência contig dos 83 isolados submetidos a amplificação e sequenciamento do 

gene 16s rRNA. 

>Contig_1|Genes 16S_83 isolados 
TCATAGaGTGCCACCCSAGGTGCTGGTAACTAAGGACAAGGGTTGCGCTCGTTACGGGACTTAACC

CAHCATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTGTCTGAGTTCCCGAAGGCACCA

ATCCATCTCTGGAAAGTTCTCAGCATGTCAAGGCCAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAA

CCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTC

CCCAGGCGGTCGACTTATCGCGTTAGCTGCGCCACTAAGATCTCAAGGATCCCAACGGCTAGTCGA

CATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTCAGT

GTCAGTATCAGTCCAGGTGGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTTCCTATATCTACGCATTTCACCGC

TACACAGGAAATTCCACCACCCTCTACCGTACTCTAGCTCAGTAGTTTTGGATGCAGTTCCCAGGTT

GAGCCCGGGGATTTCACATCCAACTTGCTGAACCACCTACGCGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGA

TTAACGCTTGCACCCTTCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGAAGTTAGCCGGTGCTTATTCTGTTGG

TAACGTCAAAACAGCAAGGTATTAACTTACTGCCCTTCCTCCCAACTTAAAGTGCTTTACAATCCGA

AGACCTTCTTCACACACGCGGCATGGCTGGATCAGGCTTTCGCCCATTGTCCAATATTCCCCACTGC

TGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGACTGATCATCCTCTCAGACCAGTTA

CGGATCGTCGCCTTGGTAGGCCTTTACCCCACCAACTAGCTAATCCGACCTAGGCTCATCTGATAGC

GTGAGGTCCGAAGATCCCCCACTTTCTCCCTCAGGACGTATGCGGTATTAGCGCCCGTTTCCGGAC

GTTATCCCCCACTACCAGGCAGATTCCTAGGCATTACTCACCCGTCCGCCGCTGAATCCAGGAGCA

AGCTCCCTTCATCCGCTCGACTtGCAC 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/511487176?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=XV0T5REY01R
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_511487176
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_511487176
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Anexo 3 – Perfil de suscetibilidade antimicrobiana dos isolados de Pseudomonas aeruginosa estudados. 

CEPA HOSPITAL FONTE AMOSTRA 

PERFIL DE SUSCETIBILIDADE ANTIMICROBIANA 

AMINOGLIC. PEN. CEFALOSP. CARBAP. MON FLUOROQUIN. POL 
FENÓTIPO 

GEN AMI TOB PIT CPM. CAZ IMP MPM ATM LEV NOR CIP POB 

Pa02 HPS28 PACIENTE CANULA S S S S S S S S S S S S S n-MDR 

Pa05 HPS28 PACIENTE CANULA S S S S S S S S S S S S S n-MDR 

Pa08 HPS28 PACIENTE AXILA S S S S I R S S S S S S S n-MDR 

Pa10 HPS28 PACIENTE TRAQUEOSTOMIA S S S S S S R S S S S S S n-MDR 

Pa12 HPS28 PACIENTE URINA S S S R R S S S R S S S S MDR 

Pa17 HPS28 ESTRUTURA COLCHÃO R S R S R R S S S R R I S MDR 

Pa20 HPS28 PACIENTE CANULA S S R S R R S R S S I S S MDR 

Pa21 HPS28 PACIENTE AXILA I S S S S S S S S S S S S n-MDR 

Pa22 HPS28 PACIENTE AXILA S S S S S S S S S S S S S n-MDR 

Pa23 HPS28 PACIENTE CANULA S S S S S S S S S S S S S n-MDR 

Pa24 HPS28 PACIENTE LEITO S S S S S S S S S S S S S n-MDR 

Pa30 HPS28 ESTRUTURA PRONTUARIO S S S S S S S S S S S S S n-MDR 

Pa31 HPS28 PACIENTE CANULA S S S S S S S S S S S S S n-MDR 

Pa32 HPS28 ESTRUTURA PORTA S S S S S S S S I S S S S n-MDR 

Pa33 HPS28 PACIENTE CANULA R S R R R R I R S R R I S MDR 

Pa36 HPS28 PACIENTE CANULA R R R R R R R R R R R R R PDR 

Pa37 HPS28 PACIENTE LEITO S S S S S S S S S S S S S n-MDR 

Pa39 HPSJL PACIENTE URINA S S S S R S S R R S S S S MDR 

Pa40 HPS28 PACIENTE CANULA S S S S S S R S S S S S S n-MDR 

Pa41 HPS28 PACIENTE CANULA S S S S S S S S S S S S S n-MDR 

Pa42 HPS28 PACIENTE LEITO S R S R R R S R R S S S R MDR 

Legenda: HPS28: Hospital e Pronto Socorro 28 de Agosto; HPSJL: Hospital e Pronto Socorro João Lúcio; HUFM: Hospital Universitário Francisca Mendes. Fonte de 

isolamento (Paciente, profissional, estrutura hospitalar); Tipo de amostras fonte de isolamento; Antimicrobianos testados: Aminoglicosídeos (GEN: Gentamicina; AMI: 

