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RESUMO 

 

CAÇADOR, N. C. Epidemiologia molecular e características genéticas de adaptação de 

Pseudomonas aeruginosa causando infecção crônica em pacientes com Fibrose Cística e 

sua correlação com dados clínicos. 2016. 77 f. Tese (Doutorado). Faculdade de Ciências 

Farmacêuticas de Ribeirão Preto – Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2016. 

 

A infecção crônica das vias aéreas por Pseudomonas aeruginosa (PA) é a principal causa 

de morbidade e mortalidade em pacientes com fibrose cística (FC), devido à contínua 

degradação do tecido pulmonar, que leva ao declínio da função pulmonar, gerada pela infecção 

e pelo processo inflamatório. O objetivo do presente estudo foi analisar características genéticas 

de PA que levam à sua adaptação às vias aéreas destes pacientes com infecção pulmonar 

crônica, atendidos no Centro de Referência em FC do Hospital das Clínicas da Faculdade de 

Medicina de Ribeirão Preto – USP e relacionar com resultados de tipagem molecular, 

resistência a antibióticos, cronicidade e dados clínicos dos pacientes em acompanhamento 

clínico no período de julho/2011 a abril/2014. As características genéticas dos isolados 

investigados englobam pesquisa de 18 genes de virulência e genes do sistema quorum sensing 

(genes lasR e rhlR), associação entre mutações e conversão para fenótipo mucoide (operon 

algTmucABD) e caracterização de linhagens hipermutantes (genes mutS e mutL). A 

identificação de P. aeruginosa foi realizada por PCR e MALDI-TOF, que mostraram alta 

concordância. Foram considerados os dados clínicos dos pacientes: índice de massa corpórea, 

escore de Shwachman, medidas de capacidade vital forçada e volume expiratório forçado no 

primeiro segundo. A porcentagem de pacientes com infecção pulmonar crônica por PA 

observada foi similar aos dados disponíveis na literatura, entretanto, a alta incidência em 

pacientes jovens foi preocupante. O perfil de macrorrestrição do DNA genômico por PFGE se 

mostrou útil para definição de colonização crônica/intermitente em associação com critérios 

clínicos e, juntamente com a detecção de mutações nos genes mucA e mucD confirmaram 

transmissão interpacientes. Foi observada alta ocorrência dos genes de fatores de virulência 

pesquisados para grande maioria dos isolados de pacientes crônicos. A resistência aos 

antibióticos pesquisados dos isolados de P. aeruginosa foi baixa e está de acordo com a 

literatura nacional e internacional e com a antibioticoterapia adotada no hospital. Não foi 

observada resistência aos carbapenêmicos e às fluoroquinolonas devido à presença de genes de 

resistência plasmideais. As mutações no gene mucA foram o principal mecanismo de conversão 

para o fenótipo mucoide e o fenótipo revertente não-mucoide ocorreu principalmente por 

mutações no gene algT. Foram detectadas novas mutações nos genes mutS e mutL que também 

suportam a ideia que hipermutação em PA está associada com mutações do sistema mismatch 

de reparo do DNA. O sistema quorum sensing dos isolados estudados está parcialmente 

prejudicado devido às várias mutações no gene lasR, mas todos conservam o gene rhlR intacto, 

que sustenta alguma atividade quorum sensing envolvida na produção de fatores de virulência 

importantes. Pacientes com infecção pulmonar crônica por PA com isolamento de outros 

bacilos gram-negativos não-fermentadores apresentaram maior alteração da função pulmonar 

quando comparados com pacientes com infecção pulmonar crônica por PA com ou sem 

isolamento de Staphylococcus aureus. As alterações presentes no operon algTmucABD, 

quorum sensing e hipermutabilidade contribuem para a cronicidade dos pacientes com FC em 

relação à infecção por P. aeruginosa. 

 

Palavras-chave: Fibrose cística, Pseudomonas aeruginosa, infecção crônica.  



ii 

 

ABSTRACT 

 

CAÇADOR, N. C. Molecular epidemiology and adaptive genetic characteristics of 

Pseudomonas aeruginosa related to chronic infection in patients with Cystic Fibrosis and 

their correlation with clinical data. 2016. 77 f. Thesis (Doctoral). School of Pharmaceutical 

Sciences of Ribeirão Preto – University of São Paulo, Ribeirão Preto, 2016. 

