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RESUMO

ESPINOZA MURNOZ, M. E. Resisténcia aos compostos de amonio quaternario (QACs)
de uso doméstico e hospitalar em patégenos prioritdrios multirresistentes. 2019.
Dissertacdo (Mestrado) -Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&o
Paulo, Séo Paulo, 2019

Compostos de amonio quaternario (QACs) tém sido amplamente utilizados como desinfetantes
e antissépticos, sendo essenciais na prevencdo e controle de infeccdes bacterianas na medicina
humana e veterinaria. Embora patégenos prioritarios multirresistentes tém sido muito bem
caracterizados quanto ao perfil de suscetibilidade e contexto genético da resisténcia aos
antibioticos, dados de resisténcia aos QACs sao limitados. Assim, 0 objetivo do presente estudo
foi avaliar a atividade in vitro dos QACs de uso doméstico e hospitalar [cloreto de benzalcdnio
(BAC), cloreto de cetilpiridinio (CPC) e brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB)], contra
patdgenos prioritarios multirresistentes, identificando os principais genes de resisténcia
associados. Foram estudadas 100 cepas multirresistentes — previamente sequenciados usando
as plataformas Illumina MiSeq e NextSeq — representativas de diferentes hospedeiros
(humanos e animais) e fontes (ambientes e alimentos). As cepas foram identificadas como
Klebsiella pneumoniae (n= 24), Escherichia coli (n= 30); Pseudomonas aeruginosa (n= 10),
Enterobacter spp, (n= 8), Acinetobacter baumannii (n=11) e Salmonella spp. (n=17). Genes
de resisténcia aos QACs foram identificados in silico através do alinhamento dos contigs
obtidos de cada cepa sequenciada com genes de referéncia obtidos do GenBank, utilizando o
programa Geneious versdao 8 (Biomatters Ltd). A identidade de cada gene foi analisada
utilizando o programa BLASTX, no qual um critério baseado em >90% identidade resultou na
identificacdo dos genes mdfA (77%), qackE (44%), qacEA1 (43%), sugE(c) (29%), emrE (21%),
gacA (19%), sugE(p) (5%), gacF (7%), gacH (7%) e gacL (7%) em 85 cepas; enquanto que 15
cepas ndo possuiam nenhum gene de resisténcia aos QACs. A concentracao inibitdria minima
(CIM) dos QACs para as 100 cepas foi determinada pelo método de microdiluicdo em caldo.
Os resultados sugeriram que a resisténcia em patdgenos prioritarios circulando na interface
humano-ambiente-animal ndo € restrita aos antibioticos, uma vez que a elevada ocorréncia de
genes gack, qacE41 e mdfA poderia estar associada com uma reducdo da suscetibilidade para
QACs. Consequentemente, a resisténcia aos QACs poderia também contribuir para a
persisténcia e adaptacao destes patdgenos nos seres humanos e outros animais, assim como em
ambientes impactados antropogenicamente.

Palavras chave: resisténcia, patdgenos prioritarios, compostos de amonio quaternario, genes
QAC, CIMs.


http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Biomatters&amp;action=edit&amp;redlink=1
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ABSTRACT

ESPINOZA MUNOZ, M. E. Resistance to quaternary ammonium compounds (QACs) for
domestic and hospital use in multiresistant priority pathogens 2019. Dissertacdo
(Mestrado) -Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo,
2019.

Quaternary ammonium compounds (QACs) have been widely used as disinfectants and
antiseptics, being applied as essential compounds in the prevention and control of bacterial
infections in human-and veterinary hospital medicine. Although multiresistant priority
pathogens have been well characterized with respect to their susceptibility profile and their
genetic context of resistance for antibiotics, studies of resistance to QACs are limited. Thus,
the objective of the present study was to evaluate the in vitro activity of QACs [(benzalkonium
chloride (BAC), cetylpyridinium chloride (CPC) and cetyltrimethylammonium bromide
(CTAB)] for household and hospital use against multiresistant priority pathogens, identifying
the main resistance genes associated. A hundred multiresistant isolates (previously sequenced
using the Illumina MiSeq and NextSeq platforms), representative of different hosts (humans
and animals) and sources (environment and food) were studied. Isolates were identified as
Klebsiella pneumoniae (n=24), Escherichia coli (h=30), Pseudomonas aeruginosa (n=10),
Enterobacter spp. (n=8), Acinetobacter baumannii (n=11) and Salmonella spp. (n=17). In
silico analysis for identification of genes conferring resistance to QACs were performed by
aligning the contigs obtained from the strains with reference genes deposited in GenBank, using
the Geneious version program (Biomatters Ltd). Similarities were analyzed using the BLASTX
online program, considering the alignment criteria based on > 90% identity. The result of these
analysis revealed the presence of the following QAC genes: mdfA (77%), qackE (44%), gacEAl
(43%), sugE(c) (29%), emrE (21%), gacA (19%), sugE(p) (5%), gacF (7%), qacH (7%) e gqacL
(7%); while 15 strains showed no resistance genes for QACs. Determination of QACs minimum
inhibitory concentration (MIC) for the 100 isolates, by the broth microdilution method. These
results suggest that resistance to QACs in priority pathogens, circulating at the human-
environment-animal interface, is not restricted to antibiotics, since the high occurrence of genes
gacE, gacEA1 and mdfA were associated with a reduced susceptibility to QACs. Consequently,
resistance to QACs could also contribute to the persistence and adaptation of these pathogens
in humans and othes animals, as well as in anthropogenically impacted environments.

Keywords: resistance, priority pathogens, quaternary ammonium compounds, QAC genes,
MIC
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17

1. INTRODUCAO

No comego do século XX pesquisas envolvendo os compostos de amdnio quaternario
(QACs) foram direcionadas para a sua utilizagdo como antimicrobianos de superficie e
desinfeccéo de equipamento hospitalar (MERIANOS et al., 1991). A atividade antimicrobiana
desses compostos foi reportada pela primeira vez em 1916 em um estudo que demonstrou a
atividade bactericida de QACs benzilados e acilados de hexametilenotetramina (JACOBS,
1916; HEGSTAD et al ., 2010). Em 1935, Domak publicou um estudo sobre as propriedades
germicidas dos sais de amonio quaternario, contendo pelo menos uma cadeia lateral longa
alifatica de 8-18 atomos de carbono, 0s quais apresentaram atividade antibacteriana. Apds esse
relato, os QACs foram introduzidos na clinica médica para lavagem das maos, desinfeccao pré-
operatdria da pele integra, aplicacdo a membranas mucosas e desinfec¢do de superficies ndo
criticas (MCDONNELL et al.,2001).

A liberacdo dos QACs como compostos antimicrobianos iniciou-se na década de 1930.
Em 1947, a agéncia de protecdo ambiental dos Estados Unidos aprovou oficialmente o primeiro
composto de amonio quaternario, para uso em formulagcdes desinfetantes e antissépticas,
denominado cloreto de alquil-benzil-dimetilaménio, ou cloreto de benzalconio (ADBAC ou
agrupacdo BAC). Em seguida, foram aprovados o brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB) e 0
cloreto de cetilpiridinio (CPC). Desde a sua introducdo no mercado, esses compostos foram
utilizados em combinagdo com outros ingredientes como etanol, formaldeido, peroxido de
hidrogénio, bisguanidas, ioddforos e aldeidos, para produzir antissepticos comerciais
(JENNINGS et al., 2015).

