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RESUMO

As carbapenemases em Pseudomonas aeruginosa representam um desafio
terapéutico, especialmente em hospitais, onde sua disseminagao é favorecida por
pressao seletiva de antimicrobianos, pacientes imunossuprimidos e caracteristicas
intrinsecas da bactéria. Entretanto, os mecanismos evolutivos e genéticos envolvidos
na circulagdo dessas enzimas sao pouco esclarecidos. Assim, este trabalho visa
integrar evidéncias evolutivas e genéticas das carbapenemases em P. aeruginosa,
por meio de dois capitulos que versam, de forma integrada, sobre este tema. O
primeiro capitulo de revisdo narrativa, discute os fatores da disseminagao global e os
processos evolutivos das carbapenemases em P. aeruginosa. Os resultados indicam
que a presenca de elementos genéticos méveis € determinante na disperséo de
carbapenemases e sua evolugcdo depende do contexto clinico, geografico e da
selecao de clones. O segundo capitulo, corrobora, em nivel regional, os achados
discutidos no primeiro capitulo, por meio de um estudo com isolados hospitalares de
P. aeruginosa provenientes dos estados do Parana e Santa Catarina, Brasil. Os
resultados mostram, no contexto regional, o predominio de carbapenemases
plasmidiais e a disseminagdo horizontal em hospitais, com genes de
carbapenemases presentes no mesmo fendtipo multirresistente. Contudo, fendtipos
multirresistentes de P. aeruginosa, ausentes de genes de carbapenemases, foram
observados, sugerindo que a resisténcia aos carbapenémicos pode estar associada
a mecanismos intrinsecos e adaptativos da espécie, como alteragdes de porinas e
superexpressao de bombas de efluxo. Esses achados, reforcam a necessidade de
que os sistemas de vigilancia nao se limitem a detecgdo de genes de resisténcia
rastreaveis, mas integrem abordagens gendémicas e fenotipicas combinadas, para
refletir com maior precisao os perfis de resisténcia observados clinicamente.

PALAVRAS-CHAVE: Carbapenemases; Pseudomonas aeruginosa,;
multirresisténcia; ambientes hospitalares.



ABSTRACT

Carbapenemases in Pseudomonas aeruginosa pose a significant therapeutic
challenge, particularly within hospital settings where their dissemination is facilitated
by selective pressure from antimicrobial agents, the presence of immunosuppressed
patients, and the bacterium’s intrinsic characteristics. Nevertheless, the evolutionary
and genetic mechanisms underlying the circulation of these enzymes remain
inadequately understood. This study aims to synthesize evolutionary and genetic
evidence concerning carbapenemases in P. aeruginosa through two integrated
chapters. The first chapter, a narrative review, examines the factors contributing to
the global dissemination and evolutionary dynamics of carbapenemases in P.
aeruginosa. Findings indicate that mobile genetic elements play a critical role in the
spread of carbapenemases, with their evolution influenced by clinical and
geographical contexts as well as the emergence of specific clones. The second
chapter validates these findings at a regional level via a study involving hospital
isolates of P. aeruginosa from the Brazilian states of Parana and Santa Catarina. The
results demonstrate a predominance of plasmid-mediated carbapenemases and
horizontal gene transfer within hospital environments, with carbapenemase genes co-
occurring in multidrug- resistant phenotypes. However, multidrug-resistant P.
aeruginosa isolates lacking carbapenemase genes were also identified, suggesting
that carbapenem resistance may be attributable to intrinsic and adaptive mechanisms
such as porin modifications and efflux pump overexpression. These findings
underscore the necessity for surveillance systems to extend beyond the detection of
identifiable resistance genes and to incorporate integrated genomic and phenotypic
methodologies to more accurately capture clinically relevant resistance profiles.

Keywords: Carbapenemases; Pseudomonas aeruginosa; multiresistance; hospital
environments.
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INTRODUGAO

Pseudomonas aeruginosa € um microrganismo oportunista frequentemente
relacionado a infec¢gées nosocomiais de dificil manejo clinico e reconhecido por sua
capacidade de selecionar resisténcia a multiplos farmacos, incluindo os
carbapenémicos, antibidticos utilizados como terapia de ultima linha no tratamento
de infecgbes graves por bactérias Gram-negativas (Wang et al., 2025). A prevaléncia
de P. aeruginosa resistente a carbapenémicos (CRPA) circulante nos cinco
continentes € estimada em 34,7%, com maior frequéncia de isolados resistentes na
Europa (47,6%) (Ramatla et al., 2025).

No periodo pandemia de COVID-19, ocorreu um aumento mundial no niumero
de isolados clinicos de CRPA, acompanhado pela expansio de clones de alto risco,
como ST235 e ST244 e pela circulagdo de genes codificantes para carbapenemases
(Li et al., 2025). Esse cenario refletiu em mudancas no mobiloma e resistoma de
CRPA e pode ter influenciado a evolugdo e a disseminacao de fendtipos
multirresistentes (Li et al.,, 2025) principalmente em ambientes de internagao
prolongada, onde isolados de P. aeruginosa MDR (Multidrug Resistance) e XDR
(Extensively Drug-Resistant), sao associados a mortalidade em 30 dias apds o
diagnostico da infecgao (Rolo et al., 2022).

A disseminacao de carbapenemases em P. aeruginosa, ocorre principalmente
por transferéncia horizontal de genes, mediada por elementos genéticos médveis
(EGMs) como plasmideos, integrons e transposons (Liu et al., 2024). A dispersao de
genes resistentes a carbapenémicos, € acelerada pela pressao seletiva por uso de
antibioticos, por caracteristicas intrinsecas da bactéria e pela circulagao de clones de
alto risco (Michaelis; Grohmann, 2023).

Apesar do conhecimento sobre os elementos de resisténcia envolvidos na
disseminagao global de carbapenemases em P. aeruginosa (Forero-Hurtado et al.,
2023), poucos estudos analisam, de forma integrada, como a organizagdo do
resistoma, a mobilizagao de genes de resisténcia, a pressao seletiva antimicrobiana
e os contextos geograficos influenciam a emergéncia, manutencao e disseminagao
de fenodtipos multirresistentes em P. aeruginosa (Forero-Hurtado et al., 2023;
Rodrigues et al., 2024).

Nesse contexto, esta dissertagdo foi estruturada em dois capitulos com o
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objetivo de investigar a influéncia do contexto genético, da pressao seletiva e da
mobilizacdo de genes de resisténcia na manutengao, dispersao e evolugido de
fendtipos e gendtipos multirresistentes de P. aeruginosa. O capitulo 1 apresenta uma
revisdo narrativa sobre a dinamica global de disseminagdo de carbapenemases,
mobiloma e clones de alto risco (Fig. 1).

O segundo capitulo analisa o0 mobiloma de 10 STs (Sequence Types), uma
classificagdo usada em MLST (Multilocus Sequence Typing), de P. aeruginosa,
obtidos de hospitais dos estados do Parana e Santa Catarina, Brasil e suas relagdes
entre organizacdo genotipica, diversidade genética, padroes de resisténcia

antimicrobiana, identificando particularidades locais (Fig. 1).

Figura 1 - llustragdo do Capitulo 1, onde fatores geograficos como (A) isolados de P.
aeruginosa circulando em diferentes regides, fatores clinicos como (B) fenétipos de
resisténcia e pressao seletiva pelo uso de antibidticos e fatores genéticos (C),
incluindo EGMs, influenciam na manutengdo, dispersdao e evolucdo de
carbapenemases em P. aeruginosa no contexto global. No Capitulo 2, é avaliado o
(E) resistoma e mobiloma dos isolados hospitalares dos estados do Parana (PR) e
Santa Catarina (SC), no sul do Brasil, quanto ao na presenga de multiplos genes de
carbapenemases. (F) Emergéncia de fendtipos multiresistentes. (G) Clones de alto
risco. Fonte: os autores, criado por Biorender

CAPITULO1

DETERMINANTES GENETICOS,
GEOGRAFICOS E CLINICOS NA
DISSEMINAGAO GLOBAL DE
CARBAPENEMASES EM P. AERUGINOSA.

PADROES GLOBAIS

CAPITULO 2

A MOBILIZAGAO REGIONAL DE
CARBAPENEMASES EM P. AERUGINOSA
RESULTA DA INTERAGAO ENTRE MOBILOMA
RESISTOMA E PADROES DE DISSEMINAGAO.

ANALISE REGIONAL

m 1
E
% =l
WORRK

Fonte: os autores, criado por Biorender (2026).
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CAPITULO 1 - REVISAO NARRATIVA: A INFLUENCIA DO MOBILOMA NA
DISSEMINAGCAO DE GENES CODIFICANTES PARA CARBAPENEMASES
EM PSEUDOMONAS AERUGINOSA

RESUMO

A selecdo de genes codificantes para carbapenemases em Pseudomonas
aeruginosa, em diferentes contextos clinicos e geograficos, constitui um dos
determinantes da multirresisténcia, contribuindo para reducdo da atividade
antibidtica, falha terapéutica, e consequentemente, limitando as opgdes terapéuticas,
aumentando a morbimortalidade e a disseminacdo de fendtipos resistentes. Esta
revisao narrativa foi desenvolvida buscando avaliar se fatores geograficos, genéticos
e clinicos levam ao aumento da mobilizagdo e expressao de genes de resisténcia a
carbapenémicos em P. aeruginosa. Os resultados demonstram que a resisténcia de
P. aeruginosa néao se restringe a presenga de genes detectaveis, mas, a mecanismos
fenotipicos e regulatérios que impactam a expressdo do fendtipo resistente. A
disseminagao global de P. aeruginosa nédo € homogénea e a presenga de padrdes
geograficos singulares de genes codificantes para resisténcia, é influenciada pelo
mobiloma e resistoma do ambiente. Os elementos genéticos moveis atuantes na
aquisicao, rearranjo e coexpressao de genes resistentes, exercem influéncia na
disseminagao da resisténcia em P. aeruginosa. A pressado seletiva do ambiente
hospitalar por uso de antibiéticos favorece a selecao de fenétipos adaptados e facilita
o compartilhamento de genes. Dessa forma, se torna importante investigar em nivel
molecular a dindmica evolutiva do mobiloma e resistoma de P. aeruginosa, a fim de
fornecer conhecimento para aprimorar estratégias de vigilancia, orientar terapias e
otimizar o controle de infecgdes causadas por essa espécie multirresistente.

