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RESUMO: As infecgbes por Pseudomonas aeruginosa representam importante ameaca a
saude publica devido a sua elevada capacidade de desenvolver resisténcia antimicrobiana
(RAM). Nesse contexto, a tecnologia CRISPR-Cas surge como alternativa promissora no
combate a esse patégeno, inativando genes de resisténcia e potencializando a eficacia dos
tratamentos. Desta forma, esta revisdo objetivou avaliar a eficacia da tecnologia CRISPR-
Cas como ferramenta biotecnolégica no combate a RAM em P. aeruginosa. Trata-se de
uma revisao sistematica, seguindo o modelo PRISMA, com o auxilio do software Mendeley.
Utilizou-se os descritores consultados no DeCS/MeSH: “CRISPR-Cas” e “Pseudomonas
aeruginosa” combinados por meio do operador booleano “AND”. Foram selecionados 11
estudos originais, publicados nos ultimos 5 anos, disponiveis na integra, redigidos em inglés
ou portugués, conduzidos em modelos in vitro e in vivo. Foram excluidos trabalhos de revisao,
publicagdes duplicadas, textos restritos e temas nao associados. Os estudos indicam que
a tecnologia de CRISPR-Cas pode ser aplicada para identificagdo de genes associados
a sobrevivéncia e viruléncia de P. aeruginosa, para a inibigdo de genes reguladores da
resisténcia e modificagdo genética de bacteriéfagos. Conclui-se que essa tecnologia
apresenta grande potencial no enfrentamento da RAM em P. aeruginosa, possibilitando a
identificacao rapida e precisa de determinantes genéticos associados a resisténcia.
PALAVRAS-CHAVE: Edicao génica. Resisténcia bacteriana. Biotecnologia.

CRISPR-Cas SYSTEMS IN THE FIGHT AGAINST ANTIMICROBIAL RESISTANCE IN
Pseudomonas aeruginosa: A SYSTEMATIC LITERATURE REVIEW

ABSTRACT: Pseudomonas aeruginosa infections represent a significant threat to public
health due to the bacterium’s high capacity to develop antimicrobial resistance (AMR). In
this context, CRISPR-Cas technology emerges as a promising alternative to combat this
pathogen, by inactivating resistance genes and enhancing treatment efficacy. Thus, this
review aimed to evaluate the efficacy of CRISPR-Cas technology as a biotechnological
tool in combating AMR in P. aeruginosa. This is a systematic review, following the PRISMA
guidelines, with the assistance of Mendeley software. The search terms used in DeCS/
MeSH were “CRISPR-Cas” and “Pseudomonas aeruginosa,” combined using the Boolean
operator “AND.” Eleven original studies were selected; these were published within the last
5 years, available in full text, written in English or Portuguese, and conducted using in vitro
and in vivo models. Review articles, duplicate publications, restricted-access texts, and
unrelated topics were excluded. The studies indicate that CRISPR-Cas technology can be
applied to identify genes associated with the survival and virulence of P. aeruginosa, to inhibit
resistance-regulating genes, and to genetically modify bacteriophages. It is concluded that
this technology holds great potential for combating AMR in P. aeruginosa, enabling the rapid
and accurate identification of genetic determinants associated with resistance.
KEYWORDS: Gene editing. Bacterial resistance. Biotechnology.
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INTRODUGCAO

A resisténcia antimicrobiana (RAM) é caracterizada pela capacidade de
microrganismos em resistir a acao de medicamentos que anteriormente eram eficazes para
combaté-los. Esse fenbmeno tem se tornado uma das maiores ameacas a saude publica
mundial, pois dificulta o tratamento de infec¢cdes, aumenta o tempo de internagao hospitalar,
eleva os custos do sistema de saude e contribui para o0 aumento da mortalidade. De acordo
com a Organizagcdao Mundial de Saude (OMS), a resisténcia antimicrobiana esta entre
os principais desafios globais da saude publica do século XXI. Estima-se que, em 2019,
aproximadamente 1,27 milhdo de mortes tenham ocorrido diretamente em decorréncia de
infeccbes causadas por bactérias resistentes aos antimicrobianos, enquanto cerca de 4,95
milhées de mortes estiveram associadas a esse problema.