 

The chronic airway infection by P. aeruginosa (PA) is the leading cause of morbidity and 

mortality in cystic fibrosis (CF) patients, due to continuous degradation of the pulmonary tissue. 

This leads to decline in lung function, which is generated by the related infection and 

inflammation. The aim of this study was to analyze genetic characteristics associated with the 

adaptation of PA to the airways of patients with chronic pulmonary infection attended at the CF 

Reference Center from the Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto 

– USP; and to correlate these findings with the results of molecular typing, antibiotic resistance, 

chronicity and clinical data of patients in clinical follow-up from July/2011 to April/2014. The 

genetic characteristics of isolates investigated includes the research of 18 virulence genes and 

the quorum sensing system genes (lasR and rhlR genes), association between mutations and 

conversion to the mucoid phenotype (algTmucABD operon), and characterization of 

hypermutable strains (mutS and mutL genes). Identification of PA was performed by PCR and 

MALDI-TOF, which showed a high correlation. The patients’ clinical data considered were: 

body mass index, Shwachman score, forced vital capacity measures and forced expiratory 

volume in one second. The percentage of patients with chronic PA infection observed was 

similar to the data available in the literature; however, a worrying high incidence in young 

patients was noticed. The macrorestriction profile of genomic DNA by PFGE proved to be 

useful to define chronic/intermittent colonization in association with clinical criteria and it 

confirmed interpatient transmission, in combination with the detection of mutations in the mucA 

and mucD genes. High occurrence of virulence genes was detected for the vast majority of 

isolates from chronic CF patients. Antibiotic resistance for PA isolates was low and is in 

accordance with national and international literature and antibiotic therapy adopted in the 

hospital. There was no resistance to carbapenems and fluoroquinolones by the presence of 

plasmid mediated resistance genes. Mutations in the mucA gene were the main mechanism to 

conversion to mucoidy, and the non-mucoid revertants occurred mainly by mutations in the 

algT gene. New mutations in mutS and mutL genes were detected, which support the idea that 

hypermutation in PA is associated with mutations in the DNA mismatch repair system. The 

quorum sensing system of the isolates is partially damaged due to several mutations in the lasR 

gene, but all isolates maintain an intact rhlR gene, which holds some quorum sensing activity 

with production of important virulence factors. Patients with chronic PA infection with isolation 

of other non-fermenting gram-negative rods had greater change in lung function compared with 

patients with chronic PA infection with or without isolation of Staphylococcus aureus. The 

changes presented in the algTmucABD operon, quorum sensing and hypermutability contribute 

to the chronicity of CF patients in relation to infection by P. aeruginosa. 

 

Keywords: cystic fibrosis, Pseudomonas aeruginosa, chronic infection. 
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RESUMEN 

 

CAÇADOR, N. C. Epidemiología molecular y características genéticas de adaptación de 

Pseudomonas aeruginosa causando infección crónica en pacientes con Fibrosis Quística y 

su correlación con datos clínicos. 2016. 77 f. Tesis (Doctoral). Facultad de Farmacia de 

Ribeirão Preto – Universidad de São Paulo, Ribeirão Preto, 2016. 

 

La infección crónica de las vías aéreas por P. aeruginosa (PA) es la principal causa de 

morbilidad y mortalidad en pacientes con FQ, debido a la continua degradación del tejido 

pulmonar, que lleva a la disminución de la función pulmonar, generada por la infección y por 

el proceso inflamatorio. El objetivo del presente estudio fue analizar características genéticas 

de la PA que llevan a su adaptación a las vías aéreas de estos pacientes con infección pulmonar 

crónica, atendidos en el Centro de Referencia de FQ del Hospital das Clínicas de la Facultad de 