Amicacina; TOB: Tobramicina); Penicilinas (PIT: Piperacilina/tazobactam); Cefalosporinas (CPM: Cefepime; CAZ: Ceftazidima); Carbapenêmicos (IMP: Imipeném; MPM: 

Meropeném); Monobactâmicos (ATM: Aztreonam); Fluoroquinolonas (NOR: Norfloxacina; LEV: Levofloxacina; CIP: Ciprofloxacina); Polimixinas (POB: Polimixina B); 

S: Sensível; I: Sensibilidade intermediária; R: Resistente; n-MDR: não Multirresistente MDR: Multirresistentes; PDR: Panresistente; Em NEGRITO cepas MDR/PDR. 
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Anexo 3 – Perfil de suscetibilidade antimicrobiana dos isolados de Pseudomonas aeruginosa estudados (continuação). 

CEPA HOSPITAL FONTE AMOSTRA 

PERFIL DE SUSCETIBILIDADE ANTIMICROBIANA 

AMINOGLIC. PEN. CEFALOSP. CARBAP. MON FLUOROQUIN. POL 
FENÓTIPO 

GEN AMI TOB PIT CPM. CAZ IMP MPM ATM LEV NOR CIP POB 

Pa43 HPS28 PROFISSIONAL UNHA S S S S S S S S I S S S S n-MDR 

Pa45 HPSJL PACIENTE CANULA S S S S S S S S S S S S S n-MDR 

Pa48 HPSJL PACIENTE CANULA S S S S S S S S S S S S S n-MDR 

Pa50 HPSJL PACIENTE CANULA S S R S R S S S R S S S S MDR 

Pa51 HPSJL PACIENTE CANULA S S S S I S S S S S S S S n-MDR 

Pa52 HPSJL PACIENTE CANULA S S S S S S S S I S S S S n-MDR 

Pa53 HPSJL PACIENTE AXILA S S S S S S R S S S S S S n-MDR 

Pa54 HPSJL PACIENTE LEITO S S S S I S S S I S S S S n-MDR 

Pa55 HPSJL PACIENTE CANULA S S S S S S S S S S S S S n-MDR 

Pa56 HPSJL PACIENTE LEITO S S S S R S S S S S S S S n-MDR 

Pa57 HPSJL PACIENTE CANULA S S S S S S S S I S S S S n-MDR 

Pa58 HPSJL PACIENTE CANULA S S S S S S I S I S S S S n-MDR 

Pa59 HPSJL PACIENTE CANULA S S S S S S S S S S S S S n-MDR 

Pa60 HPSJL PACIENTE CANULA S S S S S S S S S S S S S n-MDR 

Pa61 HPS28 PROFISSIONAL UNHA S S S S S S S S S S S S S n-MDR 

Pa62 HPSJL ESTRUTURA PIA S S S S S S S S S S S S S n-MDR 

Pa63 HPSJL ESTRUTURA PIA S S S S S S S S S S S S S n-MDR 

Pa64 HUFM PACIENTE TRAQUEOSTOMIA S S S S S S R S S S S S S n-MDR 

Pa65 HUFM PACIENTE TRAQUEOSTOMIA S S S S S S R S S S S S S n-MDR 

Pa66 HUFM PACIENTE CANULA S S S S S S R S S S S S S n-MDR 

Pa67 HUFM PACIENTE LEITO S S S S S S S S S S S S S n-MDR 

Pa68 HUFM PACIENTE TRAQUEOSTOMIA S S S S S S S S S S S S S n-MDR 

Pa70 HUFM PACIENTE AXILA S S S R S S R R R S S S S MDR 

Legenda: HPS28: Hospital e Pronto Socorro 28 de Agosto; HPSJL: Hospital e Pronto Socorro João Lúcio; HUFM: Hospital Universitário Francisca Mendes. Fonte de 

isolamento (Paciente, profissional, estrutura hospitalar); Tipo de amostras fonte de isolamento; Antimicrobianos testados: Aminoglicosídeos (GEN: Gentamicina; AMI: 

Amicacina; TOB: Tobramicina); Penicilinas (PIT: Piperacilina/tazobactam); Cefalosporinas (CPM: Cefepime; CAZ: Ceftazidima); Carbapenêmicos (IMP: Imipeném; MPM: 

Meropeném); Monobactâmicos (ATM: Aztreonam); Fluoroquinolonas (NOR: Norfloxacina; LEV: Levofloxacina; CIP: Ciprofloxacina); Polimixinas (POB: Polimixina B); 

S: Sensível; I: Sensibilidade intermediária; R: Resistente; n-MDR: não Multirresistente MDR: Multirresistentes; PDR: Panresistente; Em NEGRITO cepas MDR/PDR. 
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Anexo 3 – Perfil de suscetibilidade antimicrobiana dos isolados de Pseudomonas aeruginosa estudados (continuação). 