Nesse contexto, a bactéria Pseudomonas aeruginosa se destaca como um dos
patégenos de maior relevancia clinica (Owaid; Al-Ouquaili, 2025; Soliman et al., 2022).
Trata-se de um bacilo Gram-negativo, aerdbio e oportunista, amplamente distribuido no
ambiente, podendo ser encontrado em solos, aguas e superficies hospitalares. E um
importante agente de Infecgdes Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS), apresentando
riscos principalmente em pacientes imunocomprometidos, queimados, portadores de
fibrose cistica e individuos internados em unidades de terapia intensiva (UTI) (Owaid; Al-
Ouquiaili, 2025). Entre as manifestacdes clinicas mais frequentes associadas a esta bactéria
estdo pneumonias, infecgdes do trato urinario, na pele e em tecidos moles, septicemias e
infeccdes associadas ao uso de dispositivos médicos.

A importancia da P. aeruginosa esta relacionada nao apenas a sua capacidade de
causar infecgdes graves, mas também aos seus multiplos mecanismos de resisténcia aos
antimicrobianos. Essa bactéria pode produzir enzimas capazes de inativar antibioticos,
como beta-lactamases e carbapenemases, além de apresentar sistemas de bombas de
efluxo que expulsam os farmacos no interior celular (Soliman et al., 2022; Zhu et al., 2024).
Outros mecanismos incluem a reducgao de permeabilidade da membrana externa, mutacoes
genéticas e formacgao de biofilmes. Além disso, possui grande capacidade de adquirir genes
de resisténcia por transferéncia horizontal, favorecendo o surgimento de cepas multidroga-
resistentes (MDRs) (Huang et al., 2024; Owaid; Al-Ouquaili, 2025).

Devido ao elevado potencial patogénico e a crescente resisténcia aos antibiéticos,
a OMS classificou P. aeruginosa resistente aos carbapenémicos como um dos patdégenos
prioritarios para pesquisa e desenvolvimento de novos tratamentos. Apesar dos avangos no
desenvolvimento de antimicrobianos, as opg¢des terapéuticas disponiveis para o tratamento
de infec¢cdes causadas por essa bactéria ainda apresentam limitacées significativas. A
alta plasticidade genética da espécie, que se relaciona com a capacidade de aquisigao
de multiplos mecanismos de resisténcia, contribui para a reducédo progressiva da
eficacia dos tratamentos convencionais (Huang et al., 2024; Owaid; Al-Ouquaili, 2025).
Adicionalmente, os antibiéticos convencionais apresentam baixa especificidade, podendo
eliminar tanto microrganismos patogénicos quanto membros da microbiota residente,
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favorecendo a disbiose e a selecao de cepas resistentes. Nesse cenario, torna-se essencial
o desenvolvimento de abordagens terapéuticas inovadoras que ampliem as opg¢des para o
enfrentamento da resisténcia bacteriana.

Entre as possiveis estratégias e abordagens para mitigagdo da RAM, a técnica
CRISPR-Cas se mostra uma alternativa promissora. O sistema CRISPR &€ um mecanismo
de defesa encontrado naturalmente em bactérias e arqueas que consiste na captura de
pequenos fragmentos de DNA apds a invasao por virus e sua incorporagao em regioes do
genoma bacteriano (locus CRISPR). Essas sequéncias sao transcritas para a produgao de
RNAs guia que se ligam a proteinas, como a enzima Cas9, e permitem o reconhecimento
e eliminagao de futuros patégenos através de clivagens no DNA viral (Delago-Nukaray et
al., 2024; Huang et al., 2024). No combate a resisténcia antimicrobiana essa ferramenta
€ adaptada para o uso em edi¢cdo genética, possibilitando a sensibilizagdo bacteriana
a medicamentos, a eliminagdo de genes associados a resisténcia a antibidticos e a
compreensao de novos possiveis alvos farmacologicos (Xu et al., 2019; Qi et al., 2022;
Chen et al., 2023; Zhang et al., 2025; Sullivan et al., 2026).