Palavras-chave: Resisténcia bacteriana aos carbapenémicos; resistoma; elementos
genéticos moveis; transferéncia horizontal de genes.

1.1 INTRODUCAO

As carbapenemases em Pseudomonas aeruginosa sao enzimas capazes de
hidrolisar B-lactamicos, incluindo os carbapenémicos, frequentemente utilizados
como terapia de ultima linha para tratamento de infecgbes graves (Biggel et al., 2023).
A disseminacdo de P. aeruginosa resistente a carbapenémicos (CRPA) em
ambientes hospitalares é prevalente na Europa (8—58% dos isolados clinicos), Sul e
Leste da Asia (8-36% dos isolados clinicos) e América do Norte (10-31% dos
isolados clinicos) (Fortunato et al., 2023), cuja frequéncia aumentou entre 2021
(45,5%) e 2024 (58,6%), nos periodos pré e pos-pandemia de COVID-19 (Li et al.,
2025).

As infeccbes nosocomiais causadas por CRPA durante a pandemia de
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COVID-19 foram atribuidas a taxa de mortalidade de 17,89% em até 30 dias apés
infeccao (XIAO et al., 2024). Na ltalia, entre 2021 e 2023, a incidéncia de infeccbes
por CRPA foi de 1,74 casos por 1000 pacientes/dia, sendo 26,8% dos isolados de
CRPA (De Pascale et al., 2025). No Brasil, a presenga do gene de carbapenemase
blaNDM (New Delhi metalo-B-lactamase) em isolados clinicos de CRPA aumentou
progressivamente de 2021 (27,3%) a 2024 (59,5%) (Barth et al., 2025), sugerindo
que a circulacdo de CRPA em hospitais durante e apos a pandemia de COVID-19
poderia favorecer a expansao e manutencao de genes de resisténcia em linhagens
de P. aeruginosa.

As opcoes terapéuticas para tratamento de infecgbes causadas por CRPA
vém se tornando limitadas (Ramatla et al., 2025), principalmente em razdo da
reducéo da eficacia antibiotica e do aumento da evas&o imunoldgica, fenémenos
decorrentes de mecanismos intrinsecos, adquiridos e adaptativos de resisténcia
bacteriana (Rodrigues et al., 2024). Os principais determinantes de resisténcia aos
carbapenémicos em P. aeruginosa incluem alteragdes estruturais e funcionais
capazes de reduzir a atividade dos B-lactamicos.

Entre esses determinantes, destacam-se a perda ou alteragcdo da porina
(Biggel et al., 2023); a superexpressdao de bombas de efluxo, que reduz a
concentracéo intracelular de ceftazidima-avibactam e ceftolozana/tazobactam; e a
superexpressao da B-lactamase AmpC, que reduz a afinidade pelos B-lactdmicos
(Ruedas-Lopez et al., 2022). Além dos mecanismos intrinsecos e adaptativos, P.
aeruginosa também pode adquirir genes de resisténcia a carbapenémicos por meio
de elementos genéticos moveis (EGMs), como plasmideos, favorecendo a
disseminacgao horizontal desses componentes de resisténcia (Yoon; Jeong, 2021).

A atuagao concomitante de eventos moleculares de resisténcia resulta em
fenodtipos adaptados capazes de sobreviver mesmo a agao dos carbapenémicos
(Michaelis; Grohmann, 2023), o que pode favorecer a mobilizacdo de genes
codificantes para carbapenémicos. Apesar da expansao global de CRPA, pouco se
sabe sobre a interacado entre o contexto genético da bactéria, a atuacao de EGMs e
a pressao seletiva do ambiente clinico podem influenciar na organizacao,
transferéncia e adaptacédo de genes codificantes para carbapenemases.

Dessa forma, este estudo visa investigar possiveis padrdes clinicos,

geograficos e organizacionais que favorecam a emergéncia e a dispersao de genes
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codificantes para carbapenemases em P. aeruginosa por meio de uma revisao de
dados recentes entre o periodo de 2021 a 2026 sobre a influéncia do mobiloma,
plasticidade gendémica e dos clones de alto risco na disseminagdo de genes de

carbapenemases em P. aeruginosa em termos mundiais.

1.2 REVISAO DA LITERATURA

1.2.1 Carbapenemases em P. aeruginosa

As carbapenemases sao classificadas, segundo Ambler, nas classes A, B e
D, as quais diferem entre si quanto ao tipo de enzima, espectro de atividade e
relevancia clinica (Rodrigues et al., 2024) (Tab. 1). As serino-B-lactamases de classe
A em P. aeruginosa utilizam serina para hidrolisar penicilinas, cefalosporinas,
monobactamicos e alguns carbapenémicos. Entre as carbapenemases de classe A,
KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemase) e GES (Guiana extended-spectrum 3-
lactamase) tém como principais representantes enzimas associadas a resisténcia
aos carbapenémicos (Poirel; Nordmann, 2022).

A enzima KPC foi identificada nos Estados Unidos, em 1996, em K.
pneumoniae e se propagou mundialmente entre espécies de Enterobacteriaceae, P.
aeruginosa e Acinetobacter baumannii (Halawa et al., 2024). De modo semelhante,
GES foi descrita pela primeira vez na Guiana Francesa em 2000, em K. pneumoniae
(Poirel; Nordmann, 2022) e ja esteve vinculada a surtos hospitalares em regides da
América do Norte e do Sul, Europa (Yoon; Jeong, 2021), Oriente Médio, Asia e
Oceania (Espinoza Pesantez; Esparza Sanchez, 2021).

Diferente das serino-B-lactamases, as metalo-B-lactamases (MBLs) da classe
B utilizam Zn?* para hidrolisar carbapenémicos (Biggel et al., 2023). As MBLs
correspondem ao principal mecanismo de resisténcia aos carbapenémicos em P.
aeruginosa (Tab. 1), devido a plasticidade conformacional do seu sitio catalitico, no
qual os ions Zn?" sdo coordenados por residuos de histidina, cisteina ou acido
aspartico, ampliando o espectro de agdo (Doumith et al., 2022). Isso permite a
hidrdlise de carbapenémicos como imipenem, meropenem e doripenem (Biggel et al.,
2023), promovendo a consolidacdo de elementos do mobiloma associados a
fendtipos multirresistentes em ambientes hospitalares sob pressao seletiva

antimicrobiana.
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Entre as MBLs mais prevalentes em P. aeruginosa destacam-se VIM (Verona
integron-encoded metalo-B-lactamase), identificada em P. aeruginosa na ltalia em
1997 (ELENA et al., 2024), sendo a mais frequente, seguida por IMP (imipenemase),
identificada no Japao em Serratia marcescens em 1996 (Biggel et al., 2023), e NDM
(New Delhi metalo-B-lactamase), identificada em K. pneumoniae na india em 2008
(YOON; JEONG, 2021). Assim como as serino-B-lactamases, as oxacilinases (OXAs)
da classe D utilizam residuos de serina no sitio ativo para hidrolisar (3-lactamicos
(Rodrigues et al., 2024), entretanto costumam apresentar baixa atividade hidrolitica
em carbapenémicos devido a conformacado estrutural do seu sitio catalitico,
caracterizado por uma arquitetura mais restrita que limita a interagao eficiente com
esses antibioticos (Elfadadny et al., 2024).

Dessa forma, as OXAs podem conferir niveis variaveis de resisténcia quando
associadas a mecanismos adicionais, como superexpressao de bombas de efluxo,
perda de porinas ou coexisténcia com outros genes de resisténcia (Abdelraheem;
Ismail; Hammad, 2024). Entre as variantes de oxacilinases de relevancia clinica
associadas a resisténcia aos carbapenémicos, OXA-48 foi identificada em 2001, na
Turquia, em K. pneumoniae (Kiyaga et al., 2022), estando ligada a disseminacao
plasmidial e a circulagdo de clones de alto risco em ambientes hospitalares,
principalmente no continente europeu (Greicius et al., 2024). Em contraste, OXA-198
foi descrita em 2012, na Franca, em P. aeruginosa, com maior ocorréncia na india,
Reino Unido e Bélgica (Espinoza Pesantez; Esparza Sanchez, 2021) (Tab. 1).

Além das carbapenemases das classes A, B e D de Ambler, a cefalosporinase
PDC (Pseudomonas-derived cephalosporinase) intrinseca de P. aeruginosa do tipo
AmpC, pertencente a classe C, hidrolisa cefalosporinas, penicilinas e cefamicinas
(QIN et al., 2022). Sua acao catalitica em carbapenémicos é baixa (Halawa et al.,
2024), contudo, quando combinada a outros determinantes de resisténcia, como a
perda ou alteragcdo da porina OprD, a superexpressdo de bombas de efluxo e a
coexpressdao de carbapenemases (Grosjean et al., 2021), resulta em niveis
superiores de resisténcia (Fang et al., 2023). Por exemplo, variantes enzimaticas de
PDC, como PDC-2, PDC-3, PDC-4 e PDC-5, quando coexpressas com MBLs VIM e
IMP, reduzem a suscetibilidade a ceftazidima, cefepima, cefpiroma, aztreonam,

imipenem e meropenem (Halawa et al., 2024) (Tab. 1).
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Tabela 1. Classificagdo de carbapenemases em P. aeruginosa

Classe de Tipo de B-lactamases Espectro de Relevancia
Ambler Enzima Atividade Clinica
Penicilinas,
cefalosporinas;
A Serina- B - GES, KPC alg_umas Disseminacéo
lactamases variantes global
hidrolisam
carbapenémicos
Principal
Metalo- 3 - A mecanismo de
B VIM, IMP, NDM | Carbapenémicos A .
lactamases resisténcia a
carbapenémicos
Cefalosporinas
c Cefalosporinase AmpC de amplo Mecanismo
(AmpC) cromossOmica espectro e intrinseco
penicilinas
Penicilinas e
cefalosporinas; Geralmente
. OXA-48, OXA- . e ’ vinculada a
D Oxacilinases baixa atividade
198 outros
sobre .
N mecanismos
carbapenémicos

Fonte: os autores.

A diversidade estrutural e funcional das carbapenemases amplia as
possibilidades adaptativas de CRPA quando associadas a determinantes genéticos
e adaptativos, possibilitando a persisténcia e disseminacdo de fendtipos
multirresistentes em ambientes hospitalares sob pressao seletiva antimicrobiana.