CEPA HOSPITAL FONTE AMOSTRA 

PERFIL DE SUSCETIBILIDADE ANTIMICROBIANA 

AMINOGLIC. PEN. CEFALOSP. CARBAP. MON FLUOROQUIN. POL 
FENÓTIPO 

GEN AMI TOB PIT CPM. CAZ IMP MPM ATM LEV NOR CIP POB 

Pa71 HUFM PACIENTE TRAQUEOSTOMIA S S S S S S S S I S S S S n-MDR 

Pa72 HUFM PACIENTE CANULA S S S S S S I S S S S S S n-MDR 

Pa73 HUFM PACIENTE AXILA S S S S S S S S S S S S S n-MDR 

Pa74 HUFM PACIENTE LEITO S S S S S S S S S S S S S n-MDR 

Pa75 HUFM PACIENTE URINA S S S S S S S S S S S S S n-MDR 

Pa76 HUFM PACIENTE AXILA S S S S S S I S I S S S S n-MDR 

Pa77 HUFM PACIENTE LEITO S S S S S S R S S S S S S n-MDR 

Pa78 HUFM PACIENTE AXILA S S S S S S S S S S S S S n-MDR 

Pa79 HUFM ESTRUTURA PORTA S S S S S S S S S S S S S n-MDR 

Pa80 HUFM ESTRUTURA CHÃO S S S S S S S S S S S S S n-MDR 

Pa81 HUFM ESTRUTURA PIA S S S S S S S S S S S S S n-MDR 

Pa82 HUFM ESTRUTURA PORTA S S S S S S S S S S S S S n-MDR 

Pa83 HUFM ESTRUTURA PIA S S S S I S S S S S S S S n-MDR 

Pa84 HUFM ESTRUTURA TORNEIRA S S S S S S S S S S S S S n-MDR 

Pa85 HUFM ESTRUTURA PORTA S S S S S S S S S S S S S n-MDR 

Pa86 HUFM ESTRUTURA CHÃO S S S S S S S S I S S S S n-MDR 

Pa87 HUFM PROFISSIONAL NARIZ S S S S S S S S S S S S S n-MDR 

Pa88 HPS28 PACIENTE CANULA S S S S S S S S I S S S S n-MDR 

Pa89 HPS28 PACIENTE CANULA S S S S S S S S S S S S S n-MDR 

Pa90 HPS28 PACIENTE AXILA S S S S S S S S S S S S S n-MDR 

Pa92 HUFM PACIENTE SANGUE S S S S S S S S S S S S S n-MDR 

Legenda: HPS28: Hospital e Pronto Socorro 28 de Agosto; HPSJL: Hospital e Pronto Socorro João Lúcio; HUFM: Hospital Universitário Francisca Mendes. Fonte de 

isolamento (Paciente, profissional, estrutura hospitalar); Tipo de amostras fonte de isolamento; Antimicrobianos testados: Aminoglicosídeos (GEN: Gentamicina; AMI: 

Amicacina; TOB: Tobramicina); Penicilinas (PIT: Piperacilina/tazobactam); Cefalosporinas (CPM: Cefepime; CAZ: Ceftazidima); Carbapenêmicos (IMP: Imipeném; MPM: 

Meropeném); Monobactâmicos (ATM: Aztreonam); Fluoroquinolonas (NOR: Norfloxacina; LEV: Levofloxacina; CIP: Ciprofloxacina); Polimixinas (POB: Polimixina B); 

S: Sensível; I: Sensibilidade intermediária; R: Resistente; n-MDR: não Multirresistente MDR: Multirresistentes; PDR: Panresistente; Em NEGRITO cepas MDR/PDR. 
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Anexo 3 – Perfil de suscetibilidade antimicrobiana dos isolados de Pseudomonas aeruginosa estudados (continuação). 