No Brasil, a liberacdo dos produtos domissanitarios com acgao antimicrobiana, segundo
a portaria n° 15 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, publicada em 23 de agosto de
1988, autorizou a utilizacao dos principios ativos aldeidos, formaldeido, glioxal, glutaraldeido

e paraformaldeido. Entre os compostos fendlicos foram autorizados o 4-terc-amilfenol, 2-
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benzil-4-clorofenol, 4-terc-butilfenol, cresdis, 2-fenilfenol, 2-hidroxidifenileter e 2-hidroxi-2’-
4-4’-triclorodifenileter. Também foram autorizados os quaternarios de amonio, cloreto de alquil
dimetil benzil amonio, cloreto de alquil dimetil etilbenzil amonio, cloreto de alquil dimetil
etiltoluil aménio, cloreto de lauril piridinio, cloreto e brometo de cetil trimetil aménio, cloreto
de alquil trimetil amonio, dicloreto de polioxietileno etileno e dicloreto de polioxietileno
metileno. Além desses compostos, foram liberados iodo e derivados, alcoois e glicdis e
biguanidas (ANVISA, 1988).

Na ultima década, os QACs tém sido mais estudados e passaram a ser aplicados em
diversas areas. As formulagBes que contém BAC sdo amplamente utilizadas na limpeza e
desinfeccdo domiciliar, estabelecimentos hospitalares e agricolas, na industria alimenticia e no
tratamento antifingico na horticultura e também empregado como conservante em produtos
farmacéuticos, como colirios oftalmicos e descongestionantes nasais (NOECKER et al., 2011).
O CPC normalmente faz parte das formulagbes de produtos de higiene pessoal, tais como
cremes dentais, pastilnas e enxaguatorios bucais. Ja compostos contendo CTAB tém
propriedades como agente estabilizante e também possuem aplicacdes industriais, como na
fabricacdo de amaciantes, condicionadores de cabelo e no tratamento de aguas residuais. Esse
composto também ¢é utilizado para extracdo de moléculas de DNA (CHAIDEZ et al., 2007;

DEUS et al., 2017).

1.1 Estrutura geral dos compostos de amonio quaternario (QACS)

Os QAC:s sdo agentes tensoativos ou surfactantes catidnicos, amplamente conhecidos
pela sua potente propriedade biocida. Esses compostos tém a capacidade de agir como
desinfetantes e antissépticos e a maioria das formulagdes que contém QACs em sua composi¢ao
ndo requerem enxague apos seu uso. O termo desinfetante refere-se a todas as formulacgdes que

sdo aplicadas em superficies inertes ou artigos inanimados com a finalidade de remover
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microrganismos patogénicos. J& o termo antisséptico é utilizado para todas as formulagdes que
conttm um agente germicida, microbicida ou bactericida, seguros para a aplicagdo em
organismos vivos, podendo ser utilizados na higienizagcdo das méos, anti-sepsia das feridas,
entre outras aplicacoes (OBLAK et al., 2018).

A estrutura quimica geral dos QACs apresenta uma porcdo catidnica, na qual o
nitrogénio estd ligado covalentemente a quatro grupos alquila ou arila, mantendo sua carga
positiva e a estabilidade da molécula independentemente do pH, além de uma porcéo anifnica,
carregada negativamente e constituida por cloro ou bromo (Figura 1). Os radicais alquila
encontram-se entre as moléculas de carbono C8 e C18, no entanto, os mais eficientes séo

aqueles produtos que contém uma combinacdo de C12-C14 (GERBA., 2015).

R R?

Figura 1. Estrutura geral dos compostos QACs

Fonte: (GERBA et al., 2015).

1.1.2 Cloreto de benzalcdnio (BAC)

O cloreto de benzalcdnio € um composto surfactante catiénico, conhecido também como
ADBAC ou BAC (cloreto de alquil-benzil-dimetilaménio ou cloreto de benzalcénio).
Estruturalmente sdo constituidos por uma regido hidrofdbica e outra hidrofilica e séo facilmente

solveis em agua, alcool e acetona (Figura 2). Sua utilizacdo como biocida € muito comum em
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ambientes hospitalares (humano-veterinario), na desinfeccdo de superficies, pele e mucosas
(BEIER et al., 2015). Na area de processamento de alimentos, este composto € utilizado com o
objetivo de garantir a seguranca microbioldgica dos produtos alimenticios, no entanto, a ampla
utilizacdo nessa area tem gerado uma grande preocupacédo sobre o possivel papel dos QACs na
disseminacdo das bacterias resistentes. Nos ultimos anos, esse problema vem sendo
frequentemente relatado em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas isoladas de alimentos

(JIANG et al ., 2015).

Figura 2. Estrutura quimica do cloreto de benzalc6nio
Fonte: (GERBA et al., 2015).

1.1.3 Cloreto de cetilpiridinio (CPC)

E um composto de aménio quaternario (Figura 3), reconhecido por possuir uma
atividade antimicrobiana de amplo espectro, além disso possui atividades potentes contra
fungos, como Candida albicans. Inicialmente, 0 CPC era destinado apenas como agente
germicida na aplicagdo cutanea, como por exemplo na preparacao de pacientes para posteriores
procedimentos cirurgicos de grande porte. Com o tempo, foram descobertas novas propriedades
do CPC, ampliando o seu campo de aplicacdo (HAGAN et al., 1946; EDLIND et al., 2005).

Atualmente, o CPC é frequentemente utilizado como componente importante na preparacdo de
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varios produtos de higiene pessoal, tais como cremes dentais, pastilhas e enxaguatdrios bucais;
com o intuito de prevencdo da placa bacteriana e do tratamento da gengivite, assim como
antisséptico em descongestionantes nasais (ZHANG et al., 2018; BEIER et al., 2016). O CPC
tem como alvo a membrana celular e, como agente de tensdo superficial, altera sua
permeabilidade levando ao vazamento do contetdo celular. Esse composto tem demostrado
muitos beneficios na reducdo de placa bacteriana e grande eficiéncia contra halitose, inibindo
0 crescimento microbiano e alterando a expressdo de genes relacionados a producdo de

compostos de enxofre volateis (LIU et al., 2013).

@ +m
Figura 3. Estrutura quimica do cloreto de cetilpiridinio

Fonte:(JENNINGS et al., 2015).

1.1.4 Brometo de cetiltrimetilamonio (Cetrimida)

O CTAB é um composto quimicamente tensoativo ou surfactante catidnico do tipo
amonio quaternario (Figura 4). Apresenta uma O6tima atividade contra bactérias Gram-
negativas e Gram-positivas em pH alcalino, mas sua atividade pode ser prejudicada na presenca
de detergentes anidnicos, pois formam um complexo insolavel. Como surfactante tipico, o
CTAB também possui propriedades de agente estabilizante (GAN et al., 2018). Na area
industrial, o0 CTAB é aplicado na fabricacdo de amaciantes e condicionadores de cabelo

(JENNINGS et al., 2015). Pela sua potente propriedade antibacteriana, € empregado na
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desinfeccdo de &gua (JIN et al., 2015). Na area de insumos da biologia molecular, o (CTAB) é
um surfactante muito utilizado numa concentracdo de 2%, para isolamento de DNA de tecidos

contendo altas quantidades de polissacarideos (CLARKE., 2009, SANTOS; ARAUJO, 2017).

Figura 4. Estrutura quimica do brometo de cetiltrimetilamonio.
Fonte: (GERBA et al., 2015).

1.2 Mecanismo de acéo

Os QACs sdo compostos bastante conhecidos desde a década de 1930, por apresentarem
uma atividade antimicrobiana de amplo espectro. Esses agentes catidnicos tém uma grande
afinidade contra a carga oposta. O alvo predominante desses compostos € a membrana
citoplasmatica e seu mecanismo de acdo (Figura 5) é baseado na interacao eletrostatica que
ocorre entre o nitrogénio, carregado positivamente, e a membrana citoplasmatica das bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas, dos bolores e leveduras, e de virus ndo lipidicos, carregadas
negativamente (BAZINA et al., 2019). Os danos causados na membrana celular ocorrem nos
seguintes eventos: (i) absorcédo e penetracdo dos QACs na parede celular; (ii) reacdo com a
membrana citoplasmatica (lipidio ou proteina), seguida da desorganizacdo da membrana; (iii)
extravasamento do conteddo de material intracelular de menor peso molecular devido ao
rompimento da membrana; (iv) desnaturacdo de proteinas, acidos nucleicos e enzimas; e (v)

lise da parede celular ocasionada por enzimas autoliticas (GERBA et al., 2015). No entanto, 0s
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QACs apresentam uma eficacia marcadamente aumentada contra bactérias Gram-positivas.
Isso é devido a presenca de uma Unica membrana citoplasmatica constituida por fosfolipidos e
uma parede celular mais espessa composta por uma camada de peptideoglicano, que ndo parece
atuar como barreira contra a entrada de substancias de alto peso molecular, como os QACs,
nessas bactérias. Esta maior eficdcia também € compartilhada com bolores e leveduras

(SHTYRLIN et al., 2016 ).