Medicina de Ribeirão Preto – USP, y relacionarlas con resultados de tipificación molecular, 

resistencia a antibióticos, cronicidad y datos clínicos de los pacientes con acompañamiento 

clínico en el período de julio/2011 a abril/2014. Las características genéticas de los aislados 

investigados engloban una investigación de 18 genes de virulencia y genes del sistema quorum 

sensing (genes lasR y rhlR), la asociación entre mutaciones y la conversión al fenotipo mucoide 

(operon algTmucABD), y la caracterización de cepas hipermutantes (genes mutS y mutL). La 

identificación de P. aeruginosa fue realizada por PCR y MALDI-TOF, que mostraron alta 

concordancia. Fueron considerados los datos clínicos de los pacientes: índice de masa corporal, 

puntaje de Shwachman, medidas de capacidad vital forzada y volumen espiratorio forzado en 

el primer segundo. El porcentaje de pacientes con infección pulmonar crónica por PA observado 

fue similar al de los datos disponibles en la literatura, sin embargo, la alta incidencia en 

pacientes jóvenes fue preocupante. El perfil de macro-restricción del ADN genómico por PFGE 

se mostró útil para la definición de la colonización crónica/intermitente en asociación con 

criterios clínicos y, junto con la detección de mutaciones en los genes, confirmaron la 

transmisión entre pacientes. Fue observada una alta ocurrencia de los genes de factores de 

virulencia investigados en la gran mayoría de pacientes crónicos aislados. La resistencia a los 

antibióticos investigados de los aislados por P. aeruginosa fue baja y está de acuerdo con la 

literatura nacional e internacional y con la antibióticoterapia adoptada en el hospital. No fue 

observada resistencia a los carbapenémicos ni a las fluoroquinolonas debido a la presencia de 

genes de resistencia en plásmidos. Las mutaciones en el gen mucA fueron el principal 

mecanismo de conversión para el fenotipo mucoide; y el fenotipo revertiente no-mucoide 

ocurrió principalmente por mutaciones en el gen algT. Fueron detectadas nuevas mutaciones 

en los genes mutS y mutL que también soportan la idea de que la hipermutación en PA está 

asociada con mutaciones del sistema mismatch de reparación del ADN. El sistema quorum 

sensing de los aislados estudiados está parcialmente perjudicado debido a las varias mutaciones 

en el gen lasR, pero todos conservan el gen rhlR intacto, lo cual sustenta alguna actividad 

quorum sensing envuelta en la producción de factores de virulencia importantes. Los pacientes 

con infección pulmonar crónica por PA con aislamiento de otros bacilos gramnegativos no 

fermentadores presentan mayor alteración de la función pulmonar cuando comparados con 

pacientes con infección pulmonar crónica por PA con o sin aislamiento de S. aureus. Las 

alteraciones presentes en el operon algTmucABD, quorum sensing y la hipermutabilidad 

contribuyen a la cronicidad de los pacientes con FQ en relación con la infección por P. 

aeruginosa. 
 

Palabras-clave: Fibrosis quística, Pseudomonas aeruginosa, infección crónica. 
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1.1. Fibrose cística 

Fibrose cística (FC) é uma doença hereditária autossômica recessiva que acomete 

principalmente a população de raça branca. Trata-se de uma doença com baixa taxa de 

sobrevida, na qual somente metade dos pacientes sobrevive até a terceira década de vida. Ela 

ocorre devido a mutações no gene cftr (do inglês Cystic Fibrosis Transmembrane condutance 

Regulator), que leva à codificação de proteína CFTR modificada ou até mesmo à sua ausência. 

A proteína CFTR é responsável pelo efluxo de cloreto (Cl-), sódio (Na+) e água através da 

membrana celular, e consequentemente, responsável pela manutenção do equilíbrio iônico e 

osmótico da célula. Alterações em sua atividade, por mutação levam à disfunção das glândulas 

de secreção exócrina, caracterizando a doença como crônica, complexa e grave, pois 

compromete os sistemas digestivo, respiratório e reprodutor (ANTUNES, 2009;  RODRIGUES 

et al., 2008). Apesar das manifestações clínicas da doença serem variáveis, 80 a 95% dos 

pacientes sucumbem devido à insuficiência respiratória (LYCZAK; CANNON; PIER, 2002). 