1.2.2 A atuagdo de integrons, transposons e sequéncias de insercdo na
disseminacgao de genes codificantes para carbapenemases em P. aeruginosa

A disseminacado de CRPA é impulsionada pela presenga de genes acessoérios
incorporados ao genoma bacteriano central em regides de plasticidade gendémica
(Karampatakis; Tsergouli; Behzadi., 2025). Em P. aeruginosa, existem mais de 100
regides de variabilidade gendmica formadas por ilhas gendmicas que abrigam
integrons, transposons e sequéncias de inser¢cdo, que atuam na mobilizagéo,
incorporagao, reorganizagao e disseminagao de genes (Qi et al., 2023).

Os integrons podem coexpressar multiplos cassetes génicos de resisténcia.
Por exemplo, o integron In786, carreador de blalIMP-45, apresenta um arranjo de
cinco cassetes génicos (aacA4-blaIMP-45-gcu3-blaOXA-1-catB3), associado a
resisténcia a aminoglicosideos, carbapenémicos e cloranfenicol (Feng et al., 2025).

Ja os transposons permitem que 0s genes de resisténcia sejam inseridos em
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diferentes replicons, como é o caso do fransposon Tn4401 integrado a blaKPC e
blaGES.

De modo semelhante, sequéncias de inser¢ao como /S26 podem atuar na
formagdo de modulos acessorios contendo genes de resisténcia, como a estrutura
IS26-blaKPC-2-1S26, promovendo rearranjos genéticos, fusbes plasmidiais e
ampliacao da plasticidade estrutural do mobiloma bacteriano (Guo et al., 2025). A
integracdo desses elementos em um mesmo contexto genético contribui para a
evolugao de plasmideos (Guo et al., 2025), disseminagédo de genes de resisténcia,
adaptagao ao ambiente hospitalar, ocorréncia de surtos globais e mobilizagao entre
espécies (Ghazawi et al., 2025).

Esse processo foi observado em um isolado clinico de P. aeruginosa
coprodutor de blaKPC-2 e blaVIM-2, no qual o gene blaVIM-2 foi identificado no
integron de classe 1 In2057 inserido em um megaplasmideo IncpRBL16, enquanto
blaKPC-2 estava associado ao modulo Tn3-ISKpn27-blaKPC-AISKpn6 em um
plasmideo IncP6 (Zheng et al., 2025).

A integracdo simultdnea entre integrons, transposons e plasmideos
conjugativos em um mesmo contexto genético parece favorecer a mobilizagdo de
genes e 0 aumento da expressao de genes de resisténcia aos carbapenémicos em
um mesmo fendtipo multirresistente. Portanto, €& possivel que o sucesso
epidemiologico de CRPA nao decorra apenas da presenga de genes de resisténcia,
mas da capacidade de coexpressar multiplos genes de resisténcia em seu genoma

acessorio, aumentando sua resisténcia (Fig. 2).

Figura 2.- Representacdo esquematica de uma ilha genémica inserida em uma regiao
de plasticidade genémica do genoma acessorio de P. aeruginosa. Genes de tRNA,
pertencentes ao genoma central, atuam como sitios preferenciais para inser¢ao de
diferentes EGMs.
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Fonte: adaptado de KARAMPATAKIS; TSERGOULI; BEHZADI, 2025.
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Nota: Estrutura esquematica da (1) aquisicdo de EGMs em reservatorio clinicos,
incluindo a mobilizagado de blaNDM-1 e ISAba125. (2) Integragdo e mobilizagao de
genes MBLs associadas a Th402-like, Tn21 e Intl1 e Intl3, incluindo cassetes génicos
de resisténcia (/In786). (3) Disseminagcdo de genes de serino-carbapenemases
mediada por Tn4401, I1S26, integrons e plasmideos conjugativos, favorecendo a
mobilizac&o entre espécies bacterianas. (4) Persisténcia regional do gene blaSPM-1
em P. aeruginosa ST277 no Brasil, associado a IScr4, e as ilhas genémicas PAGI-
15 e PAGI-25, relacionadas a adaptagdo bacteriana, persisténcia hospitalar e
disseminacao local.

A adaptacdo de CRPA em ambientes hospitalares e sua capacidade de
selecionar resisténcia aos carbapenémicos podem ser mediadas pela atuacao
concomitante de EGMs inseridos no seu genoma acessorio bacteriano. Esse
fendmeno é observado na mobilizagado do gene blaNDM-1 flanqueado por ISAba125
em P. aeruginosa (Fortunato et al., 2023).

Inicialmente descrita em A. baumannii, a presenga de ISAba125 associada ao
blaNDM-1 em diferentes bactérias Gram-negativas sugere o compartilhamento de
EGMs envolvidos na disseminacdo horizontal de determinantes de resisténcia
(Fortunato et al., 2023). Além da mobilizagao genética, fatores geograficos e pressao
seletiva local também podem influenciar a adaptacao e disseminagao de genes de
resisténcia, clones bacterianos e arranjos genéticos. O gene blaSPM-1 (Sao Paulo
metalo-B-lactamase-1) flanqueado por [Scr4 demonstra uma ocorréncia
predominante no Brasil em ST277 de P. aeruginosa (Fortunato et al., 2023).
Diferentemente de clones pandémicos como ST235, ST111, ST175 e ST244, o clone
ST277 apresenta caracteristicas genéticas associadas a adaptacédo regional,
incluindo as ilhas gendmicas PAGI-15 (Pseudomonas aeruginosa Genomic Island-
15) e PAGI-25 (Pseudomonas aeruginosa Genomic Island-25) (Esposito et al., 2021).

Estudos gendémicos demonstraram que isolados brasileiros de ST277
apresentam elementos acessorios singulares, incluindo PAGI-15, PAGI-25, In163 e
prevaléncia do sistema CRISPR-Cas tipo I-C, frequentemente associados a genes
relacionados a resisténcia antimicrobiana, estabilidade genética e adaptagao
bacteriana (Rodrigues et al., 2024). Essas caracteristicas sugerem que a
manutencgao regional de blaSPM-1 no Brasil possa estar relacionada nao apenas a
mobilizacdo horizontal de genes, mas também a adaptagédo clonal do ST277 a
pressdes seletivas locais. A dindmica evolutiva do mobiloma de P. aeruginosa

evidencia que a participacdo de diferentes EGMs na aquisicdo e reorganizagao
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genética pode expandir a disseminagao de genes codificantes para carbapenemases

tanto mundialmente quanto regionalmente (Fig. 2).

1.2.3 O papel dos plasmideos conjugativos e disseminagcdo de genes codificantes
para carbapenemases em P. aeruginosa

A conjugacgao é considerada um dos principais mecanismos de transferéncia
horizontal envolvidos na disseminagao de plasmideos, genes de resisténcia e EGMs
entre bactérias Gram-negativas como P. aeruginosa (Pallares-Veja et al., 2021).
Esse mecanismo ocorre por conexao direta célula a célula entre bactérias de um
mesmo género ou de géneros diferentes (Zhu et al., 2023). Bactérias
multirresistentes sdo capazes de manter multiplos plasmideos simultaneamente,
ampliando o repertério de genes de resisténcia (Halat; Moubareck., 2022).

Quatorze grupos de incompatibilidade em plasmideos ja sdo reconhecidos
(IncP-1-IncP-14), entre eles IncP-2, IncP-6 e IncP-7 atuam na mobilizacdo e
disseminagdo de genes relacionados a resisténcia aos carbapenémicos em P.
aeruginosa (Ghazawi et al., 2025). Em um hospital no México, foi identificado um
plasmideo carreador de blalIMP-56 e Intl1 em um isolado STPE52 de P. aeruginosa
que apresentava regides homologas ou sistemas relacionados aos grupos de
incompatibilidade IncP-2, IncP-6 e IncP-7, especialmente em genes envolvidos na
replicacao e particao plasmidial (Gomez-Martinez et al., 2022).

A variante blalIMP-4 foi encontrada em um plasmideo conjugativo com regides
do esqueleto do tipo IncN1 conservadas. Curiosamente, um esqueleto similar em
megaplasmideos (tamanho >350 kb) foi observado nos genes blalIMP-9 e blaIMP-45
(Gomez-Martinez et al., 2022). A similaridade das regides conservadas sugere a
ocorréncia de eventos sucessivos de recombinagao, aquisi¢ao e rearranjo génico,
favorecendo a possivel circulagdo e adaptacdo de estruturas genéticas entre
diferentes isolados de P. aeruginosa e a disseminagdo em ambientes hospitalares.

Na China, um megaplasmideo IncP-2 resistente a carbapenémicos (pOZ176),
identificado em isolado clinico de P. aeruginosa (PA96), foi descrito carreando duas
regides distintas de resisténcia inseridas em Intl1, Tn6217 e Tn6016. Enquanto o
transposon Tn6016 abrigava o arranjo génico aacA4-blaIMP-9-aacA4, relacionado a
resisténcia a aminoglicosideos e carbapenémicos, Tn6217 continha a sequéncia de
insercao /IS6100 integrada ao cassete génico aacA4-catB8a-blaOXA-10, associado
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a resisténcia a aminoglicosideos, cloranfenicol e carbenicilina, respectivamente
(Karampatakis; Tsergouli; Behzadi., 2025).

Parece que o plasmideo pOZ176 pode estar envolvido tanto em variantes
genéticas quanto na transmissdo de genes de resisténcia a carbapenémicos em
surtos causados por PA96. Além disso, a coexisténcia de multiplos elementos
genéticos em regides distintas de resisténcia sugere que plasmideos IncP-2 possam
atuar dinamicamente na reorganizagédo e expansao do resistoma de P. aeruginosa
em ambientes hospitalares. Na india, o gene blaOXA-48 é predominante em
Enterobacterales e foi identificado em P. aeruginosa em casos de coinfecgao
hospitalar por meio da detec¢cao do gene blaOXA-48 localizado em um plasmideo
nao tipado (KIYAGA et al, 2022). OXAs com capacidade de hidrolisar
carbapenémicos geralmente sdo adquiridas por plasmideos (Abdelraheem; Ismail;
Hammad, 2024), e essa mobilizacdo plasmidial pode estar relacionada a sua
disseminagao mundial em diversas espécies bacterianas.