Figura 5. Mecanismos de a¢do dos QACs contra bactérias.
Legenda: A) MC; Membrana citoplasmatica

Fonte: Adaptado de JENNINGS et al., 2015.

1.3 Mecanismos de resisténcia aos QACs

O fendmeno de resisténcia aos QACSs é conhecido desde as décadas de 1950 e 1960 e,

da mesma forma como acontece com os antibiéticos, baseia-se nos mecanismos de resisténcia
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intrinseca e resisténcia adquirida. Atualmente, varios estudos descritos na literatura relatam o
aumento da resisténcia bacteriana a estes compostos (RUSSELL AD., 2003).

A resisténcia intrinseca geralmente estd mais evidenciada em bactérias Gram-
negativas, devido a presenca da membrana externa, e em Mycobacterium spp., devido a sua
composicdo estrutural da parede celular. Adicionalmente, esporos bacterianos também séo
intrinsecamente resistentes. Por outro lado, esta resisténcia também pode estar relacionada a
atividade basal das bombas de efluxo (HEGSTAD et al ., 2010).

A resisténcia adquirida pode ocorrer quando as bactérias sdo expostas por longos
periodos a formulagBes que contenham QACs. As concentragdes sub-inibitorias ndo séo
rapidamente neutralizadas e o ambiente pode vir a selecionar populagdes bacterianas resistentes
a altas taxas de concentragdo destes compostos, assim como acontece com os antibiéticos. A
resisténcia adquirida é ocasionada por mutacdo ou superexpressdo de genes cromossdmicos
enddgenos, ou pela aquisicao de elementos genéticos moveis, tais como plasmideos, integrons
e transposons, que abrigam genes de resisténcia (VIJAYAKUMAR et al., 2018).

A expressao reduzida de porinas € um mecanismo amplamente distribuido entre as
espécies Gram-negativas. As bactérias expostas a concentracoes subletais de QACs sdo capazes
de reduzir os niveis de OMPs, como OmpF e OmpA. A superexpressao de bombas de efluxo
também é um mecanismo bastante comum e confere resisténcia aos antibiéticos, QACs e
compostos toxicos, pois sua principal funcdo baseia-se na expulsdo de compostos nocivos para
a célula bacteriana (JIANG et al., 2017). Ha cinco principais classes de sistemas de efluxo, (i)
os transportadores de cassete de ligacdo ao ATP (ABC), (ii) transportadores de metabolitos de
farmacos, incluindo a pequena familia de resisténcia a multiplos farmacos (SMR), (iii) a grande
superfamilia de facilitadores principal (MFS), (iv) a familia de resisténcia-nodulac¢&o-divisdo
(RND) e (v) as proteinas de expulsdo de multiplos compostos toxicos (MATE) (AHMAD et
al.,, 2018). Elementos genéticos mdveis, como o0s grandes plasmideos portadores de

determinantes de resisténcia e integrons, sdo responsaveis por conferir resisténcia tanto aos
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antibidticos quanto aos QACs. Os integrons de classe 1 contém segmentos conservados nas
duas extremidades, 5’¢ 3’. A extremidade 3’ alberga um gene, qacEAI, que codifica uma
bomba de efluxo parcialmente deletada mas funcional, além do gene sull, que confere
resisténcia a sulfonamidas. Este fato aponta para a probabilidade da existéncia de resisténcia
cruzada entre antibioticos e 0s QACSs, ja que esses genes, que se encontram no mesmo segmento
conservado de DNA, conferem resisténcia aos ATBs e QACs, simultaneamente (AMOS et al.,

2018).
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Figura 6. Mecanismo de resisténcia dos QACs conferidos pelo sistema gqacA/R.

Legenda: QACs presentes no citoplasma (vermelho) ligam-se a QacR (amarelo), o regulador
transcricional negativo de gacA. Apos a ligacdo, QacR induz a producdo de QacA (verde).
QacA, uma bomba de efluxo ancorada na membrana, utiliza a forga motriz de prétons (FPP)
para remover 0s QACs do interior da célula e da membrana.

Fonte: Adaptado de (JENNIN et al., 2015).

1.4 Caracterizacdo molecular dos genes de resisténcia aos (QACs)

H& poucos relatos na literatura sobre a caracterizacdo molecular da resisténcia aos

QACs. Os genes mais prevalentes sdo cromossomicos e codificam bombas de efluxo, tais como
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sugE(c), emrE, ydgE, ydgF e mdfA, pertencentes a pequena familia de resisténcia a multidrogas
(SMR), com excecdo do gene mdfA, que pertence a superfamilia MFS. Também foram descritos
outros cinco genes, qack, gacEAI, qacF, gacG e sugE(p), que codificam bombas de efluxo
pertencentes a familia SMR e foram identificados em elementos genéticos moéveis, como 0s

plasmideos e integrons (ZOUet al ., 2014; JIANG et al., 2017).

1.5 Metodologias para teste de biocidas

Desde que os biocidas passaram a ser utilizados na desinfec¢éo e higiene dos hospitais
(humano-veterinario), ambientes domésticos e alimentos com o intuito de garantir a seguranca
microbioldgica, as industrias tém produzido diversos produtos contendo surfactantes
catiénicos, tais como os compostos de aménio quaternario.

Prévio a sua comercializacdo, desinfetantes e outros biocidas sd@o submetidos a testes
gue avaliam a sua atividade antimicrobiana. Para essa finalidade, a Norma Europeia (EM 1040
e EM 1276) padronizou o teste da suspensdo quantitativa de dilui¢cdo-neutralizacdo, cujos
critérios determinam que uma reducdo > 5 logio na contagem de coldnias vidveis apos 5 minutos
de incubacdo a uma temperatura de 20°C, é o critério utilizado para afirmar que o biocida
apresenta efeito bactericida (BUFFET-BATAILLON et al., 2012).

Em 1985 foi adotado no Brasil o método qualitativo de dilui¢cdo-uso, padronizado pela
“Association of Official Analytical Chemist” (AOAC), para avaliar o efeito dos desinfetantes
de uso comercial. Utilizando essa metodologia, Timenetsky (2005) avaliou o efeito de cinco
desinfetantes recém introduzidos no comércio e relatou que, apesar de apresentarem 99,99 %
de efeito germicida, um dos desinfetantes estava contaminado por Enterobacter spp.

Apesar das normas utilizadas serem suficientes para a libera¢do dos produtos contendo
biocidas como 0s QACs, esses documentos ndo estipulam critérios de interpretacdo para definir

resisténcia e sensibilidade dos microrganismos a esses Compostos.
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O método apropriado para a avaliacdo da resisténcia ou sensibilidade dos
microrganismos aos QACSs seria a determinacdo da concentracdo inibitoria minima (CIM),
através de diluicdo em &gar ou microdilui¢do em caldo. No entanto, ndo h& padronizacdo desses
testes para a anélise desses compostos, como ha para antibacterianos e alguns antifungicos.

Com o0 aumento da resisténcia aos QACs observado nos Ultimos anos, varios estudos
vém adaptando essas metodologias para avaliar a atividade antimicrobiana desses compostos
contra patégenos bacterianos, ja que séo faceis de executar e tem boa reprodutibilidade.