Considerando a crescente disseminacao de cepas MDRs de P. aeruginosa e
o potencial da tecnologia CRISPR-Cas para o direcionamento especifico de genes
relacionados a resisténcia antimicrobiana, este capitulo tem como objetivo reunir e discutir
as evidéncias disponiveis sobre a aplicagdo desta tecnologia no combate a RAM em P,
aeruginosa, destacando suas perspectivas como ferramenta terapéutica e biotecnoldgica.

OBJETIVO

Analisar o potencial dos sistemas CRISPR-Cas como estratégia biotecnolégica
no combate a resisténcia antimicrobiana em Pseudomonas aeruginosa, abordando os
principais mecanismos de resisténcia bacteriana e as aplicagbes desta tecnologia na
identificacao e eliminagao de genes associados a resisténcia, a fim de avaliar seu potencial
como alternativa terapéutica.

METODOLOGIA

Trata-se de umarevisao sistematica da literatura, com abordagem qualitativa e carater
exploratério-descritivo, realizada em junho de 2026, conduzida segundo as recomendacodes
do Preferred Reporting ltems for Systematic Reviews and Meta-Analyses (PRISMA).
Foi utilizado o software de gerenciamento bibliografico Mendeley para organizagdo das
referéncias, gerenciamento das citagdes e identificacdo de estudos duplicados.

A busca foi efetuada nas bases de dados LILACS-BVS, PubMed, SpringerLink
e ScienceDirect, a partir da utilizacdo de descritores em lingua inglesa, previamente
selecionados nos Descritores em Ciéncias da Saude (DeCS) e no Medical Subject Headings
(MeSH). Os termos empregados foram: “CRISPR-Cas” e “Pseudomonas aeruginosa’,
sendo associados entre si por meio do operador booleano “AND”.

Foram estabelecidos como critérios de incluséo estudos originais publicados nos
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ultimos cinco anos, disponiveis integralmente em acesso aberto e redigidos nos idiomas
inglés ou portugués. Alémdisso, foram selecionados exclusivamente trabalhos experimentais
conduzidos em modelos in vitro e in vivo que investigassem o uso dos sistemas CRISPR-
Cas aplicados ao combate a resisténcia antimicrobiana em P. aeruginosa, incluindo
0s mecanismos de resisténcia, o funcionamento dessa tecnologia e a sua aplicagédo na
identificacao, modificacdo ou eliminacdo de genes envolvidos nesse processo. Quanto
aos critérios de exclusao, foram descartados estudos de revisao, publicagdes duplicadas,
trabalhos com acesso ao texto completo que exigissem afiliagcao institucional e aqueles que
nao demonstraram pertinéncia tematica ou que ndo responderam a questao norteadora da
revisao, assim como descritos na figura 1.

Aanalise quantitativa dos dados foi realizada considerando o total de estudos incluidos
na revisao, sendo as porcentagens determinadas a partir da frequéncia de ocorréncia de
cada variavel investigada em relagédo ao conjunto final de artigos selecionados.

Figura 1: Representagdao em fluxograma da metodologia.

Fluxograma da metodologia — Revis@o Sistematica da Literatura (PRISMA)

DESENVOLVIMENTO
RISPR-Cas Junho de 2026

Conduzida segundo as diretrizes PRISMA para revisdes

a basica,
lo-descritivo, sem

Pseudom a, incluindo mecanismos,

sistematicas da literatura.

Q ESTRATEGIA DE BUSCA

“CRISPR-Cas™

“Pseudomonas aeruginosa™

26 35 131 234 426

6 25 33 29 93

Composicio final da revisio

MeSH: H DeCS: PRISMA: P E R A LILACS: A BVS:B NCB
NLM: CRISPR: P

Fonte: Imagem gerada a partir da utilizagcao de Inteligéncia Artificial Claude (Anthropic) seguindo os padroes
descritos na metodologia com o seguinte prompt: de acordo com a metodologia aplicada na reviséo, crie um

um fluxograma ilustrativo e didatico sobre a tematica.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir do uso dos descritores estabelecidos foram identificados inicialmente 2.988
registros nas bases de dados consultadas. Apds a aplicagao dos critérios de elegibilidade,
remogao de duplicatas e etapas de triagem por titulo, resumo e leitura na integra, 11 estudos
atenderam aos critérios estabelecidos e foram incluidos nesta revisao (Figura 1 e Quadro

1),

Quadro 1: Caracterizagéo dos estudos incluidos na revisdo (n=11).