CEPA HOSPITAL FONTE AMOSTRA 

PERFIL DE SUSCETIBILIDADE ANTIMICROBIANA 

AMINOGLIC. PEN. CEFALOSP. CARBAP. MON FLUOROQUIN. POL 
FENÓTIPO 

GEN AMI TOB PIT CPM. CAZ IMP MPM ATM LEV NOR CIP POB 

Pa93 HUFM PACIENTE SANGUE S S S S S S S S S S S S S n-MDR 

Pa94 HUFM PACIENTE SANGUE S S S S S S R S S S S S S n-MDR 

Pa95 HPSJL PACIENTE LEITO S S S S S S S S S S S S S n-MDR 

Pa96 HPSJL PACIENTE TRAQUEOSTOMIA S S S S S S S S S S S S S n-MDR 

Pa97 HPSJL PACIENTE CANULA S S S S S S S S S S S S S n-MDR 

Pa98 HPSJL PACIENTE CANULA S S S S S S S S S S S S S n-MDR 

Pa99 HPSJL PACIENTE TRAQUEOSTOMIA S S S R S S R S S S S S S n-MDR 

Pa100 HPSJL PACIENTE URINA S S S S S S S S S S S S S n-MDR 

Pa101 HPSJL PACIENTE CANULA S S R S R S S S R S S S S MDR 

Pa102 HPSJL ESTRUTURA TORNEIRA S S S S S S R R S R R R S n-MDR 

Pa103 HUFM PACIENTE SANGUE S S S S S S R S S S S S S n-MDR 

Pa104 HUFM PACIENTE SANGUE S S S S S S S S S S S S S n-MDR 

Pa105 HPS28 PACIENTE CANULA S S S S S S I R S S S S S n-MDR 

Pa106 HPS28 PACIENTE CANULA S S S S S S S S S R R R R n-MDR 

Pa107 HPS28 PACIENTE AXILA S S R S I S S R I R R R R MDR 

Pa109 HPS28 PACIENTE CANULA S S S S S S S R S S S S S n-MDR 

Pa110 HPS28 PACIENTE AXILA S S R R R R I R R S S S S MDR 

Pa111 HPS28 PACIENTE CANULA S S S S S R S S R S S I S n-MDR 

Legenda: HPS28: Hospital e Pronto Socorro 28 de Agosto; HPSJL: Hospital e Pronto Socorro João Lúcio; HUFM: Hospital Universitário Francisca Mendes. Fonte de 

isolamento (Paciente, profissional, estrutura hospitalar); Tipo de amostras fonte de isolamento; Antimicrobianos testados: Aminoglicosídeos (GEN: Gentamicina; AMI: 

Amicacina; TOB: Tobramicina); Penicilinas (PIT: Piperacilina/tazobactam); Cefalosporinas (CPM: Cefepime; CAZ: Ceftazidima); Carbapenêmicos (IMP: Imipeném; MPM: 

Meropeném); Monobactâmicos (ATM: Aztreonam); Fluoroquinolonas (NOR: Norfloxacina; LEV: Levofloxacina; CIP: Ciprofloxacina); Polimixinas (POB: Polimixina B); 

S: Sensível; I: Sensibilidade intermediária; R: Resistente; n-MDR: não Multirresistente MDR: Multirresistentes; PDR: Panresistente; Em NEGRITO cepas MDR/PDR. 
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Anexo 4 – Integrons e Cassetes Gênicos 

Cepas 

Integrons  Cassetes Gênicos 

intI1 intI2 
 Tamanho do  

amplicon (pb) 
Grupo RFLP Tipo de Cassete 

Pa05 + -  500 I - 

Pa17 + -  1,2/1,6 VIII aadA6/dfrA12 

Pa20 + -  1,2/1,6 VIII aadA6/dfrA12 

Pa22 + -  - - - 

Pa24 + -  500 I - 

Pa33 + -  1,2/1,6 VIII aadA6/dfrA12 

Pa36 + -  1,2/1,6 VIII aadA6/dfrA12 

Pa37 + -  1,8 II dhfrA1 

Pa39 + -  1,2/1,6 VIII aadA6/dfrA12 

Pa41 + -  500 I - 

Pa42 + -  - - - 

Pa43 + -  500/1,2 VII aadA6 

Pa56 + -  500/1,2 VII aadA6 

Pa58 + -  500/1,2 VII aadA6 

Pa61 + -  1,8 II dhfrA1 

Pa62 + -  1,2 III aadA2/qacEdelta1 

Pa63 + -  1,8 VI dfrA15/qacEdelta1 

Pa64 + +  2,0 IX dfrA12/aadA2 

Pa66 + -  - - - 

Pa67 + -  500 I - 

Pa68 + -  - - - 

Pa70 + +  2,0 IX dfrA12/aadA2 

Pa71 + -  500 I - 

Pa87 + +  2,0 IX dfrA12/aadA2 

Pa95 + -  500 I - 

Pa98 + -  500 I - 

Pa99 + -  500 I - 

Pa102 + -  500/1,2 IV aadA6/orfD 

Pa104 + -  - - - 

Pa106 + -  1,2 IV aadA6/orfD 

Pa107 + -  1,8 VI dfrA15/dhfrA1 

Pa110 + -  1,2 V aadA2/qacEdelta1 

Legenda: intI1 e intI2: genes codificadores de integrase 1 e 2, respectivamente; + = positivo para o gene 

pesquisado; -= negativo para o gene pesquisado;  Tamanho dos amplicons gerados utilizando iniciadores para 

cassetes gênicos; Em NEGRITO cepas MDR e PDR. Grupo RFLP: I a IX. Tipo de Cassete identificado após 

sequenciamento; Isolados com amplicons de 500bp para cassetes gênicos representaram integrons vazios. 
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Anexo 5 - Análise de Primeres - Programa OligoAnalyzer 3.1 

Gene Primers Sequências Auto-Dimero (∆G) Hetero-Dímero (∆G) CG% HAIPIN (∆G) Tamanho 
TM°C 