As interpretacdes utilizadas para antibacterianos e antifingicos ndo podem ser
aplicadas para os QACs, pois poderiam levar a conclusdes erradas. Por esta razdo, a maioria
dos trabalhos que tentam adaptar o parametro da determinagéo da CIM para esses compostos
classificam os resultados obtidos apenas como sensibilidade reduzida ou tolerancia aumentada
(ZOU et al 2014; WU etal ., 2015; BEIER et al., 2015; JIANG et al., 2015; DEUS et al., 2017;
ABDELAZIZ et al., 2019). Assim, ainda ha uma necessidade de padronizar os pontos de corte

para a determinacdo da sensibilidade ou resisténcia dos QACSs.

1.6 Bactérias multirresistentes

No Brasil, 0 aumento das infec¢Bes ocasionadas por microorganismos patogénicos que
apresentam resisténcia aos antimicrobianos, em ambientes hospitalares, € uma preocupagao.
Para combater esse problema, a limpeza e desinfecgdo nos hospitais é primordial e pode ser
realizada por processos fisicos ou quimicos, com a finalidade de destruir os microorganismos
patogénicos. Entre os agentes quimicos mais amplamente utilizados para limpeza e desinfec¢do
das superficies estdo os desinfetantes a base de compostos de amdnio quaternario, como o
cloreto de benzalconio (SANTA BARBARA.,, et al 2012).

A resisténcia das Enterobacteriaceae a multiplos antimicrobianos (MDR), representa
uma seria ameaca global para a saide humana, limitando muitas vezes as opg¢des de tratamento

na maioria das infecgoes.
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Em 2017, a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) publicou uma lista com uma
classificagdo de "patogenos prioritarios”, agrupando doze familias de bactérias resistentes a
antibiodticos, destacando principalmente a grande ameaga das bactérias Gram-negativas
resistentes a multiplos antibiéticos disponiveis para o tratamento humano, tais como
carbapenémicos e cefalosporinas de terceira geracdo; ja que nos centros hospitalares as
bactérias com esse perfil de resisténcia sdo responsaveis pela maioria das infecgdes mais
criticas, como as complicag¢fes dos quadros de septicemia e pneumonia.

De acordo com a ineficacia dos antibidticos em uso, a lista da OMS foi dividida em
trés categorias de prioridade. No primeiro grupo, de prioridade critica, estdo incluidos
Acinetobacter baumannii e Pseudomonas aeruginosa resistentes aos carbapenémicos e varias
Enterobacteriaceae, incluindo Klebsiella, E. coli, Serratia e Proteus, resistentes aos
carbapenémicos e produtoras de ESBL. No segundo grupo, de prioridade alta, estdo incluidos
Enterococcus faecium resistente a vancomicina, Staphylococcus aureus resistente a meticilina
e intermediario ou resistente a vancomicina, Helicobacter pylori resistente a claritromicina,
Campylobacter spp. resistentes a fluoroquinolonas, Salmonella resistente as fluoroguinolonas,
e Neisseria gonorrhoeae resistente as cefalosporinas e fluoroquinolonas. O terceiro grupo, de
prioridade média, inclui Streptococcus pneumoniae penicilina ndo suscetivel, Haemophilus
influenzae resistente a ampicilina, e Shigella spp. resistentes as fluoroguinolonas (OMS, 2017).
A resisténcia as polimixinas é um outro problema clinico, e atualmente a resisténcia mediada
por mutacdo ou producdo de fosfoetanolamina transferase codidificada por plasmideos que
carregam genes mcr, tém sido mundialmente reportada em E. coli, K. pneumoniae,
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Salmonella spp., incluindo cepas
resistentes aos carbapenémicos e/ou fluoroquinolonas (ANTOCHEVIS et al 2018; CAYO et
al., 2018; CERDEIRA et al., 2018; FERNANDES et al 2017; MOURA et al., 2018; SELLERA

etal., 2018).
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Essas bactérias multirresistentes atualmente ndo estdo restritas as infeccOes
hospitalares, e tém se disseminado em diferentes ecossistemas, incluindo humanos, animais de
companhia, alimentos e meio ambiente, e vém sendo associadas com processos infecciosos de
importancia clinica, tanto na medicina humana como veterinaria (BASSETT] et al., 2016).

Frente a esse panorama, torna-se importante avaliar o efeito de QACs contra essas
espécies bacterianas multirresistentes para garantir sua eficacia, principalmente na limpeza

hospitalar, e auxiliar na diminuicéo da disseminacgéo da resisténcia.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade in vitro dos QACs de uso doméstico e hospitalar [cloreto de
benzalcénio (BAC), cloreto de cetilpiridinio (CPC) e brometo de cetiltrimetilamonio (CTAB)],
contra patdgenos prioritarios multirresistentes, identificando os principais genes de resisténcia

associados.

2.2 Objetivos especificos

1.  Padronizacdo dos métodos de microdiluicdo em caldo e diluicdo em &gar para
avaliar a suscetibilidade bacteriana aos QACs.

2. ldentificag&o in silico dos genes de resisténcia aos QACs em cepas bacterianas
com sequenciamento de genoma completo.

3. Detectar a presenca dos genes de resisténcia aos QACs por PCR convencional.

4.  Correlacionar a presenca de genes de resisténcia aos QACs com valores de CIM.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Cepas bacterianas

Nos ultimos anos, nosso grupo de pesquisa vem realizando o monitoramento de
bactérias Gram-negativas multirresistentes, isoladas de diferentes hospedeiros e ecossistemas.
Neste estudo, foram escolhidos 100 cepas da nossa colecdo bacteriana, representativas de
hospedeiros (humanos e animais) e fontes (ambientes doméstico, aquatico e alimentos);
pertencentes as especies Klebsiella pneumoniae (n=24), Escherichia coli (h=30); Pseudomonas
spp. (n=10), Enterobacter spp.,(n=8), Acinetobacter baumannii (n=11) e Salmonella spp.
(n=17). Todas as cepas foram previamente sequenciadas usando as plataformas Illumina MiSeq
e NextSeq. Os detalhes sobre as caracteristicas das cepas selecionadas para este estudo podem
ser observados no Quadro 1. Foram utilizadas cepas ATCC como controle para a padronizacao
dos métodos de diluicdo em &gar e microdiluicdo em caldo para determinacdo das CIMs aos
QACs. Dados do sequenciamento de algumas cepas ATCC foram obtidas da base de dados

GenBank. Quadro 2.
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Quadro 1. Caracteristicas epidemioldgicas e genotipos de resisténcia aos antimicrobianos das cepas selecionadas para este estudo.

ID das cepas

Origem

Microorganismo

Estado/Pa
is

Ano

ST/GC

Genes de resisténcia

Referéncia

KP488

Humano

K. pneumoniae

SP/BR

2011

11/258

aacA4, aac(3)-11a, blakpc-, blaskv-11,
blarem-1g, blaoxa-2, fosA, ogxA, 0gxB,
catAl, dfrA30, sull.

Cerdeiraetal., 2018

KPHU468

Humano

K. pneumoniae

SP/BR

2015

29/29

aac(6")Ib-cr, aac(3)-lla, aph(6)-1d, aph(3")-
Ib, blastv-ss, blatem-1s, blaoxa-1, blactx-m-1s,
0gxB, ogxA, gnrB1, fosA, catB4, sul2,
tet(A), dfrAl4.

Moura et al., 2017

1194

Humano

K. pneumoniae

SP/BR

2011

340/258

aph(3”)-Ib, aadAl, aac(6')-1b3, aac(3)-
I1d, rmtG, aph(6)-Id, aadA2, blarem-1s,
blaskv-1s2, . blacTx-m-15, blakec-2, blaoxa-s.,
0gxB, ogxA, gnrB19, catAl, ARR-6, sull,
sul2, tet(B), dfrA8, dfrA14, dfrA15.