Na Bélgica, OXA-198 esteve associada a surtos hospitalares, onde o gene
blaOXA-198, carreado pelo plasmideo IncP-11, foi detectado em um operon de
transferéncia que apresentava delegdes parciais (Yoon; Jeong et al., 2021), e isso
possivelmente limitou sua disseminagao horizontal. No Brasil, o plasmideo pS810b,
carreador de blaVIM-2 e blaIMP-13, caracterizado por IncP-7 e genes aac(6)-1b3,
aadA1, sul1 e tetC, apresentava similaridade estrutural com o plasmideo chinés
p1160-VIM, carreador de blaVIM-24. Esse achado evidenciou a diversidade
estrutural e evolutiva de plasmideos associados a disseminagao de carbapenemases
em P. aeruginosa (Lopes et al., 2022). A coexisténcia de genes codificantes para
carbapenemases em plasmideos independentes reforca o papel do mobiloma
bacteriano na diversidade, manutencdo e evolucao de EGMs em P. aeruginosa
(Lopes et al., 2022).

A trajetdria evolutiva de plasmideos pode ocorrer pela inser¢ao de outros
EGMs ao mobiloma, como no caso de /ncP-2 encontrado em um isolado clinico ST31
de P. aeruginosa, carreador dos genes blaVIM-1 e blaIMP-45. Sua evolugao ocorreu
pela insercdo de um transposon da familia Tn3, portador de blaVIM-1, no plasmideo
IncP-2 portador de blaIMP-45 (MA et al., 2025). Os plasmideos parecem
desempenhar papel central na incorporagédo, reorganizagdo e coexpressdo de

multiplos determinantes de resisténcia, favorecendo a expansao do resistoma
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bacteriano e o surgimento de novos arranjos genéticos associados a fendtipos
multirresistentes e a emergéncia de clones de alto risco. No México, a caracterizagao
do plasmideo pPES52IMP, carreador de blaIMP-56 em uma ST clinica de P.
aeruginosa, revelou a relacdo evolutiva entre pPES2IMP e outros 33 plasmideos
portadores de blaKPC-2, variantes de blaVIM, blaOXA e blalMP, pertencentes a
subfamilia MOBP11 de P. aeruginosa (Gomez-Martinez et al., 2022).

Além do compartihamento de um mesmo clado filogenético, esses
plasmideos apresentaram elevada conservagdo gendmica e insergao de genes de
resisténcia, sugerindo que a circulagdao de diferentes plasmideos com regides
genéticas semelhantes é capaz de modular o mobiloma de CRPA. Portanto, a
mobilizacdo de genes de resisténcia a carbapenémicos em plasmideos de P.
aeruginosa parece estar relacionada a formacdo de rearranjos estruturais e ao
aumento da plasticidade do mobiloma bacteriano. Isso pode ser observado no estudo
de isolados clinicos de P. aeruginosa portadores de blaKPC-2, que comparou o0s
plasmideos p70711-KPC2 e pR31-KPC, identificando dois mddulos acessoérios /1S26-
blaKPC-2-1S26 e 1S26-Tn6376-1S26. Em comparacgao, p10171-KPC2 representa a
estrutura mais completa, enquanto pR37-KPC corresponde a um plasmideo menor,
apresentando perda da regido conjugativa (Yuan et al., 2021).

Além disso, regides localizadas entre os iterons (sequéncias repetitivas
envolvidas na replicagao plasmidial) e o gene orf207 (marcador estrutural/regido de
referéncia), associado ao backbone estrutural e funcional basico do plasmideo, foram
apontadas como possiveis hotspots para aquisi¢ao de determinantes de resisténcia
exdgenos, sugerindo que a mobilizagdo de blaKPC-2 nesses plasmideos pode
ocorrer por mecanismos mediados pela familia Tn3, por transposi¢cao associada a
IS26 ou por recombinagao homologa (Yuan et al., 2021). Dessa forma, a evolugao
de plasmideos em CRPA parece depender de uma rede integrada de eventos de
recombinacdo, transposi¢cdo e aquisicdo génica, impactando na evolugdo do
mobiloma bacteriano, na adaptacdo de fendtipos multirresistentes em ambiente

hospitalar e na disseminagao global de carbapenemases em P. aeruginosa (Fig. 3).
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Figura 3 -. Trajetéria evolutiva de plasmideos carreadores de genes codificantes para
carbapenemases em P. aeruginosa.
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Fonte: os autores, elaborado com auxilio de IA.

Nota: Modelo esquematico da evolugéo e reorganizagéo de plasmideos associados
a disseminagao de genes codificantes para carbapenemases em P. aeruginosa. O
esquema ilustra a aquisicdo sucessiva de integrons de classe 1 (Intl1), transposons
e genes de resisténcia em plasmideos ancestrais, favorecendo aumento da
plasticidade genética, rearranjos estruturais mediados por sequéncias de insergao e
recombinacao, coexisténcia de multiplos determinantes de resisténcia e perda parcial
de regides conjugativas.

1.2.4 A influéncia de clones de alto risco na mobilizacao de genes de resisténcia

A recorréncia de STs (Sequence Types), caracterizadas por MLST (Multilocus
Sequence Typing) de P. aeruginosa em diferentes regides geograficas sugere que a
disseminagao de CRPA nao depende apenas da aquisi¢do pontual de genes de
resisténcia, mas também da expansdo de linhagens com elevada capacidade de
adaptacao hospitalar. Clones de alto risco, como ST235, ST111, ST175, ST244,
ST308 e ST357, sdo frequentemente associados a fendtipos MDR/XDR, producgao
de B-lactamases e circulagdo em surtos nosocomiais, 0 que refor¢ca seu papel na
manutenc¢ao global da resisténcia aos carbapenémicos (Flores-Veja et al., 2025).

Entre esses clones, ST235 permanece como a linhagem de maior
disseminagao internacional e uma das mais importantes na circulagdo de
carbapenemases em P. aeruginosa. Estudos recentes relacionam ST235 a aquisicao
de diferentes B-lactamases, incluindo GES, VIM e outras carbapenemases, além de

fenotipos MDR e presenca de fatores de viruléncia, como exoU. Essa combinacao
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entre resisténcia, viruléncia e ampla distribuicdo geografica pode explicar sua
persisténcia em ambientes hospitalares e sua associacdo com falha terapéutica
(Fethi et al., 2023).

Outros clones globais, como ST111 e ST175, também apresentam relevancia
epidemioldgica por sua circulagdo em ambientes clinicos e associagao a fendtipos
MDR/XDR. ST111 tem sido descrito como um dos clones de alto risco mais
disseminados depois de ST235, enquanto ST175 é frequentemente relacionado a
persisténcia hospitalar e a resisténcia extensiva. Esses dados indicam que diferentes
clones podem alcangar sucesso epidemiolégico por vias distintas, combinando
resisténcia adquirida, adaptacdo ao ambiente hospitalar e capacidade de
manutengao em populagdes clinicas (Libicsh et al., 2025).

Em contraste, alguns STs apresentam disseminagdo mais regionalizada.
ST277, por exemplo, é considerado um clone endémico brasileiro associado a
disseminagao de blaSPM-1 (Karampatakis; Tsergouli; Behzadi., 2025), enquanto
clones que exibem uma trajetoria evolutiva marcada por dele¢gdes cromossémicas,
como ST395, apresentam reducdo na sua disseminagao (Gauba; Rahman, 2023) e
patogenicidade, permanecendo restritos a regides especificas, como América do
Norte, Europa e Africa (Wang et al., 2021).

Essa disseminagdo regional também pode ser observada em ST463
associado a disseminacgao de blaKPC-2. ST463 é considerado endémico na China e
na Coreia (Dong et al., 2025), diferenciando-se de clones globais que apresentam
multiplos genes de resisténcia em seu genoma. A distribuicdo dos STs sugere que o
sucesso clonal em P. aeruginosa pode ocorrer tanto por expansdo global de
linhagens pandémicas quanto por especializagao regional de clones adaptados a
contextos epidemiolégicos especificos (Dos Santos et al., 2023).

Dessa forma, os STs de alto risco representam unidades evolutivas centrais
na epidemiologia de CRPA, pois integram resisténcia adquirida, plasticidade
genbmica e adaptagao hospitalar, favorecendo a persisténcia e disseminagado de

carbapenemases em escala regional e global.
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Figura 4. Distribuicdo global de clones de alto risco de P. aeruginosa associados a
carbapenemases em diferentes regides geograficas.
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Fonte: adaptado de YOON; JEONG, 2021.

A pandemia de COVID-19 contribuiu para alteragdes significativas na
epidemiologia de CRPA, principalmente em unidades de terapia intensiva, onde o
aumento do uso de antimicrobianos, ventilagdo mecanica prolongada e superlotagao
hospitalar favoreceram a expansao de STs de alto risco (Sun et al., 2023). Nesse
contexto, linhagens como ST235, ST111 e ST463 foram frequentemente associadas
a fenotipos MDR/XDR e a circulagdo de carbapenemases (Ghazawi et al., 2025),
sugerindo que a pressao seletiva imposta durante a pandemia pode ter favorecido a
persisténcia de clones previamente adaptados ao ambiente hospitalar. Além da
expanséao clonal, a pandemia pode ter influenciado a reorganizagdo do mobiloma
bacteriano em CRPA (Protonotariou et al., 2024).

O aumento da circulacao de plasmideos conjugativos, integrons de classe 1 e
transposons associados a genes blaVIM, blaIMP e blaKPC durante o periodo
pandémico evidencia que a emergéncia de fendtipos multirresistentes ndo ocorreu
exclusivamente pela disseminacdo de clones epidémicos, mas também pela
intensificagdo da transferéncia horizontal de genes mediada por EGMs
(Tsilipounidaki et al., 2023).

Esses dados reforcam a hipétese de que ambientes hospitalares submetidos
a elevada pressao antimicrobiana durante a COVID-19 podem ter favorecido eventos
recombinatdrios e expansao do resistoma acessorio em P. aeruginosa. Em paralelo,
STs pandémicos de P. aeruginosa demonstraram elevada capacidade de adaptacao

durante a pandemia ao acumularem simultaneamente determinantes de resisténcia,
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fatores de viruléncia e elementos do mobiloma associados a persisténcia clinica (Luo
et al., 2025).