Autores Tecnologia Alvo principal
. . Resultados
(Ano) empregada investigado
Chen et al., | Sistema CRISPRI Gene regulador Papel do gene czcR na modulagédo da
2023 tipo I-F. czcR . resisténcia.
Delgado- . . B . .
Nundara Sistema CRISPR Sistema CRISPR- | Funcédo regulatéria, adaptacdo celular e
u
garay endogeno. Cas da cepa PAO1. | processos fisiologicos.
et al., 2024
. ) Interacdo: CRISPR-Cas e mecanismos
Huang et Analise funcional Elementos i L .
. o envolvidos na transferéncia horizontal de
al., 2024 molecular. genéticos moveis.
genes.
Owaid; ) Sistema CRISPR . )
. Sequenciamento ) . Arquitetura  do sistema CRISPR-Cas
Al-Ougqaili, o em isolados clinicos . .
gendmico. relacionado com fenétipos MDRs.
2025 MDR.
Qietal, CRISPRI Genes essenciais | CRISPRi como ferramenta eficiente de
2022 programavel. bacterianos. repressao génica em P. aeruginosa.
) Bacteriofagos , . O
Qinetal,, contendo ant Sistema de defesa | Estratégia terapéutica capaz de aumentar a
2022 bacteriano. eficiéncia de fagos contra cepas resistentes.
CRISPR.
Soliman et | PCR para detec¢do | Loci CRISPR-Cas [ Associacdo entre o sistema e diferentes
al., 2022 de CRISPR-Cas. | emisolados clinicos. | perfis de RAM.
) ) . . Andlise fenotipica temporal de genes
Sullivan et | Sistema CRISPRI Genes essenciais . . R
. . . essenciais envolvidos na sobrevivéncia
al., 2026 induzivel. bacterianos.
celular.
Edicao gendmica , Possibilidade de restaurar sensibilidade
Xu et al., . Genes relacionados . o .
via CRISPR-Cas . o bacteriana por edicao gendmica
2019 , a resisténcia. o
nativo. direcionada.
Zhang et | Screening genético Gene forB Identificou um novo alvo molecular capaz
al., 2025 via CRISPRI. pre. de potencializar a terapia baseada em galio.
CRISPR-Cas13a i . .,
Zhu et al., L Desenvolveu método rapido e sensivel para
+ amplificacéo Gene mexX. . o
2024 o diagnéstico molecular de RAM.
isotérmica.

Abreviagdes: CRISPR, Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats; Cas, CRISPR-

associated proteins; CRISPRI, CRISPR interference; PCR, Polymerase Chain Reaction; MDR, Multidrug
Resistant; PAO1, cepa laboratorial de referéncia de P. aeruginosa; mexX, gene codificador do sistema de
bomba de efluxo; czcR, gene regulador pertencente ao sistema CzcRS ; fprB; gene codificador da proteina
ferredoxina-NADP redutase, Anti-CRISPR, proteinas capazes de inibir a atividade dos sistemas CRISPR-
Cas bacterianos.
Fonte: Autores, 2026.
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Investigacao de mecanismos genéticos associados a RAM

Correspondendo a 36,4% (n=4) dos artigos selecionados, esta foi a categoria mais
frequente entre os estudos analisados. Soliman et al. (2022) identificaram, por meio de PCR
molecular, a presencade loci CRISPR/Cas emisolados clinicos de P. aeruginosa, observando
correlagao entre esses sistemas e diferentes perfis de resisténcia antimicrobiana. Chen et
al. (2023) utilizando um sistema CRISPRI do tipo I-F, demonstraram que o regulador CzcR
atua na modulagdo da RAM, evidenciando novos mecanismos regulatorios envolvidos na
adaptacao bacteriana.