TM°C MIN. MÉD. MÁX. 

intI1 
Int1-F GGT TCG TGC CTT CAT CCG TTT -3.61  -4.95 52.4 %  0.13 

698 
64.5 ºC  - - - 

Int1-R GCT TCG TGA TGC CTG CTT GTT -3.61  -4.95 52.4 % 0.42 65 ºC - - - 

intI2 
Int2-F GCT ACC CTC TGT TAT CTC TGC -3.61   -7.48  52.4 % 0.09 

393 
60.3 ºC - - - 

Int2-R CGT TAT ACG GGT GGT TGC AGA -7.05   -7.48 52.4 % -0.6 57.2 ºC - - - 

intI3 
Int3-F GGA GGT TCA GAC GTT GCT TTC -6.3 -6.3 52.4 % 0.6 

290 
62.4°C - - - 

Int3-R CCA GTG CAT GAG GCA GAT ACA -7.05  -6.3 52.4 % -1.76 63.4 ºC - - - 

intI1, 2 e 3 
hep35 TGC GGG TYA ARG ATB TKG ATT T -12.56   -7.91  41.7 % 2.92 

491 
- 59.4 ºC 62.5 ºC 66.1 ºC 

hep36 CAR CAC ATG CGT RTA RAT (-5.54 )  -7.91 41.7 %  0.85 - 52.7 ºC 55.6 ºC 59.2 ºC 

cassetes gênicos 
5’CS-F GCT CAC GCA ACT GGT CCA GAA -6.62  -6.6    57.1 %   -2.05 

Var 
66 ºC  - - - 

3’CS-R GCA ACA CCG ACA GGG ATG GAT (-3.61) -6.6  57.1 % -2.05 65.8 ºC - - - 

cassetes gênicos 
hep58 TCA TGG CTT GTT ATG ACT GT ( -5.38 ) (-3.43) 40% (-0.39) 

Var 
58.7 ºC  - - - 

hep59 GTA GGG CTT ATT ATG CAC GC (-5.38 ) (-3.43) 50% (-0.8)   60 ºC  - - - 

blaIMP-2,-8,-13,-19,-20,-24 
IMP-P1 CGA GAA GCT TGA AGA AGG TGT T  -10.23  ( -15.35 ) 45.5 %  (-0.77) 

512 
62.1 ºC  - - - 

IMP-P2 CGG ACT TTG GCC AAG CTT CTA (-17.07 ) ( -15.35 ) 52.4 % (-0.8) 63.8 ºC - - - 

blaIMP-1,-3,-4,-6,-10 
IMP-P3 GAA GTT AAC GGG TGG GGC GTT (-7.53 ) ( -9.82 ) 57.1 %  (-2.66) 

578 
66.2 ºC  - - - 

IMP-P4 CCT TTA ACC GCC TGC TCT AAT G (-4.85) ( -9.82 ) 50% (2.31) 62.4 ºC  - - - 

blaIMP-12, -14, -18 
IMP-P5 GAC AGT ACG GCT GGA ATA GAG ( -3.65 ) (-9.6 ) 52.4 %  (1.05) 

407 
- 60.8 ºC 60.6 ºC 61 ºC 

IMP-P6 CCT TTA ACA GCC TGC TCC CA (-4.85 ) (-9.6 ) 55% (0.64) 63.5 ºC  - - - 

blaIMP-11, -16, -21, -22 
IMP-P7 GTA GCA TTA CTG CCG CAG GA (-6.69 ) ( -6.75 ) 55% (-2.19) 

643 
63.4 ºC  - - - 

IMP-P8 GTA AGC TTC AAG AGC GAC GCA (-10.23) ( -6.75 ) 52.4 % (-1.88) 64.1 ºC - - - 

blaIMP-5, -7, -9, -15 
IMP-P9 CCT AAA CAC GGC TTG GTG GTT (-3.61 ) (-9.65 ) 52.4 %  (  -1.98 ) 

349 
64.3 ºC - - - 

IMP-P10 GCC AAA CCA CTA CGT TAT CTG G ( -6.3) (-9.65 ) 50% (-0.57) 62.3 ºC - - - 

blaVIM-2, -3, -6, -8, -9, -10, -11, -18 
VIM-P1 GTT ATT GGT CTA TTT GAC CGC G (-10.36 ) (-6.75) 45,50% (-3.08) 

781 
60.8 ºC - - - 

VIM-P2 CTA CTC AAC GAC TGA GCG ATT T (-10.36 ) (-6.75) 45.5 %  (  -3.08 ) 61.5 ºC - - - 

blaVIM-1, -4, -5, -14 
VIM-P3 GGT CTA CAT GAC CGC GTC TGT (-10.36 ) (-6.75) 45.5 %  (-2.72) 