Estudos gendmicos recentes indicam que a coexisténcia entre
carbapenemases, ilhas genémicas e plasmideos conjugativos em STs de alto risco
pode ter ampliado sua capacidade de sobrevivéncia e disseminagdo em ambientes
clinicos, contribuindo para surtos hospitalares prolongados e aumento das taxas de
mortalidade associadas a CRPA no periodo pos-pandémico (Findlay et al., 2024).

A ocorréncia de genes de resisténcia coexistindo em um mesmo ST em
diferentes regides evidencia a complexidade do resistoma e mobiloma de P.
aeruginosa. A Tab. 3 sintetiza estudos recentes (2022—-2026), reunindo informacgdes
sobre os genes codificantes para carbapenemases divididos em classes de Ambler,
distribuicdo geografica, associagdo com clones de alto risco (MLST) e presenca

simultdnea de multiplos mecanismos de resisténcia.

Tabela 2 - Genes de carbapenemases reportadas em P. aeruginosa (2022-2026).

(continua)
Classe A — serino--lactamases
Gene codificante Coexisténcia de genes
para carbapenemase | Regido MLST de carbapenemases Referéncia
blaGES-1 Brasil ST3079 blaKPC-2 Galdino et al.,
2026
Brasil s
blaKPC-2 ST235 blaOXA-129 Valiatti et al.,
2024
blaKPC-33 China | 51235, ST463, plaKPC 100, Hu et al.,
ST1076 2024
blaGES-5, China ST463 blaKPC-2 Li et al., 2023
. blaNDM, .
blakPC-2 Brasil ; Almeida et
blaOXA-48 al., 2026
blaGES-6 Portugal ST235 blaPDC-35, blaOXA- 488 | g sousa et
al., 2025
blaKPC-2, blakPC-35 | Espanha, ST179 blaIMP-16 Vifes et al.,
Peru 2024
blaGES-5, blaGES-45 Tunisia ST235 blaVIM-11 Fethi et al.,
2023
blaKPC-2 China ST463 blaOXA-246, blaOXA-486 Sun et al.,
2023
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Tabela 2 - Genes de carbapenemases reportadas em P. aeruginosa (2022-2026).

(conclusao)

ST235, ST277, ST234, ST170, ST381,
ST175, ST1455 ST1963, ST313, ST207,
ST664, ST357,

blakPC-2 | China ST2374 blaVIM-2 Zheng et al.,
2025
BlakPC | Sud&o blaNDM, blavin, | Monamed et al.

2023

S$T235, ST277, ST234, ST170, ST381,
ST175, ST1455 ST1963 ST313, ST207,
ST664, ST357,

. Al-Alaq et al.,
blaNDM-1 | Paquistdo ST348 blaOXA-48 2022
o Al-Alaq et al.,
blaIMP-1 | Paquistédo ST235,ST234, ST381, ST207 blaVIM-1 2022
- blaOXA-48, Al-Alaq et al.,
blaVIM-1 | Paquistédo ST235,ST234, ST277, ST170 blalMP 2022
s blaPAO, blaOXA-| Tsilipounidaki et
blaNDM-1 Grécia ST773, ST308 10, blaOXA-488 al., 2023
Protonotariou et
al.,
blaNDM-1 | Grécia ST235 blaVIM-2
2024
. Abdelraheem et
blaVIM Egito blaOXA-48 al., 2024
. Zhong et al.,
blalMP-45 China blaAFM-3 2025
ST111, ST175, ST233, ST235, ST244, ST357
ST446, ST773, ST395, ST621, ST740, Findlav et al
blaVIM-2 Suica ST1047 blaNDM-1 y ”
2024
blaND-1 | Africa do blaOXA, blakPC | Luo et al., 2025
a - Sul ST773 a , bla uo et al.,
blalMP-45 . blalIMP-45
blaVIM-1 China ST313 blaVIM-1 Ma et al., 2024
L Olayiwola et al.,
blaNDM-1 | Nigéria blaOXA-48 2024
blalMP-100 . blalMP-100, Stoikov et
blaviM-4 | Bulgaria blaViM-4 al.,2023

Cx blaVIM-1 Al-Alaq et al.
blaOXA-48 | Paquistdo 4 ’
ST348 blaNDM-1 2022
. Valiatti et al.,
blaOXA-129| Brasil ST235 blakKPC-2 2024
blaOXA-48 Egito blaVIM, blaNDM, | Abdelraheem et

blaKPC, blalMP

al., 2024

Fonte: os autores, 2026.
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Os achados desta revisao indicam que a disseminagao de carbapenemases
em P. aeruginosa ndao € um processo uniforme, mas resulta da interacdo entre
diferentes estratégias evolutivas dinamicas. Os arranjos estruturais formados ao
longo do tempo passaram a carrear multiplos determinantes de resisténcia,
ampliando o mobiloma e o resistoma de P. aeruginosa e favorecendo a adaptacao
desses genes a diferentes clones de alto risco e nichos epidemioldgicos.

A manutencdo genética € garantida por mecanismos como integragdo ao
genoma, estabilidade plasmidial e pressdo seletiva exercida pelo uso de
antimicrobianos, contribuindo para a adaptacdo e disseminagdo de CRPA em
diferentes contextos epidemiolégicos. Apesar dos avangos no entendimento do
mobiloma, da plasticidade gendmica e dos clones de alto risco, é necessario
aprofundar a compreenséo desses processos em contextos regionais e hospitalares.
Estudos gendmicos locais sao importantes para elucidar a dinamica de disseminagao
de genes de carbapenemases, identificar padrbes regionais e contribuir para
estratégias de controle e contencéo de genes de resisténcia em escala global, além
de favorecer a integragdo entre dados gendmicos, a otimizagdo da vigilancia
gendmica associada ao monitoramento epidemiolégico para genes de

carbapenemases, a deteccao de surtos e a rastreabilidade da disseminacgao clonal.
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RESUMO

Pseudomonas aeruginosa € um importante patdgeno oportunista associado a alta
morbidade em pacientes hospitalizados devido aos seus mecanismos de resisténcia
intrinseca e adquirida. A resisténcia aos carbapenémicos, frequentemente mediada
pela producdo de carbapenemases, representa um desafio terapéutico critico em
todo o mundo. Este estudo investigou a organizacdo gendmica, a diversidade
molecular e a disseminagao mediada por plasmideos dos genes da carbapenemase
em isolados de P. aeruginosa de hospitais no Parana e Santa Catarina, Brasil, e
explorou sua correlagdo com os perfis fenotipicos de resisténcia. Oito isolados (80%)
foram classificados como extensivamente resistentes a medicamentos (XDR),
apresentando ampla resisténcia a B-lactamicos, carbapenémicos e combinacdes de
B-lactamicos/inibidores de (-lactamase. A tipagem de sequéncia multilocus revelou
uma estrutura clonal heterogénea, sendo o ST1560 o tipo predominante (30%).
Multiplos genes de [-lactamase foram identificados, incluindo variantes
cromossOmicas de blaPDC, blaOXA-50, e genes de carbapenemase blaSPM-1,
blaIMP-16, blaIMP-39, blaVIM-2, blaKPC-2 e blaNDM-1. Notavelmente, 40% dos
isolados carregavam genes de carbapenemases plasmidiais, indicando um potencial
para transferéncia horizontal de genes. O isolado 20783 exibiu alta resisténcia apesar
da auséncia de genes adicionais de carbapenemases, sugerindo mecanismos
alternativos como efluxo ou perda de porinas. A predominancia de P. aeruginosa
XDR, que abriga diversas carbapenemases, incluindo determinantes mediados por
plasmideos, ressalta a complexidade da resisténcia antimicrobiana em hospitais
brasileiros. A coexisténcia de multiplos mecanismos de resisténcia, juntamente com
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a heterogeneidade clonal, destaca a necessidade urgente de vigilancia genémica
integrada e estratégias de controle de infeccdo direcionadas para mitigar a
disseminagao de P. aeruginosa multirresistente em ambientes clinicos.

Palavras-chave: Resisténcia antimicrobiana; vigilancia gendmica; resisténcia
mediada por plasmideos; sequenciamento de genoma completo.

2.1INTRODUCAO

Pseudomonas aeruginosa é uma bactéria Gram-negativa ndo fermentadora
que pode formar biofilmes e produzir fatores de viruléncia, incluindo exotoxina A,
elastase, proteases e piocianina, que contribuem para danos teciduais e evasao
imunoldgica (Pajaro-Castro; Diaz-Morales; Hoyos, 2025). Clinicamente, esta
associada a pneumonia, infec¢gdes do trato urinario, infecgdes do sitio cirurgico,
endocardite e septicemia, particularmente em pacientes imunocomprometidos ou
com uso prolongado de cateter, levando a alta morbidade e internagdes hospitalares
prolongadas (Pajaro-Castro; Diaz-Morales; Hoyos, 2025, Schwartz et al., 2024).

Sua linhagem exibe resisténcia intrinseca por meio de baixa permeabilidade
da membrana externa, bombas de efluxo, perda de porinas e enzimas inativadoras
de antibidticos, e pode adquirir genes de resisténcia adicionais, incluindo [3-
lactamases de espectro estendido e carbapenemases, limitando ainda mais as
opgdes de tratamento (Khan; Khan; Khan, 2025).

As STs resistentes a todos os agentes antipseudomonas de primeira linha s&o
classificadas como P. aeruginosa com resisténcia de dificil tratamento (DTR-PA) e
(Cosentino; Viale; Giannella, 2023), abrangendo B-lactdmicos/inibidores de [-
lactamase, cefalosporinas de espectro estendido, carbapenémicos e
fluoroquinolonas (Walker et al., 2025, Tamma et al., 2024). Os carbapenémicos sao
agentes de ultima linha para P. aeruginosa multirresistente. Ainda assim, a
resisténcia aumentou devido a producdo de carbapenemases, incluindo metalo-[3-
lactamases de classe A (blaKPC), classe D (blaOXA) e classe B (blaVIM, blaIMP,
blaNDM, blaSPM), que sao frequentemente carregadas em elementos genéticos
moveis, como plasmideos, integrons e transposons (Dos Santos et al., 2023; Zheng
et al., 2025).

A deteccao desses genes geralmente requer técnicas moleculares avangadas,
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como PCR multiplex ou sequenciamento de genoma completo, que nem sempre
estao prontamente disponiveis na pratica clinica de rotina. Este estudo visa examinar
as relagbes entre organizagdo genotipica, diversidade genética e padrdes de
resisténcia antimicrobiana, com foco em potenciais adaptagbes evolutivas
impulsionadas por pressodes clinicas seletivas. A investigacao utiliza o modelo de
produgao de carbapenemase em isolados de P. aeruginosa obtidos de ambientes

hospitalares.