Em condições normais de saúde, a superfície das vias aéreas é coberta por uma fina 

película de líquido, chamado fluído periciliar, que desempenha papel fundamental na depuração 

mucociliar. O fluído periciliar também está envolvido na captura e remoção de patógenos 

inalados sem desencadear resposta imunológica inata. Nos pulmões de pacientes com FC, este 

fluído é mais fino do que em condições normais e desidrata como resultado da função CFTR 

deficiente. O cloreto não é eliminado e para compensar esse excesso e manter o equilíbrio iônico 

a célula absorve sódio e água, levando à desidratação da superfície celular. Isto resulta na 

secreção de muco mais espesso do que em indivíduos normais e uma drástica diminuição na 

sua remoção, que podem facilitar colonização/infecção bacteriana crônica e também 

inflamação. Consequentemente, ocorre um ciclo vicioso de retenção de muco, infecção e 

inflamação. Os sintomas respiratórios mais comuns em pacientes com FC são devidos à 

deterioração progressiva da função pulmonar por infecções patogênicas crônicas, 

principalmente por Pseudomonas aeruginosa com fenótipo mucoide (CANTON; DEL 

CAMPO, 2010;  RATJEN, 2009). 

 

1.2. Fibrose cística e Pseudomonas aeruginosa 

Os microrganismos que mais acometem as vias aéreas dos pacientes com FC são 

Staphylococcus aureus, P. aeruginosa e bactérias do Complexo Burkholderia cepacia (CBc). 

Outros microrganismos também têm sido isolados destes pacientes, são os chamados patógenos 
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emergentes (oportunistas), mas a importância clínica destes isolados ainda está sendo 

investigada (LYCZAK et al., 2002). Os pacientes mais jovens (até a primeira década de vida) 

costumam ter infecções causadas por S. aureus, Haemophilus influenzae e, ocasionalmente, por 

P. aeruginosa. Quando os pacientes atingem a adolescência, P. aeruginosa passam a ser mais 

frequentes como agentes de infecção nestes pacientes. As infecções por P. aeruginosa podem 

se tornar crônicas, principalmente devido ao fenótipo mucoide, que ocorre pela produção de 

cápsula polissacarídica (alginato mucoide) que protege a bactéria da fagocitose e ação de 

antibióticos, podendo ainda fixá-la às superfícies celulares, sobretudo em pacientes com FC 

(MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2009;  ZOCCOLI et al., 2009). A infecção crônica das 

vias aéreas por P. aeruginosa é a principal causa de morbidade e mortalidade em pacientes com 

FC, devido à contínua degradação do tecido pulmonar, que leva ao declínio da função 

pulmonar, devido em parte pela infecção e em parte pelo processo inflamatório gerado 

(BURMOLLE et al., 2010). 

Com o intuído de eliminar P. aeruginosa não-mucoide e evitar (ou adiar) a transição para 

o fenótipo mucoide, o uso prolongado de antibióticos é inevitável. No entanto, o uso contínuo 

destas drogas, pode selecionar naturalmente bactérias resistentes (MARTHA et al., 2010). P. 

aeruginosa possui notável resistência intrínseca a diversas classes de antimicrobianos, 

restringindo as opções de antibioticoterapia. Em adição a esta característica, mutações em genes 

conferindo fenótipo de resistência e aquisição horizontal de genes de resistência carreados por 

plasmídeos têm contribuído amplamente para a seleção de P. aeruginosa multirresistentes. Os 

principais mecanismos de resistência desta bactéria são: (i) alteração na permeabilidade da 

membrana externa que dificulta ou impede a entrada do antibiótico na célula, (ii) hiperexpressão 

de sistemas de efluxo que excretam o antibiótico do interior para o exterior da célula, (iii) 

alteração do sítio alvo que dificulta ou impede a ligação do antibiótico e (iv) produção de 

enzimas que degradam ou inativam o antibiótico, como por exemplo as -lactamases, que 

degradam antibióticos -lactâmicos (HENRY; SPEERT, 2011;  NORMARK; NORMARK, 

2002). As carbapenemases constituem o grupo mais versátil de -lactamases, tendo capacidade 

de hidrolisar praticamente todos os antibióticos -lactâmicos, com destaque para a classe dos 

carbapenêmicos (QUEENAN; BUSH, 2007). A resistência às quinolonas em P. aeruginosa é 

normalmente causada por mutações cromossômicas e por hiperexpressão de sistemas de efluxo. 