775 
61.5 ºC - - - 

VIM-P4 CTA CTC GGC GAC TGA GCG ATT (-5.19) (-6.75) 57.1 % (-2.27) 65 ºC  - - - 
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Anexo 5 - Análise de Primeres - Programa OligoAnalyzer 3.1 (continuação) 

Gene Primers Sequências Auto-Dimero (∆G) Hetero-Dímero (∆G) CG% HAIPIN (∆G) Tamanho 
TM°C 

TM°C MIN. MÉD. MÁX. 

blaVIM-7, -12, -13 
VIM-P5 CGA TGG YGT TTG GTC GCA TAT (-6.75 ) (-10.18) 50% (-0.66) 

390 
- 62.5 ºC 63.4 ºC 64.9 ºC 

VIM-P6 GAA TGC GCA GCA CCA GGA TA ( -13.8) (-10.18) 55% (-2.88) 64 ºC  - - - 

BlaSPM-1 
SPM-F GAG AGC CCT GCT TGG ATT CAT (-4.74 ) ( -6.97 ) 52,40% (-2.88) 

811 
63.5 ºC - - - 

SPM-R CAG TCT CAT TTC GCC AAC GG (-3.61 ) ( -6.97 ) 55% (-1.11) 62.5 ºC - - - 

BlaGES 
GES-F GCG CTT CAT TCA CGC ACT ATT A (-9.89) (-6.91 ) 45,50% (-2.51) 

862 
  62.6 ºC   - - - 

GES-R CTA TTT GTC CGT GCT CAG GAT G (-4.64 ) (-6.91 ) 50% (-0.4) 62,1°C - - - 

BlaKPC 
KPC-F GTA TCG CCG TCT AGT TCT GCT G ( -4.16 ) (-6.76 ) 54,50% (-0.38) 

871 
63.4 ºC  - - - 

KPC-R GTT GAC GCC CAA TCC CTC GA ( -6.76 ) (-6.76 ) 60% (-0.92) 65.6 ºC - - - 

BlaOXA-23-like 
OXA23-F AAG CAT GAT GAG CGC AAA G (-9.89 ) (-5.13 ) 47.4 % (-0.58) 

1066 
60.5 ºC  - - - 

OXA23-R AAA AGG CCC ATT TAT CTC AAA (-9.28 ) (-5.13 ) 33.3 %  (0.17) 57.9 ºC - - - 

BlaOXA-24-like 
OXA24-F GTA CTA ATC AAA GTT GTG AA (-3.9) (-5.84 ) 30% (-0.49) 

- 
52.8 ºC  - - - 

OXA24-R TTC CCC TAA CAT GAA TTT GT (-5.38 ) (-5.84 ) 35% (0.06) 56.7 ºC  - - - 

BlaOXA-48-like 
OXA48-F TTG GTG GCA TCG ATT ATC GG (-9.71 ) (-5) 50% (-1.43) 

744 
61.5°C - - - 

OXA48-R GAG CAC TTC TTT TGT GAT GGC (-3.3 ) (-5) 47.6 % (-1.66) 61.2 ºC  - - - 

BlaOXA-50-like 
OXA50-F AAT CCG GCG CTC ATC CAT C (-9.89 ) ( -6.75 ) 57,9 (0.14) 

869 
63.7 ºC  - - - 

OXA50-R GGT CGG CGA CTG AGG CGG (-6.53 ) ( -6.75 ) 77.8 %  (-0.74)   68.3 ºC   - - - 

BlaOXA-55-like 
OXA55-F CAT CTA CCT TTA AAA TTC CC (2.39) (-1.95 ) 35% (2.39) 

- 
53.2 ºC  - - - 

OXA55-R AGC TGT TCC TGC TTG AGC AC (-6.69 ) (-1.95 ) 55% (-1.78) 64.1 ºC  - - - 

BlaOXA-58-like 
OXA58-F TTA TCA AAA TCC AAT CGG C (-8.74 ) (-5.36) 35% (2.39) 

934 
53.2 ºC  - - - 

OXA58-R TAA CCT CAA ACT TCT AAT TC (-5.36 ) (-5.36) 30% (1.96) 52.3 ºC - - - 

BlaOXA-60-like 
OXA60-F AAA GGA GTT GTC TCA TGC TGT CTC G (-5.38 ) ( -4.89 ) 48% ( -1.97 ) 

- 
65.6 ºC  - - - 

OXA60-R AAC CTA CAG GCG CGC GTC TCA CGG TG (-17.11 ) ( -4.89 ) 65.4 % (-2.53) 73.7 ºC  - - - 

BlaOXA-69-like 
OXA69-F CTA ATA ATT GAT CTA CTC AAG ( -5.47 ) (-5.85 ) 28.6 %  (-1.65) 

975 
50.7 ºC  - - - 

OXA69-R CCA GTG GAT GGA TGG ATA GAT TAT C (-5.02 ) (-5.85 ) 44% (  -2.31 ) 61.5 ºC  - - - 
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Anexo 6 – Matriz de similaridade pelo método de Dice para dendograma RFLP de Cassetes Gênicos 
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Anexo 7 – Gel de agarose demonstrando o perfil RFLP dos Cassetes Gênicos 