2.2MATERIAIS E METODOS

2.2.1 Coleta de isolados de CRPA

Isolados de P. aeruginosa resistentes a carbapenémicos foram coletados
entre janeiro de 2014 e setembro de 2018 em instituicdes de saude nos estados do
Parana e Santa Catarina, Brasil. A identificagcdo bacteriana foi realizada por
espectrometria de massa por ionizagao/dessorcdo a laser assistida por matriz
(MALDI-TOF VITEK® MS, bioMérieux), seguindo as instru¢gdes do fabricante. Um
total de 300 isolados bacterianos foram obtidos com sucesso, dos quais 10 foram
selecionados para perfil de suscetibilidade antimicrobiana e analises genémicas.

A autorizagao para acesso aos recursos genéticos, em conformidade com a
legislacao brasileira, esta registrada sob o numero SISGEN A2F33C6. Os genomas
completos das linhagens foram depositados no banco de dados GenBank/NCBI sob
0 numero de acesso PRIJNA1347049.

2.2.2 Teste de suscetibilidade antimicrobiana

As concentragdes inibitérias minimas (CIMs) foram determinadas utilizando o
método de microdiluicdo em caldo, de acordo com a diretriz M07-A10 do Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) (CLSI, 2015), empregando caldo Mueller-
Hinton ajustado com cations (BD Difco™, Sparks, MD). Os seguintes antimicrobianos
foram testados: meropenem (MER), imipenem (IMI), cefepima (CFP), ceftazidima
(CAZ), amicacina (AMI), aztreonam (ATM), ciprofloxacina (CIP), colistina (COL),
piperacilina/tazobactam (PIP/TAZ), polimixina B (PLB), ceftazidima/avibactam
(CAZ/AVI), ceftolozano/tazobactam (CTZ/TAZ) e imipenem/relebactam (IMI/REL).
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A ceftazidima e o avibactam foram fornecidos pela Pfizer Inc. (Peapack, NJ),
e o tazobactam, o imipenem e o relebactam pela Merck & Co., Inc. (Kenilworth, NJ).
Todos os outros antimicrobianos foram obtidos de fontes comerciais (Sigma Co., St.
Louis, MO). Os critérios para classificar as STs como DTR-PA foram resisténcia a
ceftazidima (232 mg/L), aztreonam (=32 mg/L), piperacilina/tazobactam (=64/4 mg/L),
imipenem (=8 mg/L) ou ciprofloxacina (=2 mg/L). A determinacéo da suscetibilidade
antimicrobiana foi realizada de acordo com a diretriz M100-Ed35 do CLSI (CLSI,
2025).

2.2.3 Deteccéao de genes de carbapenemase por qRT-PCR

Os genes que codificam carbapenemases foram identificados utilizando os
protocolos descritos por Swayne et al. (Swayne et al., 2013), com reacdo em cadeia
da polimerase em tempo real (QRT-PCR) empregada para detectar blaSPM, blaIMP,
blaVIM, blaKPC e blaNDM. Duas reagoes multiplex foram realizadas: Multiplex 1 para
blaKPC, blaNDM e blalMP, e multiplex 2 para blaSPM e blaVIM. Isolados que nao
apresentaram amplificagdo para nenhum dos genes-alvo foram classificados como

nao produtores de carbapenemase.

2.2.4 Sequenciamento de genoma completo e analise bioinformatica

O DNA gendmico foi extraido utilizando o kit Wizard® HMW DNA Extraction
(Promega) a partir de culturas bacterianas cultivadas em caldo BHI, seguido de
centrifugagéo para concentragédo e lavagem. A quantificagéo e avaliagdo da pureza
do DNA foram realizadas utilizando um fluorémetro Qubit (ThermoFisher Scientific,
Mississauga, ON, Canada) para analise fluorométrica. As bibliotecas de
sequenciamento foram preparadas utilizando o kit /llumina DNA Prep (/llumina, Inc.,
San Diego, CA, EUA) de acordo com as instru¢des do fabricante, e o sequenciamento
de genoma completo foi realizado na plataforma lllumina NovaSeq 6000 (OGC,
Oxford, Reino Unido) utilizando kits de reagentes NovaSeq SP (300 ciclos, leituras
pareadas).

Aproximadamente 40 milhdes de leituras pareadas de 100 bases foram
geradas por isolado. A qualidade do sequenciamento foi avaliada utilizando o FastQC
v0.12.1 (ANDREWS et al., 2010), e as leituras foram aparadas e filtradas utilizando
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o Trimmomatic v0.39 (Bolger; Lohse; Usadel, 2014) com parametros que retém
leituras com 290% das bases sequenciadas e pontuagdes Phred =33.

As montagens do genoma foram realizadas usando o Unicycler v 0.4.8 (Wick
et al., 2017), e a qualidade da montagem foi avaliada com o QUAST v 5.2.0
(Mikheenko et al., 2018). A tipagem de sequéncia multilocus (MLST) foi realizada a
partir de genomas de rascunho montados usando o software MLST. Cada genoma
de rascunho (formato FASTA) foi analisado em relagdo ao esquema MLST de P.
aeruginosa obtido do banco de dados PubMLST

(https://pubmlist.org/organisms/pseudomonas-aeruginosa).

O software identificou automaticamente os perfis alélicos para os sete genes
de manutengéo (acsA, aroE, guaA, mutL, nuoD, ppsA e trpE) e atribuiu o tipo de
sequéncia (ST) correspondente com base na combinagdo alélica. Genomas com
chamadas alélicas ambiguas foram inspecionados manualmente alinhando as
regides génicas correspondentes aos alelos de referéncia usando BLASTn. Genes
de resisténcia antimicrobiana foram identificados usando o banco de dados ABRicate
v1.0.0 e a predi¢ao de plasmideos foi realizada usando MOB-suite v3.1.9 (Robertson;
Nash, 2018).

2.3 RESULTADOS

As 10 STs de P. aeruginosa selecionadas para caracterizagao genotipica, com
base em seus perfis de resisténcia a CAZ/AVI, CEF/TAZ e IMI/REL, incluiram sete
isolados resistentes e trés sensiveis a pelo menos um desses antibidticos. Entre os
isolados selecionados, 20% foram recuperados de pacientes do sexo feminino e 80%
de pacientes do sexo masculino. A maioria dos pacientes (70%) tinha mais de 35
anos, enquanto 30% tinham entre 17 e 28 anos de idade.

Em relagdo ao tipo de amostra clinica, 40% dos isolados foram obtidos de
aspirados traqueais, 30% de amostras de urina, 20% de amostras de sangue e 10%
de lavado broncoalveolar. Todos os pacientes (100%) haviam recebido

antibioticoterapia prévia antes do isolamento de P. aeruginosa.

2.3.1 Caracterizagao gendmica e tipagem de sequéncia de isolados de P. aeruginosa

O sequenciamento e a montagem do genoma completo foram realizados para
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todos os dez isolados de P. aeruginosa. Leituras pareadas de alta qualidade foram
obtidas, com valores de Q20 superiores a 98% para todas as amostras, indicando
alta precisédo de sequenciamento. O numero total de bases sequenciadas por isolado
variou de aproximadamente 6,4 a 7,1 Mb, consistente com o tamanho esperado do
genoma para P. aeruginosa, e o conteudo de GC variou de 65,65% a 66,33%
(Material Suplementar, Tabela S1).

As montagens do genoma demonstraram alta contiguidade e cobertura entre
os isolados (Material Suplementar, Tabela S1), fornecendo profundidade suficiente
para analises subsequentes confiaveis, incluindo tipagem de sequéncia multilocus e
deteccdo de determinantes de resisténcia. A tipagem de sequéncia multilocus
revelou que o ST1560 foi o tipo de sequéncia mais prevalente, representando 30%
(3/10) dos isolados, seguido pelo ST274, representado por dois isolados.

Os demais tipos de sequéncia, ST1816, ST244, ST277, ST253 e ST532,
foram representados por um unico isolado cada. Essa distribuicdo indica uma
populacdo heterogénea de P. aeruginosa circulando entre os hospitais amostrados,

com o ST1560 representando a linhagem dominante nessa colegéo (Fig. 1a).

2.3.2 Caracterizagéo fenotipica e genotipica da resisténcia a B-lactdmicos em P.
aeruginosa

Todos os isolados foram identificados como P. aeruginosa e apresentaram
alto nivel de resisténcia a B-lactamicos, bem como a diversas outras classes de
antibidticos. Sete dos dez isolados (17744, 20589, 21715, 19331, 17683, 21675 e
20783) foram classificados como DTR-PA, apresentando ndo suscetibilidade a todos
os agentes antipseudomonas de primeira linha testados (Fig. 1). Em contraste, os
isolados 13697, 13050 e 18480 nao atenderam aos critérios DTR, exibindo
suscetibilidade ou respostas intermediarias a pelo menos um antibiético de primeira
linha (Fig. 1a, b; Material Suplementar, Tabela S2).

O perfil fenotipico revelou alta resisténcia a CAZ/AVI, CEF/TAZ e IMI/REL
entre os sete isolados produtores de carbapenemase (Fig. 1). A analise fenotipica
mostrou que cinco isolados abrigavam metalo-B-lactamases explicando sua
resisténcia a novas combinacdes de [B-lactamicos/inibidores de (- lactamase. Trés
isolados (17744, SPM-1; 20589, NDM-1; 21715, VIM-2) foram classificados como
DTR, enquanto dois isolados (13050, IMP-1; 18480, IMP-16) foram classificados
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como ndo-DTR, permanecendo suscetiveis a aztreonam e ciprofloxacina,
respectivamente.

Os isolados 19331 e 17683 carregavam o gene blaKPC; ambos eram DTR e
demonstraram resisténcia a CAZ/AVI e IMI/REL. Trés isolados foram negativos para
carbapenemase, e CTZ/TAZ exibiu atividade contra todos os trés (13697, 21675 e
20783). Entre eles, o isolado 13697 foi classificado como ndo-DTR. O isolado 21675
foi suscetivel exclusivamente a CTZ/TAZ, enquanto o isolado 20783 foi suscetivel a
CAZ/AVI e IMI/REL. O isolado 13697 apresentou resisténcia intermediaria a IMI/REL
e suscetibilidade a CAZ/AVI.