Owaid e Al-Ougaili (2025), a partir de sequenciamento gendmico de isolados clinicos
altamente resistentes, observaram associagao entre o sistema CRISPR-Cas e fendtipos
MDRs. Huang et al. (2024) evidenciaram associagao funcional entre sistemas CRISPR-Cas
e elementos genéticos moéveis, sugerindo influéncia desses mecanismos no controle da
transferéncia horizontal de genes de resisténcia.

Em conjunto, esses dados demonstram que os sistemas CRISPR-Cas exercem
importancia significativa na dindmica evolutiva da RAM, influenciando processos de
adaptacado, aquisicdo e disseminagdo de determinantes genéticos associados a P
aeruginosa.

Identificacdao de genes essenciais e novos alvos terapéuticos

Representou a categoria mais frequente entre os estudos selecionados,
correspondendo a 45,4% (n=5) dos artigos incluidos na revisao. Os trabalhos destacaram
o uso de CRISPR de interferéncia (CRISPRi) como ferramenta para investigacao
funcional dos genes envolvidos na sobrevivéncia, adaptacao e viruléncia bacteriana.
Zhang et al. (2025) utilizaram uma triagem gendémica com CRISPri-seq e obtiveram
informacgdes sobre 618 genes essenciais em P. aeruginosa PA14, como o gene tuf,
que codifica o fator de tradugao Tu, importante para a sintese proteica, e o gene fprA,
determinante para a producgao da flavoproteina ferredoxina-NADP+ redutase, relacionada
no combate ao estresse oxidativo. Outros genes, como fprB, apresentaram alto potencial
como alvo em terapias com galio, por permitir, através de sua inativagdo, a redugao
na Concentragcado Inibitéria Minima (MIC) desse metal em cerca de 32 vezes, além
de facilitar a morte bacteriana em funcdo do acumulo intracelular dos niveis de ferro.

Sullivan et al. (2026) identificaram genes como o IpxC, responsavel pela sintese do
lipopolissacarideo (LPS), cuja deplecao via CRISPRI apresenta grande impacto na taxa de
morte celular, algo que pode ser amplamente explorado na fabricagao de novos antibiéticos,
principalmente embactérias MDRs.Ademais, o estudotambém determinou alvos terapéuticos
maissensiveis,comoogenelptA,envolvidonotransportede LPS paraamembranadebactérias
gram-negativas. Com a reducgao na expressao de IptA, a sobrevivéncia bacteriana tem uma
diminuicao consideravel devido aimpossibilidade da passagem de LPS até o envelope celular.

Resultados semelhantes foram observados por Chen et al. (2023), que
demonstraram que o regulador CzcR exerce importante papel de modulagdo da

PERSPECTIVAS MULTIDISCIPLINARES EM SAUDE: PRATICAS 1044

INTEGRATIVAS ENTRE BRASIL E PORTUGAL, VOL. 3



multidroga-resisténcia em P. aeruginosa. O silenciamento deste gene resultou na
redugdo da expressao de mecanismos relacionados a resisténcia antimicrobiana.

Os dados obtidos reforcaram o potencial dos CRISPR-Cas como ferramenta
terapéutica, uma vez que a inibicdo seletiva de genes de resisténcia pode restaurar a
sensibilidade bacteriana aos antibidticos convencionais e ampliar futuras estratégias no
combate as infecgdes causadas por cepas resistentes.

Bacteri6fagos modificados com sistemas CRISPR

Foi identificada em 9,1% (n=1) dos estudos. Qin et al. (2022) desenvolveram
bacteriéfagos geneticamente modificados contendo proteinas anti-CRISPR capazes de
suprimir infecgdes causadas por cepas resistentes de P. aeruginosa. A modificagao consistiu
na substituigdo do gene acrlE3 pelos genes acrlF1, acrlF2 e acrlF3, que bloqueiam o sistema
CRISPR da P. aeruginosa. Essa estratégia favoreceu a infecgao bacteriana pelos fagos e
ampliou seu potencial terapéutico.

Esses resultados demonstraram que a associagédo entre fagoterapia e tecnologia
CRISPR-Cas representa uma alternativa inovadora para o tratamento de infeccbes
causadas por bactérias MDRs.

