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RESUMO

O uso excessivo de antibacterianos tem impulsionado a resisténcia antimicrobiana,
comprometendo até a prescricdo de carbapenémicos, ultima linha de defesa contra
bactérias Gram-negativas. No Brasil, a disseminacdo de Pseudomonas aeruginosa
resistente a carbapenémicos (CR-PA) esta associada ao gene blaspum.1 € ao clone
ST277, e os testes moleculares atuais para deteccdo de CR-PA podem ter sua
especificidade comprometida por polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) nas
sequéncias dos primers usados em PCR (do inglés, Polymerase Chain Reaction).
Assim, este trabalho teve como objetivo desenvolver primers a partir de sequéncias
do NCBI para monitorar variantes e otimizar a PCR para deteccao rapida de CR-PA.
Genomas brasileiros do GenBank foram analisados por BLASTn com o gene blaspw.-1
como referéncia e alinhados no software MAFFT, gerando uma sequéncia consenso
da qual o software Primer3 desenhou primers nas regides flanqueadoras, com
especificidade validada in silico. A triagem de 55.899 genomas identificou 517
isolados brasileiros, dos quais 82 apresentaram o gene blaspm.1 com 100% de
conservacao, reforcando a disseminacao clonal no pais. Foi selecionado um par de
primers (=Tm 60 °C; 55% de GC) que gera um amplicon de 1.019 pb, com
especificidade superior a do BLAST original. Conclui-se que o par de primers
selecionado é ferramenta promissora para detec¢cdo molecular, analise de SNPs e
sequenciamento, com relevancia direta para otimizar a PCR para deteccéao rapida de
CR-PA e, consequentemente, o manejo clinico de infeccbes associadas e para a
vigilancia epidemiolégica da multirresisténcia.

INTRODUCAO

Pseudomonas aeruginosa é uma bactéria Gram-negativa, aerébia e em forma de
bastonete, reconhecida como patdégeno oportunista relevante em ambiente
hospitalar devido a sua capacidade de desenvolver resisténcia a multiplas classes
de antibacterianos, o que torna indispensaveis a deteccao rapida e o0 monitoramento
epidemioldgico cuidadoso (WILSON; PANDEY, 2023). No Brasil, a disseminacao de
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isolados de P. aeruginosa resistentes a carbapenémicos (CR-PA, do inglés
Carbapenem-Resistant Pseudomonas aeruginosa) esta fortemente associada a
presenca do gene blaspm.1, que codifica a metalo-betalactamase de Sao Paulo
(SPM, do inglés, Sao Paulo Metallo-B-lactamase), intrinsecamente vinculado a
expansao do clone ST277, uma linhagem de alto risco e endémica no pais (DOS
SANTOS et al, 2023). Embora outras variantes enzimaticas também sejam
identificadas em isolados nacionais, a combinacdo blaspu.1/ST277 permanece a
principal responsavel pela perda de sensibilidade aos carbapenémicos no Brasil.
Atualmente, a deteccdo de CR-PA é realizada principalmente por testes moleculares
baseados em PCR, que constituem a base para a identificacao rapida da resisténcia
nesses isolados. Contudo, apesar da rapidez, da alta sensibilidade e da
especificidade desses ensaios, a ocorréncia de polimorfismos de nucleotideo Unico
(SNPs, do inglés Single Nucleotide Polymorphisms) nas regides-alvo pode
comprometer o anelamento e a especificidade dos primers utilizados, levando a
resultados falso-negativos. Diante disso, o presente trabalho teve como objetivo
desenvolver primers a partir da analise de sequéncias depositadas no banco de
dados do NCBI (National Center for Biotechnology Information) para monitorar
variantes e otimizar a PCR para detecc¢éo rapida de CR-PA.

MATERIAIS E METODOS

Inicialmente, foram coletados genomas de P. aeruginosa isolados nacionais a partir
de sequéncias depositadas no GenBank. Em seguida, realizou-se uma busca por
similaridade local via BLASTn, como referéncia foi utilizada a sequéncia do gene
blaspm1 (GU8B31565.1), 0 que permitiu extrair as regides gendmicas positivas
acrescidas de 300 pares de bases flanqueantes em cada extremidade.