 

 

 



134 

 

Anexo 8 – Matriz de similaridade pelo método de Dice para dendograma PFGE. 
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Anexo 9 – Sequências dos genes de resistência anaisados (blaKPC-2, blaVIM e blaOXA-50) 

Gene Isolado Sequência 

blaKPC-

2 

Pa36 

CTGCCACCGCGCTGACCAACCTCGTCGCGGAACCATTCGCTAAACTCGAACAGGACTTTGGCGGCTCCATCGGTGTGTACGCGATGGATACCGGCTCAGGCGCAACTGTAAGTTACCG

CGCTGAGGAGCGCTTCCCACTGTGCAGCTCATTCAAGGGCTTTCTTGCTGCCGCTGTGCTGGCTCGCAGCCAGCAGCAGGCCGGCTTGCTGGACACACCCATCCGTTACGGCAAAAAT

GCGCTGGTTCCGTGGTCACCCATCTCGGAAAAATATCTGACAACAGGCATGACGGTGGCGGAGCTGTCCGCGGCCGCCGTGCAATACAGTGATAACGCCGCCGCCAATTTGTTGCTGA

AGGAGTTGGGCGGCCCGGCCGGGCTGACGGCCTTCATGCGCTCTATCGGCGATACCACGTTCCGTCTGGACCGCTGGGAGCTGGAGCTGAACTCCGCCATCCCAGGCGATGCGCGCGA

TACCTCATCGCCGCGCGCCGTGACGGAAAGCTTACAAAAACTGACACTGGGCTCTGCACTGGCTGCGCCGCAGCGGCAGCAGTTTGTTGATTGGCTAAAGGGAAACACGACCGGCAA
CCACCGCATCCGCGCGGCGGTGCCGGCAGACTGGGCAGTCGGAGACAAAACCGGAACCTGCGGAGTGTATGGCACGGCAAATGACTATGCCGTCGTCTGGCCCACTGGGCGCGCACC

TATTGTGTTGGCCGTCTACACCCGGGCGCCTAAC 

Pa70 

GCTGGCTTTTCTGCCACCGCGCTGACCAACCTCGTCGCGGAACCATTCGCTAAACTCGAACAGGACTTTGGCGGCTCCATCGGTGTGTACGCGATGGATACCGGCTCAGGCGCAACTG

TAAGTTACCGCGCTGAGGAGCGCTTCCCACTGTGCAGCTCATTCAAGGGCTTTCTTGCTGCCGCTGTGCTGGCTCGCANCCAGCAGCAGGCCGGCTTGCTGGACACACCCATCCGTTAC

GGCAAAAATGCGCTGGTTCCGTGGTCACCCATCTCGGAAAAATATCTGACAACAGGCATGACGGTGGCGGAGCTGTCCNCGGCCGCCGTGCAATACAGTGATAACGCCGCCGCCAAT

TTGTTGCTGAAGGAGTTGGGCGGCCCGGCCGGGCTGACGGCCTTCATGCNCTCTATCGGCGATACCACGTTCCGTCTGGACCGCTGGGAGCTGGAGCTGAACTCCGCCATCCCAGGCG

ATGCGCGCGATACCTCATCGCCGCG 

Pa101 

GCTGGCTTTTCTGCCACCGCGCTGACCAACCTCGTCGCGGAACCATTCGCTAAACTCGAAAGGACTTTGGCGGCTCCATCGGTGTGTACGCGATGGATACCGGCTCARGCGCAACTGT

AAGTTACCGCGCTGAGGAGCGCTTCCCACTGTGCAGCTCATTCAAGGGCTTTCTTGCTGCCGCTGTGCTGGCTCGCAGCCAGCAGCAGGCCGGCTTGCTGGACACACCCATCCGTTACG

GCAAAAATGCGCTGGTTCCGTGGTCACCCATCTCGGAAAAATATCTGACAACAGGCATGACGGTGGCGGAGCTGTCCGCGGCCGCCGTGCAATACAGTGATAACGCCGCCGCCAATT
TGTTGCTGAAGGAGTTGGGCGGCCCGGCCGGGCTGACGGCCTTCATGCGCTCTATCGGCGATAC 

Pa110 

GATGACGGCCTCGCTGTGCTTGTCATCCTTGTTAGGCGCCCGGGTGTAGACGGCCAACAAATAGGNGCGCGCCCAGTGGGCCAGACGACGGCATAGTCATTTGCCGTGCCATACACTC
CGCAGGTTCCGGTTTTGTCTCCGACTGCCCAGTCTGCCGGCACCGCCGCGCGGATGCGGTGGTTGCCGGTCGTGTTTCCCTTTAGCCAATCAACAAACTGCTGCCGCTGCGGCGCAGCC