Cerdeira et al., 2018

KPN535

Humano

K. pneumoniae

SP/BR

2011

340/258

aadAl, aph(3"-Via, aph(3"-la, aac(3)-11d,
aadA2, blastv-11, blakec-2, blactx-m-s,
gnrB19, ogxA, fosA, cmlAl, sul3, sull,
dfrAl4, dfrAl12.

Cerdeira et al., 2018

Kp148

Ambiente
aquatico

K. pneumoniae

SP/BR

2011

437/258

aac(6")Ib-cr, aph(3")-la,blasnv-11, blacTx-m-
15, blaoxa-1, blakpc-2, 00XB, 0gXA, fosA,
mph(A), catB4, catAl, sull, tet(A), dfrA30.

Cerdeira et al., 2018

BL-1-05(3)

Humano

K. pneumoniae

AM/BR

2013

198/198

blacrx-m-1s, blarem-1s, blasnv-11, aac(3)-1la,
StrA, aac(6°)Ib-cr, 0gxA, fosA, catAl, sul2,
tetA.

Né&o publicado

Kp196

Ambiente
aquatico

K. pneumoniae

SP/BR

2011

437/258

aac(6")Ib-cr, aph(3')-la, blaSHV-11, blaoxa-
1, blakec-2, blactx-m-15, @aac(6")1b-cr, 0gxB,
ogxA, fosA, mph(A), catB4, sull, dfrA30.

Cerdeira et al., 2018

KPC45

Humano

K. pneumoniae

MG/BR

2015

11/258

blactx-m-15, blaswv-11, blakec-2, 0gxB, 0gXA,
fosA, sul2.

Cerdeira et al., 2018

KPBrl

Humano

K. pneumoniae

SP/BR

2003

442/258

aph(3")-Via, aadAl, aac(6')-31, blastv-11o,
b|aCTx.|\/|.9, b|a||v|p.1, OQXB, OC]XA, fOSA, sull

Lincopan et al., 2005

606B

Animal de
producéo

K. pneumoniae

MG/BR

2011

340/258

aadA2, aac(3)-11d, strA, aph(3")-la, aph(6)-
Id, blarem-1a, blaskv-11, blacrx-m-15, gnrS1,

Cerdeira et al., 2018
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0gxB, ogxA, mph(A), catA2, floR, sull, sul2,
tet(A), tet(D), dfrAl4, dfrAl12.

KP76 Animal de K. pneumoniae PB/BR 2015 231/231 ant(2")-1a, aph(3')-la, aac(6")Ib-cr, aac(3)- | Silvaetal., 2018
companhia lla, aph(3")-1b, aph(6)-1d, aadA2, aadAl,
blashv-1, blatem-1e, blaoxa-1, blacTx-m-s,
0gxB, ogxA, fosA, gnrB1, mph(A), sul2,
sull, catB4, tet(A), dfrAl4, dfrAl2, dfrA21
SIC4 Animal de K. pneumoniae SP/BR 2017 340/258 aph(3')-la, aac(3)-11d, aadA2, blarem-1s, Néo publicado
companhia blactx-m-15, blasnv-11, gnrB19, ogxB, 0gxA,
fosA, mph(A), sull, tet(D), tet(A), dfrA12,
dfrA25.
IBL2.4 Ambiente K. pneumoniae SP/BR 2013 | 11/258 blashv-11, blakec-2, XA, 0gxB, fosA, tet(A), Cerdeira et al., 2018
aqguatico dfrA30.
Kpl71 Ambiente K. pneumoniae SP/BR 2011 340/258 aadA2, aac (3)-11d, blasky-11, blarem-1e, Cerdeira et al., 2018
aquatico blakpc-2, blacTx-m-15, 00XA, 0gxB, gnrB2,
fosA, catA2, sull, tet(D), dfrA12, dfrA25.
S8.3 Animal K. pneumoniae SP/BR 2017 617/10 blactx-mis Né&o publicado
selvagemm
S10 Animal K. pneumoniae SP/BR 2017 11/258 aacA4, aac (3)-1la, blastv-11, blatem-1s, Néo publicado
selvagemm blaoxa-2, blakec-2, aac (6') 1b-cr, 0gxB,
ogxA, fosA, mph(A), catA, sull.
S7 Animal K. pneumoniae SP/BR 2017 11/258 aac (3)-11d, aadA2, rmtB, aph (3")-1b, aph | N&o publicado
selvagemm (6)-1d, blasnv-11, blatem-1s, blakec-2, blacTx-
M-14, 00Xa, 00Xs, qNrB19, fosA, erm(42), sull,
sul2, tet(G), dfrAl12.
1ECKPC Humano K,pneumoniae LI/PE 2017 340/258 aadAl6, aacA4, aadA2, blatem-1a, blasnv-11, | Cerdeira et al., 2018
blaoxa-2, blakec-2, aac(6")-1b-cr, ogxB, ogxA,
gnrB52, fosA, mph(A), arr-3, sull, tet(D),
dfrA27.
KpHu421 Humano K. pneumoniae SP/BR 2012 29/29 aac(3)-11a, aac(6")Ib-cr, aph(6)-1d, aph(3")- | N&o publicado
Ib, blacTx-m-15, blaskv-g3, blatem-1s, blaoxa,
0gxB , ogxA , qnrB66, aac(6")Ib-cr, fosA,
sul2, tet(A), dfrAl4.
S3.2 Animal K. pneumoniae SP/BR 2017 11/258 aph(3')-la, aacA4, blaoxa-2, blaskv-11, Né&o publicado
selvagemm blakpc-2, blacTx-m-2, 00xB, 0gxA, aac(6")Ib-

cr, fosA, mph(A), catAl, sull.
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KpHu585 Humano . pneumoniae SP/BR 2015 29/29 aac(3)-11a, aph(6)-Id, aph(3")-1b, aac(6")Ib- | N&o publicado
cr, blactx-m-1s, blaswv-g3, blarem-1s, blaoxa-1,
0gxB, ogxA, aac(6")Ib-cr, gnrB66, fosA,
catB4, sul2, tet(A), dirAl14
AKP Ambiente . pneumoniae SP/BR 2017 307/307 aph(3")-Ib, aac(6")Ib-cr, aph(6)-1d, blatem- | Nao publicado
doméstico 18, blasnv-28, blaoxa-1, blactx-m-1s, aac(6')|b—
cr, ogxA, ogxB, qnrB66, fosA, sul2, tet(A),
dfrAl4.
KPBL-I1I- Humano . pneumoniae AM/BR 2013 198/10 aac(6")-Ib-cr, aac(3)-11a, aph(6)-1d, Né&o publicado
02(1) aph(3”)-Ib, blatem-1s, blasqv-s1, blactx-m-s,
blaoxa-1, 0gxB, aac(6")-Ib-cr, gnrB1,0gxA,
fosA, catB3, catAl,sul2, tet(A), dfrAl4.
KPBL-III- Humano . pneumoniae AM/BR 2013 198/10 aac(6")-Ib-cr, aac(3)-11a, aph(6)-1d, Né&o publicado
03(1) aph(3”)-Ib, blatem-1s, blaskv-s1, blacTx-m-1e3,
blaoxa-1, aac(6')-1b-cr, ogxB, ogxA, qnrB1,
fosA, catB3, catAl,sul2, tet(A), dfrAl4.
HECO01 Humano . coli SP/BR 2017 117/SN aph(6)-1d, aph(3")-1b, blacrx-m-s, blatem-1s, | Fernandes et al., 2018
blac'rx.M.55, fOSA3, SU|2, dfrA5.
Ec05 Animal de . coli AM/BR 2013 6993/SN blactx-m-14, blatem-18, erm(B) Né&o publicado
companhia
ICBEC79H Humano . coli RN/BR 2016 224/SN aph (3’) -la, aadAl, aac(3)-Via, blacrx-m-2, | Ndo publicado
sul2, sull, tet(A), mer- 1
ICBEC72H Humano . coli RN/BR 2016 101/101 mcr-1.1 Fernandes et al., 2016
ICBEC2AM | Ambiente . coli SP/BR 2016 1638/10 mcr-1.1 Fernandes et al., 2017
aquatico
ICBEC3AM | Ambiente . coli SP/BR 2016 46/46 aadAl, aph(6)-1d, aph(3")-Ib,blarem-1g, Fernandes et al., 2017
aquatico mcr-1, gnrB19, catAl, sul2, sull, tet(A),
dfrAl, dfrA8.
ICBEC7TAM | Ambiente . coli SP/BR 2016 10/10 blactx-m-s Né&o publicado
aquatico
34VL Animal de . coli SP//IBR 2014 90/23 aph(3')-la, aadA>5, aac(3)-11d, aph(3")-Ib, Né&o publicado
produgéo aph(6)-1d, blarem-1g, blacrx-m-15, qnrB19,
mph(A), sul2, sull, tet(B), dfrAl7.
13B Animal de . coli SP/BR 2014 90/23 aph (3"-la, aph(6)-1d, aac(3)-11d, aadA>5, Sartori et al.,2017
producéo aph(3")-1Ib, blatem-1s, blacrtx-m-15, mph(A),