Atualmente, genes de resistência às quinolonas mediados por plasmídeos têm sido 

crescentemente reportados em enterobactérias. A pesquisa desses genes em Pseudomonas tem 
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sido pouco realizada e/ou relatada, merecendo maior atenção, pois, a ampla utilização do 

antibiótico ciprofloxacina (fluoroquinolona) no tratamento de infecções por esta bactéria 

contribuiria para a seleção desses determinantes de resistência (COBAN et al., 2011). 

 

1.3. Infecção crônica por P. aeruginosa e o fenótipo mucoide 

O início da infecção crônica das vias aéreas por P. aeruginosa em pacientes com FC é 

geralmente precedido por um período de recorrente colonização intermitente das vias aéreas, 

na maioria das vezes por linhagens ambientais (FOLKESSON et al., 2012). Durante a infecção 

pulmonar crônica, P. aeruginosa é capaz de persistir e sobreviver por décadas sob pressão 

seletiva imposta por resposta inflamatória oscilante, exposição contínua à antibióticos e 

disponibilidade variável de nutrientes. Isto é devido principalmente a um modo de crescimento 

em biofilme com contribuições de fatores de virulência, tais como alginato, e evolução 

adaptativa mediada por variação genética. As condições de estresse encontradas por P. 

aeruginosa levam a mutações nos genes reguladores globais, como  mucA e lasR, e essas 

linhagens acabam sendo selecionadas durante a fase de adaptação (BJARNSHOLT; JENSEN; 

et al., 2010;  FOLKESSON et al., 2012;  YANG et al., 2011). 

Tem sido demonstrado que estas condições de estresse, que ocorrem nos pulmões de 

fibrocísticos, podem afetar a produção de alginato. Uma vez que a bactéria se torna mucoide é 

muito difícil erradicar a infecção, devido ao modo de crescimento em biofilme 

(BJARNSHOLT; TOLKER-NIELSEN; et al., 2010;  BURMOLLE et al., 2010). Clinicamente, 

a presença do fenótipo mucoide está associada a um pior prognóstico, devido à deterioração 

progressiva da função pulmonar (CANTON; DEL CAMPO, 2010). A principal característica 

do fenótipo mucoide é a produção do exopolissacarídeo alginato, uma camada espessa de 

mucopolissacarídeo. Isolados mucoides e não-mucoides de pacientes com FC têm mostrado 

grande heterogeneidade fenotípica, incluindo morfologia da colônia, resistência aos antibióticos 

e capacidade de formação de biofilme (CIOFU et al., 2008). 

Para melhor compreensão da formação de biofilme é importante ressaltar que o operon 

de biossíntese do alginato está sob o controle do promotor algD, o qual é controlado por genes 

de vários loci (Figura 1). Uma proteína importante na regulação algD é AlgT (também 

conhecida como AlgU ou 22), o fator sigma alternativo, que induz a expressão algD e aumenta 

a expressão de proteínas reguladoras que aumentam a transcrição de algD (WOOD; OHMAN, 

2015). O gene algT pertence a um operon com quatro outros genes, mucABCD. Mutações em 
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mucA, mucB ou mucD podem levar à conversão para o fenótipo mucoide, sugerindo que os 

produtos destes genes têm efeito regulador negativo sobre algT (CIOFU et al., 2008;  

SAUTTER et al., 2012). Os isolados com mutações em mucA apresentam fenótipo altamente 

mucoide, enquanto mutantes em mucB ou mucD são levemente mucoides e apresentam 

produção de alginato durante crescimento em meios específicos, com indutores de alginato 

(BOUCHER et al., 1996;  MATHEE; MCPHERSON; OHMAN, 1997).  