Utilizagcao do sistema CRISPR-Cas endégeno na cepa PAO1

Os resultados obtidos por Delgado-Nungaray et al. (2024), correspondendo a 9,1%
(n=1), demonstram que o sistema CRISPR-Cas enddgeno na cepa PAO1 de P. aeruginosa
€ funcional e exerce papéis que vao além da defesa contra bacteriéfagos e outros
elementos genéticos invasores. Esse sistema participa da regulagao de genes associados a
mortalidade bacteriana, sendo eles: fliC, flgK e motA, mecanismos de quorum sensing, /asR,
rhiIR, transporte de membrana, metabolismo energético e processos adaptativos essenciais
para a sobrevivéncia celular. Além disso, foram observadas alteracées em diferentes vias
celulares associadas a presenca e atividade do sistema CRISPR-Cas.

Estes achados indicam que o CRISPR-Cas atua ndo apenas como um mecanismo
de imunidade bacteriana, mas também como importante regulador genético, sugerindo que
o sistema contribui para a adaptagao da P. aeruginosa a diferentes condigcbes ambientais,
podendo estar relacionados a viruléncia e a persisténcia bacteriana.

Métodos diagnésticos e ferramentas moleculares baseadas em CRISPR

Esta categoria corresponde a 9,1% (n=1) dos estudos incluidos na revisdo. O
estudo de Zhu et al. (2024) destacou o desenvolvimento de uma plataforma diagnéstica
baseada no sistema CRISPR-Cas13a associada a amplificagdo por recombinase
(RPA), voltada para a detecgdo rapida de determinantes genéticos de RAM em P.
aeruginosa, como o gene mexX. Combinando as especificidades do sistema com
técnicas de amplificagdo isotérmica, € possivel uma maior sensibilidade e redugao do
tempo diagnostico em comparagao com métodos convencionais de detecgao molecular.
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Essa abordagem representa um avango relevante na microbiologia diagndstica,
especialmente no contexto de infecgdes hospitalares por cepas MDRs, nas quais a
identificacdo precoce de genes de resisténcia € fundamental para a escolha terapéutica
adequada.

Limitagoes das aplicagoes dos sistemas CRISPR-Cas

Apesar do crescente interesse nos sistemas CRISPR-Cas em P. aeruginosa, a
maior parte das evidéncias disponiveis baseiam-se em analises genémicas e associagdes
inferenciais, com menor numero de estudos funcionais que comprovem diretamente seu
papel na modulagdo da RAM. Além disso, a heterogeneidade dos isolados clinicos e das
metodologias utilizadas limita a comparabilidade entre os estudos e dificulta a generalizagao
dos resultados obtidos.

A atividade dos sistemas CRISPR-Cas pode variar entre diferentes cepas, sendo
influenciada por mecanismos regulatérios ainda nao esclarecidos em sua totalidade, o que
restringe a compreensao de sua atuacado na transferéncia horizontal de genes. Atrelado
a isso esta a falta de padronizagao nos critérios de analise gendmica e na definicdo de
fendtipos de resisténcia, o que reforga a necessidade de investigagdes mais consistentes e
funcionais para elucidar seu real impacto nesses processos.

CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados desta revisdo evidenciam que os sistemas CRISPR-Cas representam
uma promissora ferramenta no enfrentamento da RAM em P. aeruginosa. Os achados
indicam que essa tecnologia tem contribuido para a identificacdo rapida e precisa de
determinantes genéticos associados aos mecanismos de resisténcia, além de possibilitar
a modulacéo e a inativacao seletiva de genes envolvidos nesse processo. Dessa forma,
o CRISPR-Cas amplia as perspectivas para o desenvolvimento de novas abordagens
terapéuticas voltadas ao controle de infecgbes causadas por isolados multirresistentes.
Entretanto, a predominancia de estudos experimentais e as limitagbes relacionadas a
aplicagao clinica evidenciam a necessidade de pesquisas adicionais que permitam avaliar
a seguranca, a eficacia e a viabilidade dessas estratégias em condigdes reais de infecgao.
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