sul2, sull, tet(B), tet(A), dfrA8, dfrAl7.
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44924 Animal de E. coli SP/BR 2012 2541/SN | blactx-m-s, tetB. Melo L.C et al. ,2018
companhia
ECCF1 Alimento E. coli SP/BR 2013 93/168 aph(3’)-1b, aph(6)-1d, aac(3)-11d, blarem- | Casella et al., 2015
18, blacTx-m-s.
ICBECPX6 | Animal E. coli SP/BR 2017 744/10 aadA5, aph(3")-Ib, aph(4)-la, aph(6)-1d, Selleraet al., 2018
selvagemm aac(3)-1Va, blacrx-m-2, blarem-1s, mph(A),
mph(B), catAl, floR, sull, sul2, tet(A),
tet(B), dfrAl7, dfrA7.
ICBECG2 Animal de E. coli SP/BR 2017 648/648 aac(3)-Via, aadAl, blacrx-m-2, qnrB19, Fernandes et al., 2018
companhia sull, sul2, tet(B), blacrx-m-2.
ICBECG4 Animal de E. coli SP/BR 2017 648/648 aadADb, blatem-1s, blacrx-m-15, erm(B), Fernandes et al., 2018
companhia mph(A), sull, tet(B), dfrAl17.
44917 Animal de E. coli SP/BR 2012 371/350 blactxm-2 Melo L.C et al. ,2018
companhia
SIC2 Animal de E. coli SP/BR 2017 648/648 aac(3)-11a, aac(6")Ib-cr, aadA>5, blactx-m-15, | N@o publicado
companhia blaoxa-1,aac(6")Ib-cr, mph(A), sull, tet(B),
tet(A), dfrAl7.
SIC1 Animal de E. coli SP/BR 2017 648/648 aadAb, ant(2”)-la, aadAl, blactx-m-1s, N&o publicado
companhia catAl, sull, tet(B), dfrA17.
ECTALHA | Animal E. coli SP/BR 2017 5506/SN | aadAl16, aadAl, aph(3')-la, aac(3)-Vla, Né&o publicado
selvagemm blarem-1c, blactx-m-2, mdf(A) sull, tet(A),
dfrA27.
44921 Animal de E. coli SP/BR 2012 | 457/SN blactxm-2, qnrA, gnrB Melo L.C et al. ,2018
companhia
E.cMLT Humano E.coli CB/BO 2017 1508 aph (3)-la, aph(6)-Id, aph(3")-Ib, blarem- | N&o publicado
18, blactx-m-69, mer-1.1, gnrB19, fosA3, floR,
sul2, tet(A), dfrAl.
E.cIB36 Humano E.coli CB/BO 2016 457/SN aadAl, aac(6’)-Ib, aph (3")-lb, aph(6)-1d Né&o publicado
aadA2, blacrx-m-s, blacTx-m-s9, blatem-1c,
blaoxa-s, mer-1.1, aac(6’)-Ib-cr, fosA3,
mdf(A), floR, cmlAL, sul3, sul2, tet(A),
dfrAl12.
R-3 Humano E.coli CB/BO 2017 457/SN aph (3”)-Ib, aph(6)-Id, blarem-1z, mdf(A), Né&o publicado

mph(A), sul2, tet(B), dfrA8.




36

278H Humano E.coli SP/BR 2017 624/648 aph(6)-1d , aadAl, aph (3”)-lb, aadA2, Né&o publicado
aph (4)-la, aac(3)-1V, blatem-18, mer-1.1,
mdf(A), catAl, cmlAl, sul3, tet(A), dfrAl.
277H Humano E.coli SP/BR 2017 Novo aac(3)-11d, blarem-1g, blaspv-12, mer-1.1 N&o publicado
67B Animal E.coli NB/CH 2018 | 2705 blactx-m-s N&o publicado
selvagemm
63 Animal E. coli NB/CH 2018 Nova blactx-m-s Né&o publicado
selvagemm
16VS Animal de E.coli SP/BR 2014 90/23 aph (3’)-1a, aadA5, aac(3)-1ld, aph (3”)-lb, | N&o publicado
producgéo aph(6)-1d, blacrx-m-1s, blatem-1s, mph(A),
sul2, sull, tet(B), dfrAl12.
14071 Humano E. coli PR/BR 2017 224/SN aph (3°) -la, aadA1, aadA2, blacrx-m-, Néo publicado
blarem-1a, mer-1.1, mdf(A), cmlA1l, sul3,
tet(A), dfrAl2.
14462 Humano E. coli PR/BR 2017 Novo aph (3’)-la, aadAl1, mer-1.1, gnrB19, floR, Né&o publicado
sul2, tet(B).
N1 Humano E. coli ARG 2012 8125/10 aac(3)-lla ,aac(6")1b3, blacrx-m-2, blarem-18, | Ndo publicado
blaoxa-2, aac(6")1b-cr, sull, dfrA8.
151 Alimento E. cloacae SP/BR 2016 | 927/SN blacrx-m-is, blaoxa-1, blarem-1s, blaacr-, Né&o publicado
Espinafre StrA, strB, aac(3)-11a, aac(6°)Ib-cr, aadAl,
gnrB1, sul2, drfAl4, catAl, catB3, tet(A),
fosA
SIC3 Animal Enterobacter spp | SP/BR 2017 114/SN aac(6")Ib-cr, aadAl, aac(3)-11a, blaacrt- Né&o publicado
16,b|aox/.\.1, b|ac'rx.|\/|.15, aac(6')-|b-cr, anBl,
fosA, catB4, tet(A), dfrAl4, dfrAl,
BL-1I-14 (1) | Humanao E. kobei AM/BR 2013 | 414/SN blactx-m-s, blatem-1a, blaoxa-e, aac(6’)-1b, Néo publicado
aadAl, aac(6’)Ib-cr, fosA
BL-111-03 Humano E. kobei AM/BR 2013 125/SN blactx-m-15, blatem-1s, blaoxa-1, aac(6’)Ib-cr, | N&o publicado
2 StrA, strB, aac(3)-1la, aadAl, gnrB1, fosA,
catB3, catAl, sul2, tetA, dfrAl4
ICBECLAM | Ambiente E. cloacae SP/BR 2016 520/10 blakpc-2, blactx-m-15, blaoxa-17. Sellera et al.,2017
6 aquatico
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Ec9 Humano E. cloacae SP/BR 2013 184/184 | aac(6’)Ib, rmtG, aadAl, blaact7, blactx-m-2, | N&o publicado
blaoxa-o, blatem-1a, aac(6")Ib-cr, fosA,
mph(A), sul2, sull, dfrAl14
Ecl3 Humano E. cloacae SP/BR 2013 121/28 aac(6°)Ib, rmtG, aadAl, blactx-m-2, blaacrz, | Néo publicado
blaoxa-s, blarem-1a, aac(6')Ib-cr, fosA, sul2,
sull, tet(C).
4 E.clo Humano E.cloacae ARG 2016 66/SN aph (3"-1b, blarem-18 , blaacr7, qnrB19, Né&o publicado
fosA,
sul2.
ICBHVIM 2 | Humano P. aeruginosa SP/BR 2017 233/SN aadA2, aph(3)-llb, aac(3)-1la, aph(6)-l1d, | Fernandes et al., 2018
aac(3)-1d, aac(6")1b-cr, blaogxa-s0, blacTx-m-
15, blatem-1s, blavim -2, blaoxa-s, blaskv.ss,
aac(6")Ib-cr, ogxA, fosA, catB4, cmilAL,
catB7, sul2, sull,tet(A), tet(G), dfrB5,
dfrAl4.
IVBSVIM2 | Ambiente P. aeruginosa SP/BR 2017 233/SN aadA2, aph (3')-1lb, aac (3)-1d, blaoxa-so, Fernandes et al., 2018
doméstico blaoxa-4, blavim -2, blapao, cmlAl, catB7,
sull, tet(G), dfrB5,
ICBDVIM2 | Animal P. aeruginosa SP/BR 2017 233/SN aadA2, aac (3)-1d, aph (3")-1Ib, blapao, Fernandes et al., 2018
blaoxa-s0, blaoxa-4, blavim 2, fosA, cmlAl,
catB7, sull, tet(G), dfrB5.
Pal9 Ambiente P. aeruginosa SP/BR 2010 2771270 aadA7, aph (3')-11b, aac(6')-1b3, blapao, Turano et al.,2016
Aguatic blasem-1, blaoxa-ss, blaoxa-sss CrpP,
aac(6’)-Ib-cr, fosA, cmx, sul.
CIB Helena | Humano P. aeruginosa SP/BR - 884/SN aph (3"-1lb, blapao, blaoxa-ass, crpP, fosA, | Nao publicado
catB7.
CCBH19841 | Humano P. aeruginosa RJ/BR - 2726/SN | aph (3")-I1b, blakec-2, blapao, blaoxa-sss, Né&o publicado
fosA, catB7.
CCBH24061 | Humano P. aeruginosa RJ/BR 1978/73 aac(6")-11, blavim-, crP, sull N&o publicado
P.aD6 Ambiente P. aeruginosa SP/BR 2013 Novo aph(3"-11b, aac(6")1b3, aadA6, blapao, Néo publicado
aquatic blacTx-m-2, blaoxa-ass, @ac(6")1b-cr, fosA,
catB7, sull.
P.a 64 Humano P. aeruginosa SP/BR 2009 1560/SN | aac(6’)-11, aph (3')-11b, aac(6')-1b3, blarao, | Polotto et al., 2012