Preocupantemente, observou-se resisténcia as polimixinas em dois isolados,
20589 e 20783, ambos também resistentes a amicacina e pertencentes aos clones
de alto risco epidémico internacional ST253 e ST274, respectivamente. No entanto,
para a cepa 20783, as novas combinagdes de B-lactamico/inibidor de p-lactamase
permaneceram opg¢des de tratamento viaveis, enquanto nenhum desses agentes foi
ativo contra a cepa 20589 devido a presencga da enzima NDM. A cepa 20783 também
carregava o gene rmtD, que confere resisténcia de alto nivel a todos os
aminoglicosideos (Material Suplementar, Tabela S2).

A analise genotipica configurou a presenca generalizada de genes que
codificam B-lactamases, incluindo variantes cromossdémicas de blaPDC (blaPDC-1,
blaPDC-2, blaPDC-5, blaPDC-7, blaPDC-9 e blaPDC-10), genes intrinsecos
semelhantes a blaOXA-50 e genes adicionais que codificam carbapenemases (SPM-
1, NDM-1, VIM-2, IMP-1, IMP-16 e KPC) (Fig. 1c). A resisténcia a CAZ/AVI e IMI/REL
nos dois isolados produtores de KPC (19331 e 17683) e em um isolado negativo para
carbapenemase (21675) sugere o envolvimento de mecanismos alternativos, como
perda de porina ou superexpressao da bomba de efluxo (Fig. 1b, c).

A classificacédo dos isolados como DTR ou ndo-DTR né&o previu com precisao
a suscetibilidade as novas combinacdes de B-lactamico/inibidor de [(-lactamase.
Notavelmente, os dois isolados produtores de IMP ndo foram classificados como
DTR porque mantiveram a suscetibilidade ao aztreonam (13050) e a ciprofloxacina
(18480). Além disso, dois isolados DTR negativos para carbapenemase (21675 e
20783) foram suscetiveis a CTZ/TAZ. Essas descobertas ressaltam a necessidade
de revisar a classificagdo atual de DTR para incluir esses novos agentes e avalia-los

como potenciais opgdes terapéuticas. A analise da sequéncia do plasmideo revelou
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que varios isolados abrigavam genes de carbapenemase localizados em elementos
genéticos moéveis. Especificamente, o gene blalIMP-1 foi detectado em um plasmideo
no isolado 13050, enquanto o gene blaKPC-2 estava codificado em plasmideo nos
isolados 17683 e 19331. O isolado 18480 apresentou multiplos determinantes de
resisténcia em plasmideos, incluindo blaIMP-16, blaOXA-2 e o gene de resisténcia a
sulfonamidas sul1. Os demais isolados (13697, 17744, 20589, 20783, 21675 e

21715) nédo apresentaram genes de carbapenemase em plasmideos.

DISCUSSAO

Neste estudo, realizamos analises genémicas e fenotipicas abrangentes de
isolados de P. aeruginosa resistentes a carbapenémicos obtidos de hospitais nos
estados do Parana e Santa Catarina, Brasil. Nossos resultados fornecem
informacgdes sobre a epidemiologia molecular, os perfis de resisténcia antimicrobiana
e a disseminacdo mediada por plasmideos de genes de carbapenemases em
ambientes clinicos brasileiros.

Os isolados exibiram uma estrutura populacional heterogénea, conforme
revelado pela tipagem de sequéncia multilocus (MLST). O ST1560 foi o tipo de
sequéncia mais prevalente, representando 30% (3/10) dos isolados, seguido pelo
ST274 com dois isolados. Os demais isolados pertenciam aos ST1816, ST244,
ST277, ST253 e ST532. Essa diversidade destaca a presenga de multiplos clones
circulantes nos hospitais amostrados, refletindo a complexa epidemiologia de P.
aeruginosa nessas regides.

Notavelmente, o ST1560 € menos frequentemente relatado em bancos de
dados globais em comparag¢ao com clones de alto risco como ST235 e ST308, porém
parece ser uma linhagem dominante nesta coleg¢ao, sugerindo adaptacéo local e
potencial expansao clonal em instituicbes de saude brasileiras (Magiorakos et al.,
2012; Flores-Vega et al., 2025). A deteccao de trés isolados de P. aeruginosa
pertencentes ao ST1560 ¢é particularmente preocupante, pois abrigam
carbapenemases clinicamente significativas: dois carregam KPC-2 e um carrega
VIM-2, destacando a emergéncia desse tipo de sequéncia incomum como um
possivel reservatorio de determinantes de resisténcia a multiplos farmacos.

O ST1560 foi identificado no Brasil como uma linhagem endémica emergente

associada a fenétipos XDR e ao gene blaKPC. No entanto, sua origem geografica e
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o plasmideo que abriga esse gene ainda nao foram caracterizados, indicando que
sua disseminagao pode ser impulsionada por fatores locais relacionados a pressao
antimicrobiana hospitalar (De Oliveira Santos et al., 2019; Da Costa Lima; Ximenes;
Maciel, 2022). Da mesma forma, o ST1816, inicialmente relatado no Japao e ligado
as variantes blaVIM-24, blaVIM-60 e blaVIM-66, foi posteriormente detectado no
Brasil.

Esse padrao provavelmente reflete a introdugéo clonal esporadica seguida de
circulagao local limitada, sem evidéncias atuais que sustentem a disseminagé&o global
sustentada (Qi et al., 2020). Além disso, o ST308 foi observado no Brasil, e sua
presencga pode ser atribuida a circulagcao regional, visto que esse ST ja foi relatado
anteriormente na Colémbia e em varias regides da América do Sul, América do Norte,
Europa e Asia (Rada et al., 2021).

Em contraste, clones como ST274, ST235 e ST244 demonstram ampla
disseminagao internacional e sédo frequentemente associados a aquisicdo de genes
de B-lactamase por meio de transferéncia horizontal de genes mediada por integrons
de classe 1 (Karampatakis; Tsergouli; Behzadi, 2025). O clone epidémico ST274,
caracterizado por fenétipos XDR, esta distribuido pela América do Norte e do Sul,
Europa, Asia, Africa e Oceania, e esta associado a genes de B-lactamase, incluindo
blaIMP, blaPDC e blaOXA (Rodrigues et al., 2024).

O clone ST235, uma linhagem pandémica provavelmente originaria da Europa
no final da década de 1990, emergiu em isolados de P. aeruginosa associados a
hospitais € possui uma ampla gama de genes de B-lactamase, incluindo blaKPC,
blaSPM, blaIMP, blaNDM, blaVIM e blaOXA. No Brasil, esse clone é reconhecido
como um vetor significativo para a disseminagdo de enzimas carbapenemases
(Karampatakis; Tsergouli; Behzadi, 2025).

O ST532 foi identificado em isolados brasileiros das regides Sudeste e
Nordeste; no entanto, dados abrangentes sobre sua origem, disseminagdo e
significado epidemiolégico ainda sdo escassos (Rodrigues et al., 2024). O ST244 foi
inicialmente relatado na Colémbia e esté associado a STs XDR/DTR, bem como a
um plasmideo que abriga o gene blaKPC (pBH6). Além do blaKPC, o ST244 pode
carregar outros genes de resisténcia, incluindo blaIMP, blaNDM, blaVIM e blaOXA.
Este tipo de sequéncia foi documentado em varios paises da América do Norte e do

Sul, Europa, Asia e Oriente Médio, abrangendo regides como o Golfo Pérsico e a
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india (Da Costa Lima; Ximenes; Maciel, 2022, Karampatakis; Tsergouli; Behzadi,
2025). No Brasil, o ST244 representa o segundo clone de P. aeruginosa mais
prevalente nas regides Sudeste e Norte, superado apenas pelo ST277. Ele tem sido
detectado predominantemente em ambientes nao clinicos, incluindo efluentes
hospitalares e estacbes de tratamento, em varios estagios do processo de
tratamento, frequentemente em associagao com genes de resisténcia como blaVIM
e blaKPC (Rodrigues et al., 2024).

No contexto brasileiro, o ST277 constitui o primeiro clone relatado e mais
amplamente disseminado até o momento. Inicialmente identificado em um paciente
oncolégico no estado de Sao Paulo, este ST é reconhecido como um clone endémico
que esta fortemente associado a disseminagcdo do gene blaSPM-1 em diversos
ambientes clinicos. O ST277 desempenhou um papel fundamental na epidemiologia
da resisténcia a carbapenémicos no Brasil, particularmente entre isolados MDR e
XDR. Sua ocorréncia fora do Brasil permanece rara, limitada a relatos esporadicos
do Japéo, China e Reino Unido (Rodrigues et al., 2024).

A andlise fenotipica revelou uma predominancia de P. aeruginosa com
resisténcia de dificil tratamento (DTR-PA), com sete dos dez isolados classificados
como DTR de acordo com as definicdes internacionais (Cosentino; Viale; Giannella,
2023). Esses isolados demonstraram resisténcia de alto nivel a quase todos os [3-
lactdmicos testados, incluindo carbapenémicos e novas combinacdes de [3-
lactamico/inibidor de B-lactamase, como ceftazidima-avibactam e ceftolozano-
tazobactam. O ceftolozano-tazobactam pareceu servir como um indicador util da
auséncia de carbapenemases entre os isolados de P. aeruginosa resistentes a
carbapenémicos. No entanto, a coexisténcia de outras (3-lactamases ou mecanismos
de resisténcia pode comprometer sua eficacia clinica, ressaltando a necessidade de
confirmacao da suscetibilidade por meio de testes laboratoriais abrangentes.

Entre os isolados de P. aeruginosa ndo-DTR, o isolado 17744 apresentou os
niveis de resisténcia mais elevados, com CIMs superiores a 128 mg/L para todos os
B-lactamicos. Este isolado pertencia ao ST277, endémico no Brasil, e abrigava
multiplos genes de B-lactamase, incluindo blaPDC-212, blaOXA-50, blaOXA-56 e a
metalo-B-lactamase blaSPM-1, que juntos provavelmente explicam sua extrema
resisténcia. Por outro lado, o isolado 13697, pertencente ao ST244, considerado de

alto risco e frequentemente associado a multirresisténcia, representou o fenétipo
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menos resistente, com CIMs dentro da faixa de suscetibilidade ou intermediaria, e
apresentou apenas blaPDC-216 e blaOXA-50. Essas observagdes ilustram o amplo
espectro de resisténcia presente mesmo entre isolados coletados no mesmo
ambiente hospitalar.