 

 

Figura 1. Ilustração da complexa regulação de produção de alginato. Resumidamente: A produção de alginato é 

controlada pelo operon algD. A expressão de algD é regulada por AlgR, AlgB, AmrZ e fator sigma 

AlgT/U. A atividade de AlgT é inibida por MucB, MucD e pelo fator antissigma MucA. A atividade de 

MucA é regulada por MucD (entre outras proteases). Em uma linhagem com mutação em mucA, como 

PDO300 (PAOmucA22), a inibição de AlgT por MucA, MucB e MucD é removida. AlgT livre ativa 

todos os genes no regulon alg: operons fimS-algR, algB-kinB, amrZ/algZ e algD, inclusive a si mesmo. 

Fonte: SAUTTER et al., 2012. 

 

Em adição à produção de alginato, AlgT regula grande número de resposta ao estresse e 

genes associados à virulência e, também, está envolvida na regulação da motilidade em P. 

aeruginosa (FOLKESSON et al., 2012). Portanto, quando AlgT não é controlada, ou seja, está 

em excesso, representa vantagem seletiva à bactéria e aparenta ser vital para que esta seja capaz 

de persistir em pacientes com FC com infecção crônica (SCHURR et al., 1994). No entanto, é 

comum observar P. aeruginosa mucoide em co-infecções com revertentes, isolados não-

mucoides que contêm mutação em mucA. Os revertentes podem ocorrer por mutações 

secundárias em algT ou em outros genes reguladores do alginato (CIOFU et al., 2008). 
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1.4. Fenótipo bacteriano hipermutante 

Considera-se que a hipermutabilidade desempenha papel importante na evolução 

adaptativa das bactérias, em particular em doenças infecciosas. O acúmulo de mutações leva a 

alterações fenotípicas em isolados de pacientes com FC, como aumento da produção de alginato 

e ocorrência do fenótipo mucoide, perda de motilidade, perda do sistema quorum sensing, 

redução da virulência, capacidade reduzida de formação de biofilme in vitro e aumento da 

resistência aos antibióticos (CIOFU et al., 2010;  CIOFU et al., 2005).  

Um dos mecanismos mais importantes de reparo do DNA em bactérias é o sistema MMR 

(do inglês, mismatch-repair system), que inclui os genes mutS e mutL. A inativação deste 

sistema conduz ao aumento da taxa de mutação, devido à sua incapacidade para reparar erros 

no pareamento de bases nucleotídicas de forma eficiente. A remoção do sistema MMR aumenta 

a frequência de transferência horizontal de genes, mecanismo importante de aquisição de 

resistência aos antibióticos em bactérias (LUTZ, L. et al., 2013;  OLIVER, 2000). Estudos têm 

mostrado que a prevalência de P. aeruginosa hipermutantes aumenta com a persistência da 

infecção crônica devido à seleção positiva de mutantes nos pulmões destes pacientes (CIOFU 

et al., 2005;  MENA et al., 2008). 

A inativação do sistema MMR também favorece o aparecimento in vitro de variantes 

fenotípicas consideradas marcadores típicos de infecção nos pulmões de pacientes com FC, 

como o fenótipo mucoide, devido a mutações no gene mucA e perda de sistema quorum sensing, 

devido a mutações nos genes las e rhl (BJARNSHOLT; JENSEN; et al., 2010;  CIOFU et al., 

2010). 

 

1.5. Fatores de virulência em Pseudomonas aeruginosa 

P. aeruginosa pode sobreviver nos pulmões de pacientes fibrocísticos por anos e sofrer 

diversas adaptações para este ambiente, incluindo características de virulência citadas abaixo e 

a conversão para fenótipo mucoide  (WILLIAMS; DEHNBOSTEL; BLACKWELL, 2010). 

Fatores de superfície bacterianos como lipopolissacarídeo (LPS), pili e flagelo, assim 

como processos ativos como quorum sensing, formação de biofilme e secreção de toxinas 

(exotoxinas e citotoxinas) são determinantes de virulência que causam impacto nas infecções. 

A interação desses determinantes com o sistema imune do hospedeiro controla a sinalização de 
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moléculas, modula a resposta do hospedeiro, o que impacta na gravidade da doença devido à 

influência na taxa de depuração bacteriana e por causar dano colateral aos tecidos do 

hospedeiro. Outros fatores de virulência também são secretados, como piocianinas (pigmentos), 

proteases (elastases, por exemplo) e fosfolipases não específicas (VEESENMEYER et al., 

2009). 