AGTGCAGAGCCCAGTGTCAGTTTTTGTAAGCTTTCCGTCACGGCGCGCGGCGATGAGGTATCGCGCGCATCGCCTGGGATGGCGGAGTTCAGCTCCAGCTCCCAGCGGTCCAGACGGA

ACGTGGTATCGCCGATAGAGCGCATGAAGGCCGTCAGCCCGGCCGGGCCGCCCAACTCCTTCAGCAACWAATTGGCGGCGGCGTTATCACTGTATTGCACGGCGGCCGCGGACAGCT

CCGCCACCGTCATGCCTGTTGTCAGATATTTTTCCGAGATGG 

blaOXA-

50 

Pa12 
CGAGCCATGCGCCCTCTCCTCTTCAGTGCCCTTCTCCTGCTTTCCGGGCATACCCAGGCCAGGAAATGGAACGACAGCCAGGCCGTGGACAAGCTATTCGGCGCGGCCGGGGTGAAAG

GCACCTTCGTCCTCTACGATGTGCANCGGCNGCGCTATGTCGGCCATGACCGGGAGCGCGCGGAAACCCGCTTCGGTTCCCGCTTCCACCTACNAGGTGGCGAACNGCCTGATNGGNT

TATNCACAGGGGCGGTTAGATCCCCCAAAGAGGGTCTNCCCTATGGCGGC 

Pa39 

CTTGAGACTGGCCTTGCCCAGTTCGACGCGCTTGCCGATGTCGGCCTCGCCGCCGGGCATGCTGATGTTCAGGGCGAAGCCGTAGAGCCGCTCGTTGCGCTTCACCCAGCCCACCCAC

CAGCCGAGTTCCGGCGTGCAGTCGAAGCACCAGCCGGTCTTGCCGTGCAGCTCCCAGCCCGGGCCGCTTTCACCAGCAGGGTCATGGCGCGCACGGTGGACTGCACCGGGGCGGGGA

ATGGCAATTCTCCCTGCGCCAGTCGGAGCAGAAAGCGGGTCTGTTCCATCGCGCTGATCTTCAGCGGTCCCACCAACNAGAAGTTATCCACAACCTGGCCGATTTCCGCGTTGCCGTA
ACCCAGGCGCGAGACATTGGCGCGCATCCGCTCCAGGCCGATGCGCCGCGCCAGTTCCTGGT 

Pa50 
CATGCGCCCCCTCCTCTTCAGTGCCCTTCTCCTGCTTTCCGGGCATACCCAGGCCAGCGAATGGAACGACAGCCAGGCCGTGGACAAGCTATTCGGCGCGGCCGGGGTGAAAGGCACC

TTCGTCCTCTACGATGTGCAGCGGCAGCGCTATGTCGGCCATGACCGGGAGCGCGCGGAAACCCGCTTCGTTCCCGCTTCCACCTACAAGGTGGCGAACAGCCTGATCGGCTTATCCA

CAGGGGCGGTTAGATCCACCGACGAGGTTCTTCCCTCTGGCGGCA 

Pa70 

GACGAGCCATGCGCCCCCTCCTCTTCAGTGCCCTTCTCCTGCTTTCCGGGCATACCCAGGCCAGCGAATGGAATGACAGCCAGGCCGTGGACAAGCTATTCGGCGCGGCCGGGGTGAA

AGGCACCTTCGTCCTCTACGATGTGCAGCGGCCAGCGCTATGTCGGCCATGACCGGGAGCGCGCGGAAACCCGCTTCGGTTCCCGCTTCCCACCTACAAGGTGGCGAACAGCCTGATC

GGCTTATCCACACGGGGCGGTTAGATCCGCCGACGAGGTTCTTCCCTATGGCGGCAAGCCCCAGCGCTTCAAGGCCTGGGAGCACGACATGAGCCTGCCCGAGGCGATCAAGGCATC

GAACGTACCGGTCTACCA 

blaVIM Pa29 

GGGGAGGTCCGGCTTTACCAGATTGCCGATGGTGTTTGGTCGCATATCGCAACGCAGTCGTTTGATGGCGCAGTCTACCCGTCCAATGGTCTCATT 

GTCCGTGATGGTGATGAGTTGCTTTTGATTGATACAGCGTGGGGTGCGAAAAACACAGCGGCACTTCTCGCGGAGATTGAGAAGCAAATTGGACTTCCTGTAACGCGTGCAGTCTCCA

CGCACTTTCATGACGACCGCGTCGGCGGCGTTGATGTCCTTCGGGCGGCTGGGGTGGCAACGTACGCATCACCGTCGACACGCCGGCTAGCCGAGGTAGAGGGGAACGAGATTCCCA
CGCACTCTCTAGAAGGACTCTCATCGAGCGGGGACGCAGTGCGCTTCGGTCCAGTAGAACTCTTCTATCCTGGTGCTGCGCATTCGACCGACAACTTAGTTGTGTACGTCCCGTCTGCG

AGTGTGCTCTATGGTGGTTGTGCGA 

 