b|aGEs.5, blaOXA.395, Cer, aac(6’)-|b-cr,
fosA, catB7, catB3, ARR-4, sull.
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64H Humano P. putida SP/BR 2017 Novo aph (3)-VI, aph (3”)-1b, aadAl, aac(6')-31, | N&o publicado
aac(6")-11, aph(6)-1d, blavim-2, blaime-1o,
sull.
STO18 Alimento S. Heidelberg SP/BR 2016 15/SN aac(6’)-1aa, blacmy-2, fosA7, sul2, tet(A) Né&o publicado
Frango de corte
SE2 Alimento S. Enteritidis SC/BR 2012 11/11 aac(6’)-laa, gyrA N&o publicado
Frango salgado
ST019 Alimento S. Heidelberg SP/BR 2016 15/SN aac(6°)-1aa, blacmy-2, f0sA7, sul2, tet(A) Né&o publicado
Frango de corte
STO13 Alimento S. Typhimurium PR/BR 2015 19/SN aac(6°)-laa, aac(3)-lla, aadAl,blarem-1a, Né&o publicado
Frango de corte gnrEl, sull, tet (A).
ST014 Alimento S. Typhimurium | SP/BR 2015 19/SN aadA2b, aac(6°)-1aa, blarem-1s, tet(M), tet Néo publicado
Frango de corte (A), drfAl2.
ST015 Alimento S. Typhimurium SP/BR 2015 19/SN aph (37)-Ib, aph (6")-1d, aac(6)-1aa, Né&o publicado
Estomago de blarem-1a, 0gXA, 0gxB, floR, sul2, tet (B)
suino
STO06 Alimento S. Typhimurium PR/BR 2015 19/SN aph (3)-Ib, aph (6")-1d, aac(3)-1la, aadAl, | N&o publicado
Frango de corte aac(6’)-1aa, blatem-18, gnrEL, floR, sull, tet
(A), drfA
S105 Alimento carne | S. Infantis SC/BR 2015 | 32/32 aac(6°)-1aa, blacrx-m-s, blarem.1s, floR, Néo publicado
de frango tet(A), dfrA8
SF10 Alimento peito | S. Heidelberg SP/BR 2016 15/SN aac(6’)-1aa, blacmy-2, f0sA7, sul2, tet(A). N&o publicado
de frango
SF12 Alimento peito | S. Heidelberg SP/BR 2016 15/SN aac(6°)-laa, blacmy-2, fosA7, sul2, tet (A). Né&o publicado
de frango
ST2 Alimento S. Typhimurium PR/BR 2000 3438/SN | aac(6°)-laa, aadAl, aac(3)-lla, blarem-1s, Né&o publicado
Figado de suino gnrEl, floR, sull, tet (A), drfAl.
STY13 Alimento carne | S. Typhimurium PR/BR 2000 | 3438/73 aac(3)-lla, aac(6’)-laa, aadAl,blarem-1g, Néo publicado
de suino gnrEl, floR, sull, tet (A), drfAl.
SAL14 Infecgéo S. Muenchen SP/BR 2013 112/ 8 aph(3’)-la, aac(6°)-laa, aadAl, blactx-m-2, Moura et al., 2018
humano sull, tet(A).
SAL65505 Alimento S.Minnesota MS/BR 2010 | 3088/SN | aac(6’)-laa, blacmy-2, tet(A). Moura et al., 2018
Carne de frango
SAL58370 Alimento carne | S.Thyphimurium | MS/BR 2010 19/SN AadA2, aph(3”)-Ib, aph(6)-ld, aac(6’)-1aa, | Mouraet al., 2018

de frango

blactx-m-2, sull, tet(B), tet(D), tet(A),
dfrAl12.