Os fatores de virulência são requeridos nas infecções agudas, no entanto, durante as 

infecções crônicas eles podem sofrer mutações ou regulação. A explicação para este fato é, 

presumivelmente, a evasão da resposta imune do hospedeiro, pois este reconhece diversos 

fatores de virulência e tenta eliminar as células que os produzem, selecionando, portanto, as 

células que possuem mutações nos fatores ou reguladores de virulência, ou ainda, que 

simplesmente regulam a expressão destes fatores (SMITH et al., 2006). 

Presença de genes que determinam fatores de virulência, presença de mutações que 

afetam a biossíntese, expressão e/ou regulação gênica e tipagem pela análise de macrorrestrição 

do DNA genômico, fornecem dados que englobam a epidemiologia molecular bacteriana e 

contribuem grandemente para a qualidade da análise da variabilidade genética dos isolados. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6. CONCLUSÕES



C o n c l u s õ e s  | 49 

 

 

 

 As técnicas de PCR e MALDI-TOF, utilizadas para de identificação de P. aeruginosa, 

apresentaram alta concordância; 

 A porcentagem de pacientes fibrocísticos com infecção pulmonar crônica por P. 

aeruginosa observada neste estudo é similar aos dados disponíveis na literatura, entretanto, 

a alta incidência em pacientes jovens merece atenção dos clínicos; 

 Tipagem molecular por PFGE se mostrou útil para definição de infecção 

crônica/intermitente em associação com critérios clínicos; 

 Linhagens idênticas ou altamente relacionadas em pacientes não relacionados por 

parentesco pode ser explicada por possível transmissão de linhagens bacterianas entre 

pacientes em alguma ocasião de contato ou por exposição a fontes comuns;  

 Foi observada alta ocorrência dos genes de fatores de virulência pesquisados para grande 

maioria dos isolados de pacientes crônicos; 

 Perfil de resistência aos antibióticos pesquisados dos isolados de P. aeruginosa foi baixo e 

está de acordo com as literaturas nacional e internacional e com a antibioticoterapia adotada 

no hospital; 

 A resistência ao imipenem e meropenem observada nos isolados não ocorre pela produção 

de carbapenemases e a resistência às fluoroquinolonas (ciprofloxacina e levofloxacina) não 

se dá pela presença de genes de resistência plasmideais, mas é importante monitorar estes 

mecanismos de resistência na população com FC; 

 Nos pares de isolados NM e M de pacientes deste estudo, as mutações no gene mucA foram 

o principal mecanismo de conversão para o fenótipo mucoide; o mesmo foi observado nos 

isolados de pacientes que só apresentaram o fenótipo mucoide. Um dos fatores que 

explicam o fenótipo revertente NM destes pacientes foram as mutações encontradas no 

gene algT, resultados semelhantes aos encontrados em isolados de pacientes com FC da 

Escandinávia; 

 O perfil de macrorrestrição do DNA genômico e mutações nos genes mucA e mucD 

confirmaram transmissão interpacientes; 

 Foram detectadas novas mutações nos genes mutS e mutL que também suportam a ideia 

que hipermutação em P. aeruginosa está associada com mutações do sistema mismatch de 

reparo do DNA; 

 O sistema quorum sensing dos isolados estudados está parcialmente prejudicado, devido 

às várias mutações no gene lasR, mas todos os isolados conservam o gene rhlR intacto, que 
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sustenta alguma atividade quorum sensing com produção de fatores de virulência 

importantes; 

 Pacientes com infecção crônica por P. aeruginosa com isolamento de outros BGN-NF 

apresentam maior alteração da função pulmonar do que pacientes com infecção crônica por 

P. aeruginosa com ou sem isolamento de S. aureus concomitante; 

 As alterações presentes no operon algTmucABD, quorum sensing e hipermutabilidade 

contribuem para a cronicidade dos pacientes com FC em relação à infecção por P. 

aeruginosa. 
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