Curiosamente, o isolado 20783 demonstrou resisténcia a todos os [-
lactamicos, apesar de nao apresentar genes adicionais de carbapenemase além de
blaOXA-50 e blaPDC-195. Isso sugere o envolvimento de mecanismos alternativos
de resisténcia, como perda de porina, superexpressao da bomba de efluxo ou outras
mutacdes cromossbémicas, que foram descritas como fatores que contribuem para a
resisténcia a carbapenémicos em P. aeruginosa (Amisano et al., 2025; LIl et al., 2025.
Essa descoberta destaca a importancia de integrar testes fenotipicos com analises
genbmicas, uma vez que a auséncia de genes de resisténcia conhecidos n&o indica
necessariamente suscetibilidade.

A caracterizagao genotipica revelou uma gama diversificada de genes que
codificam carbapenemases. Metalo-B-lactamases, incluindo blaNDM-1 (20589),
blaVIM-2 (21715) e variantes de blaIMP (blaIMP-16 em 18480 e blaIMP-39 em
13050), foram detectadas, juntamente com carbapenemases de classe A (blaKPC-2
em 17683 e 19331) e blaSPM-1 (17744). Esses genes correlacionaram-se com a
resisténcia a combinacdes de B-lactamicos/inibidores de (B-lactamase, consistentes
com suas atividades bioquimicas conhecidas (Rodrigues et al., 2024). Notavelmente,
a deteccéo de blaNDM-1 no isolado 20589, de uma linhagem na qual P. aeruginosa
produtora de NDM era extremamente rara no Brasil antes da pandemia de COVID-
19, representa uma descoberta clinicamente significativa. Estudos recentes de
vigilancia relataram um aumento notavel na ocorréncia de blaNDM entre isolados de
P. aeruginosa no Brasil apos 2020 (Perez; Carniel; Narvaez, 2022).

A analise de plasmideos revelou que 40% dos isolados abrigavam genes de
carbapenemase em elementos genéticos méveis, com blaIMP-39 em 13050,
blaKPC-2 em 17683 e 19331, e multiplos determinantes de resisténcia, incluindo
blaIMP-16, blaOXA-2 e sul1 em 18480. A presenca de genes de carbapenemase em
plasmideos ressalta o risco de transferéncia horizontal de genes entre STs e entre
espécies em ambientes hospitalares, facilitando a rapida disseminacdao da
resisténcia. A coexisténcia de multiplos determinantes de resisténcia no mesmo

plasmideo, como observado no isolado 18480, ressalta o potencial para a



44

disseminagao simultdnea de resisténcia a multiplos farmacos, o que representa
desafios significativos para o controle de infeccbes e o uso racional de
antimicrobianos (Wang et al., 2017, Reyes et al., 2020).

A distribuicdo da resisténcia entre os isolados nao foi uniforme. Embora o DTR
tenha mostrado cepas com alto nivel de resisténcia a quase todos os B-lactamicos,
observou-se suscetibilidade intermediaria a agentes mais recentes, como
ceftazidima-avibactam e ceftolozano-tazobactam, em alguns isolados (20589, 21715,
21675 e 20783), sugerindo que esses medicamentos podem manter eficacia parcial
contra cepas selecionadas. No entanto, as metalo-B-lactamases codificadas por
plasmideos provavelmente comprometem a atividade desses agentes em isolados
portadores de variantes blaNDM-1, blaVIM-2 ou blaIMP, o que esta de acordo com
observagbes anteriores de eficacia reduzida de inibidores em P. aeruginosa
produtora de MBL (Khan; Khan; Khan, 2025).

Nossos resultados também ilustram a relevancia clinica do monitoramento de
fendtipos de resisténcia, mesmo quando dados genotipicos estdo disponiveis. A
presencga de isolados resistentes a carbapenémicos sem genes de carbapenemase
conhecidos (20783) reforca o conceito de que mecanismos alternativos de
resisténcia podem levar a falhas no tratamento, particularmente em ambientes com
alta pressdo antibidtica. Além disso, isolados como 13697 e 21675, que
apresentaram resisténcia limitada e n&o atenderam aos critérios para DTR, servem
como lembretes importantes de que nem todas as cepas de P. aeruginosa circulantes
em hospitais s&o altamente resistentes, e a vigilancia deve capturar essa
heterogeneidade para informar estratégias terapéuticas de forma mais eficaz.

No geral, essas descobertas destacam a notavel adaptabilidade da P.
aeruginosa na aquisicado de resisténcia a antibidticos em multiplas classes. A
coexisténcia de multiplas B-lactamases em isolados, combinada com a diversidade
de sistemas de efluxo antimicrobiano, ressalta a complexidade dos mecanismos de
resisténcia e a necessidade urgente de vigilancia molecular continua em ambientes
clinicos. A diversidade de genes que codificam carbapenemases (SPM, KPC, VIM,
NDM e IMP) detectada entre esses isolados, com 40% (4/10) dos isolados
apresentando pelo menos um gene de carbapenemase plasmidial, destaca o
potencial de transferéncia horizontal de determinantes de resisténcia no ambiente

hospitalar. A coexisténcia de multiplos genes de resisténcia no mesmo plasmideo,
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como observado no isolado 18480, ressalta ainda mais o risco de disseminacgao da
multirresisténcia e reforga a importancia da vigilancia genémica continua para
monitorar a disseminacio de carbapenemases mediadas por plasmideos.

Do ponto de vista epidemiolégico, a coexisténcia de diversos STs, multiplos
genes de resisténcia e determinantes mediados por plasmideos indica um cenario
gendmico complexo em hospitais brasileiros. Ao contrario de clones internacionais
de alto risco, como ST235, ST233 ou ST308, que sao frequentemente associados a
surtos na Europa e na Asia (Woodford; Turton; Livermore, 2011; Livermore, 2011),
nossos dados sugerem que linhagens locais, incluindo ST1560 e ST274, podem
desempenhar um papel importante no desenvolvimento da resisténcia nesse
contexto. Isso destaca a necessidade de estudos de vigilancia e epidemiologia
molecular especificos para cada regiao, a fim de capturar a dindmica das populacdes

locais de P. aeruginosa.

CONCLUSAO

De modo geral, nosso estudo destaca varios pontos criticos, como a
predominancia de P. aeruginosa resistente a multiplos farmacos (DTRP) nos
hospitais amostrados, com multiplos isolados portadores de carbapenemases
plasmidiais, a heterogeneidade dos fendtipos de resisténcia, incluindo a presenca de
cepas resistentes sem genes de carbapenemases conhecidos, o risco de
disseminagao horizontal de determinantes de resisténcia via plasmideos e a
importéncia da vigilancia genémica e fenotipica integrada para orientar o controle de
infeccbes e otimizar estratégias terapéuticas. Esses achados tém implicacdes
importantes para o manejo clinico, o uso racional de antimicrobianos e as politicas
de saude publica no Brasil, ressaltando os desafios continuos impostos pela P.

aeruginosa multirresistente em ambientes hospitalares.
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APENDICE A - GRAFICOS E TABELAS UTILIZADOS

NOM-E
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Figura 1. Relacao filogenética, tipos de sequéncia (ST), perfis de resisténcia antimicrobiana
(CLSI, 2025) e genes de resisténcia de dez isolados clinicos de Pseudomonas aeruginosa
do Brasil. Em (a), o anel mais interno representa o ST de cada isolado. Em (b), o anel
intermediario mostra o perfil de resisténcia fenotipica a B-lactdmicos selecionados e
combinacodes de B-lactamico/inibidor de B-lactamase, com cores indicando a suscetibilidade:
verde = suscetivel, amarelo = intermediario, vermelho = resistente. Em (c), o anel mais
externo indica a presencga de genes de [B-lactamase e carbapenemases, incluindo genes
cromossOmicos e plasmidiais. A arvore filogenética no centro foi construida com base na
Identidade Nucleotidica Média (ANI), ilustrando o parentesco genético entre os isolados. Esta
visualizacdo integrada destaca a correlagdo entre o tipo de sequéncia, a resisténcia
antimicrobiana e a presencga de determinantes de resisténcia especificos.

Tabela S1. Genomic statistics of sequenced clinical isolates of Pseudomonas aeruginosa.Amostra
Contigs*



Tamanho do genoma (bp) N50 (bp) GC % Coverage X
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13050
13697

17683
17744
18480
19331
20589
20783
21675
21715

32 6,809,043
36 6,612,233
123 7,146,924
37 6,853,273
79 6,906,970
75 6,931,955
51 6,909,516
113 6,882,445
61 6,434,588
75 6,880,350

645,601
459,172

179,791
499,836
230,128
280,682
428,517
135,498
258,550
335,128

66,04
66,12

65,65
66,03
65,7

65,87
66,09
65,92
66,33
66,06

424,2
440,2

683,4
533,7
487,9
4531
362,2
404,6
615,0
570,1

* Considerando apenas contigs com tamanho igual ou superior a 1.000 pb.
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Tabela S2. Teste de suscetibilidade antimicrobiana. As concentragdes inibitérias minimas (CIMs) foram medidas de acordo com as diretrizes
do CLSI 2025. Vermelho = Resistente; Amarelo = Intermediario; Verde = Suscetivel.

ID RT-PCR
17744 |[SPM
20589 [NDM
21715 VIM
19331 [KPC+SPM
13697 |IMP
13050 [IMP
17683 [KPC
18480 |Negativa
21675 [Negativa
20783 [Negativa




CLSI 2025 guidelines MIC ug/mL
Classes ATM A S< I R
IAminoglicosideos Amicacina A 16 32 64
Cefalosporinas IV Cefepima C 8 16 32
Cefalosporinas IlI Ceftazidima C 8 16 32
Carbapenémicos Imipenem I 2 4 8
Meropenem M 2 4 8
Monobactamicos Aztreonam A 8 16 32
Agentes combinados -  |Ceftazidima/avibactam - 8 - 16
lactamicos Ceftolozana/tazobactam - 4 8 16
Imipenem/relebactam - 2 4 8
Piperacillina-tazobactam P 16 32 64
Fluoroquinolonas Ciprofloxacino C 0. 1 2
Lipopeptideos Polimixina B - - 2 4
Colistina - - 2 4
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