As sequéncias obtidas foram alinhadas com o software MAFFT para analise da
variabilidade genética e geracdo de uma sequéncia consenso. Com base nessa
matriz, foi utilizado o software Primer3 para desenhar os primers ancorados
exclusivamente nas regides flanqueadoras, visando amplicons de 900 a 1.300 pares
de base (pb), com temperatura de anelamento (Tm, do inglés Melt Temperature)
entre 57 e 63 °C e teor de guanina-citosina (%GC) entre 40% e 60%. Por fim, a
especificidade in silico do par de primers selecionado foi confirmada por meio de um
novo BLASTn, garantindo anelamento exclusivo e elevada identidade nos loci-alvo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As infeccoes associadas a CR-PA apresentam elevada complexidade terapéutica
em razdo da coexisténcia de multiplos mecanismos de resisténcia, incluindo
mutagbes em proteinas de membrana externa, superexpressdao de bombas de
efluxo, producdo de betalactamases e alta capacidade de formacao de biofilme
(PANG et al., 2019). Esse cenario se agravou durante a pandemia de COVID-19,
impulsionado pela superlotagédo hospitalar, pela sobrecarga das equipes médicas e
pelo uso intensivo de antimicrobianos (RUSIC et al., 2021).
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A elevada diversidade de variantes alélicas que os genes de resisténcia podem
apresentar constitui uma limitagédo relevante para os ensaios moleculares atualmente
disponiveis: o foco em alvos ja conhecidos restringe o processamento simultaneo de
amostras e a deteccao de variantes emergentes, exigindo reformulacdo constante
dos ensaios e reanalise de amostras previamente processadas.

No presente estudo, a triagem de 55.899 genomas de P. aeruginosa depositados no
GenBank identificou 517 isolados brasileiros, dos quais 82 (15,9%) apresentaram o
gene blaspm1 com 100% de conservagdo de sequéncia. Essa elevada
homogeneidade reforca a hipétese de disseminacéao clonal de poucas linhagens da
bactéria no pais (DOS SANTOS et al., 2023) e viabilizou o desenho de um par de
primers universal, conforme ilustrado na Figura 1.

Conservagao do blaSPM em isolados brasileiros (n=82)
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Figura 1. Esquema do par de primers universal desenvolvido para deteccao do gene blaspy.1-
Fonte: elaborado pela autora.

A partir da sequéncia consenso, o software Primer3 permitiu selecionar o par de
primers de melhor desempenho para a detec¢cao completa do gene blaspum-1, cujas
caracteristicas estao descritas na Tabela 1.

Tabela 1. Sequéncia de nucleotideos e caracteristicas do par de primers
selecionado para deteccao do gene blaspm.1-

Primer Sequéncia (5'-3') Tm % GC Amplicon
Forward ACAATGACTCGAACCCCGTC 60,04 °C| 55 1019 pb
Reverse CGTTAAATGCACGGTTGGGG 60,11 °C| 55 P

O par desenhado amplifica um fragmento que inclui a regidao codificante completa do
gene blaspm.1 que contém 831 pb, acrescida das regides flanqueadoras utilizadas
para ancoragem dos primers, sem a formacdo de estruturas secundarias
problematicas. A validacao in silico confirmou especificidade e sensibilidade analitica
superiores as obtidas na busca inicial por BLASTn, tornando o conjunto estratégico
para 0 mapeamento de SNPs por sequenciamento Sanger ou por sequenciamento
de nova geragdo (NGS, do inglés Next-Generation Sequencing), ainda que sua
validagao in vitro permaneca necessaria.

A partir desse par de primers, também €& possivel conceber uma ferramenta
computacional para o monitoramento continuo de variantes (SNPs) na sequéncia
amplificada. Apesar da elevada homogeneidade do gene blaspy-1 Observada nos
isolados brasileiros, provavelmente resultante de forte pressao seletiva que limita a
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fixacdo de variantes no pais, € importante monitorar sua flutuacdo ao longo do
tempo, possibilitando a deteccdo precoce de variantes que possam comprometer
sua identificacao por métodos moleculares de rotina.

CONCLUSOES

A elevada conservacao do gene blaspm-1 NOS isolados brasileiros analisados confirma
a disseminacao clonal do gene no pais e validou o posicionamento dos primers nas
regides flanqueadoras, garantindo amplificacdo completa e sem viés do alvo. Os
primers desenvolvidos ainda precisam ser validados in vitro, mas apresentam-se
como uma ferramenta promissora para a deteccdo molecular, analise de SNPs e
sequenciamento. Dessa forma, os resultados obtidos tém relevancia direta para o
manejo clinico de infeccoes por CR-PA e para a vigilancia epidemioldgica da
multirresisténcia no Brasil.
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