39

67A Coruja S. Infantis NB/CH 2018 32/32 aph(3’)-la, aph(4)-la, aadAl, aac(6)-laa, Né&o publicado
aac(3)-1V, blacrx-m-es., floR, sull, tet(A),
dfrAl4.
97 Humano S.Typhimurium ARG 2014 19/SN blacTtxm-14,qnrB19. Né&o publicado
Ab46 Humano A.baumannii AR/CH 2015 225/226 aph(3’)-Vla, aac(3)-lla, blaapc-2s, blaoxa- Opazo-Capurro et al., 2018
219, blatem-1..
A562 Humano A.baumannii CO/CH 2015 225/226 blaoxas1, blaapc-2s, blaoxa-2s. Opazo-Capurro et al., 2018
A97-11 Humano A.baumannii BI/CH 1997 109/SN aph(3’)-Vla, aph(3”)-1b, aph(6)-Id, Opazo-Capurro et al., 2018
aadAl, aac(3)-lla, ant(2”)-1a, blatem-is,
blaoxas7,
blaapc-2s, blasco-1, floR, catB2, sul2, dfrAl.
A93-03 Humano A.baumannii BI/CH 1993 109/SN aadAl, aph(3’)-Vla, aph(6)-1d, ant(2 ’)-la, | Opazo-Capurro et al., 2018
aph(3”)-1b, aac(3)-11a, blaapc-2s, blatem-1g,
blasco-1, blaoxa-s7, floR, catB2, sul2, dfrA.
A356 Humano A.baumannii AR/CH 2009 235/SN aph (3")-Vla, blaapc-2s, bl blaoxa-2s, blaoxa- | Opazo-Capurro et al., 2018
51.
A541 Humano A.baumannii AR/CH 2015 | 225/226 | aph(3')-Vla, blaapc-2s, blaoxa-219, Opazo-Capurro et al., 2018
A90-41 Humano A.baumannii VA/CH 1990 | 109/SN ant(2”)-la, aadAl, blaapc.2s, blaoxa-s7, Opazo-Capurro et al., 2018
floR, catB2, sul2, dfrAl.
A462 Humano A.baumannii SAN/CH | 2011 225/226 aph (3")-Vla, blaoxa-ss, blaoxa-219, blaapc-2s. | Opazo-Capurro et al., 2018
Ab3_Ch Humano A. baumannii OS/CH 2017 225/226 aac(3)-1la, aph (3")-Vla, blaapc-2s, blatem-
1B,
blaoxa-219.
120 Ambiental A. baumannii SP/BR - 227/10 aph (3')-Vla, aph(6)-1d, aph(3”)-1b, Turano et al.,2016
aadAl, blaoxa-23 blaapc-2s, blaoxa-ss,
blarem-1a, flOR, sul2, dfrAl.
5.14 Humano sangue | A. baumanni SP/BR 2008 783/23 aph (3')-Vla, aadAl, aph(3”)-Ib, aac(6’)- Né&o publicado
Ib3,
aph(6)-1d, blarem-1a , blaapc-2s, blaoxa-2s,
blaoxa-ss, aac(6’)-1b-cr, mph(E), msr(E),
floR, sul2, dfrAl

BR; Brasil, MG; Minas Gerais , PB; Paraiba, RN; Rio Grande do Norte, RJ; Rio de janeiro, PR; Parana, SC; Santa Catarina, MS; Mato Grosso do Sul,
AM; Amazonas, SP; Sdo Paulo, PE; Perq, LI; Lima, CH; Chile, VA; Valparaiso, SAN; Santiago, BI; Biobio, CO; Coquimbo, AR; Araucania, NB; Nuble,
OS; Osorno), ARG; Argentina, BO; Bolivia, CB; Cochabamba, SN; Singlet.




Tabela 1. Cepas controle selecionadas para o presente estudo e numeros de acesso dos

genomas obtidos do GenBank.

Identificacdo Espécie Numero de acesso
dos genomas
ATCC 25922 E. coli CP009072
ATCC 8739 E. coli NC_010468.1
DHS5L E.coli NZ_CP025520.1
ATCC13883 K. pneumoniae JOOWO00000000
ATCC27853 P. aeruginosa AJKG00000000
ATCC15442 P. aeruginosa AYUCO00000000
P.a01 P. aeruginosa NC_002516.2
ATCC13048 K. aerogenes -
ATCC14028 S. Typhimurium MTFW00000000.1
ATCC 6537 S. Typhi -
ATCC 13076 S.Enteritidis LSHA00000000.1
ATCC 19606 A. baumannii JMRY00000000

3. 1. 1 Recuperacéo das cepas
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As cepas previamente armazenadas em glicerol, no freezer -80 °C, foram reativadas

inoculando 30 pL em tubos contendo 3 mL de caldo BHI e posteriormente incubadas em estufa

a 37 °C durante um periodo de 18-24 h. Apos esse tempo foram semeados 10 pL em placas de

agar MacConkey para observar a pureza das cepas.

3. 1. 2 Determinagéo da CIM (concentracdo inibitéria minima)

Inicialmente, se realizou a padronizacdo da determinagdo da concentracdo inibitoria

minima (CIM) para os trés QACs utilizando as cepas controle (Tabela 1) e empregando os

métodos de diluicdo em &gar e microdiluicdo em caldo. Em seguida, foram avaliadas as cepas


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MTFW00000000.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/LSHA00000000.1
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de Klebsiella pneumoniae (n=24), Escherichia coli (n=30), Enterobacter spp.,(n=8),

Pseudomonas aeruginosa (n=10), Acinetobacter baumannii (n=11) e Salmonella spp. (n=17).

3. 1. 3 Preparo das solugdes estoque dos compostos de amdnio quaternério (QACs)

O preparo das solucdes de estoque dos QACSs, Cloreto de benzalconio (Sigma Aldrich;
100% de pureza); Cloreto de cetilpiridinio (Sigma Aldrich; 100% de pureza) e Brometo de
cetiltrimetilamonio (Amersham Life Science; 99.7% de pureza) foram preparados contendo

uma concentracao final de 20.480 pug/mL utilizando 4gua como solvente geral.

3. 1. 4 Diluicéo em agar

Para determinar a concentracao inibitéria minima (CIM) dos QACs pelo método de
diluicdo em agar, foi estimado o intervalo de concentracdes entre 1024 e 0,0625 pg/mL. O
preparo das solucGes de uso dos QACs foi realizado utilizando 15 microtubos de 2 mL para
cada QAC (BAC, CPC e CTAB), dos quais 14 microtubos continham 1 mL de agua ultra pura
estéril e os primeiros microtubos continham 2 mL das solugdes estoque. Em seguida, foi
realizada uma diluicdo seriada, na proporcao 1:2. Como resultado, foram obtidos 15 microtubos
de cada QAC com as seguintes concentracfes: 20.480; 10.240; 5.120; 2.560; 1.280; 640; 320;
160; 80; 40; 20; 10; 5; 2,5e 1,25 pg/mL.

Para o preparo das placas de agar contendo as diferentes concentragdes de QACs, foram
utilizados 15 tubos de ensaio contendo 19 mL de agar Muller Hinton (BD) autoclavados para
cada composto. Uma vez estabilizada a temperatura do agar entre 45 a 50 °C, foi adicionado
em cada tubo 1 mL das diferentes concentracgdes resultantes das dilui¢Oes seriadas dos QACs.
ApO6s homogeneizacdo, o meio foi distribuido em placas de Petri de 90 x 15m estéreis. Assim,
as placas ficaram com faixa de concentragdes finais de 1.024 a 0,06 pg/mL.

Os indculos bacterianos foram preparados a partir de cepas previamente crescidas

durante 24 h em estufa a uma temperatura de 37 °C, em 4gar MacConkey (seletivo e diferencial
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para Gram-negativos). Posteriormente, foram semeadas em tubos contendo 3 mL de caldo
Muller Hinton e incubadas em agitador rotativo a uma temperatura de 37 °C a 150 rpm, até
atingir seu crescimento exponencial. Posteriormente, a turbidez foi ajustada a escala 0,5 de
McFarland, e confirmada por meio da leitura de absorbancia de 0,08 — 0.1, equivalente a 1 x
108 UFC/mL, a um comprimento de onda de 625 nm. A dilui¢do do in6culo realizou-se na
proporcao de 1:10 (100 uL de suspensdo bacteriana + 900 pL de caldo Mueller Hinton estéril).
Imediatamente foram semeados 3 pL das suspensdes bacterianas diluidas sobre a superficie das
placas de agar Mueller-Hinton contendo as diferentes concentracdes de cada QAC. As placas
foram incubadas em estufa a 37 °C durante 24 h. Apds esse periodo, foi definida a CIM de

QACs capaz de inibir o crescimento bacteriano (WU et al ., 2015).

3. 1. 5 Microdilui¢édo em caldo

Para a execucdo do método microdiluicdo em caldo, foi utilizado um intervalo de
concentracdes dos QACs de 1024 - 2 pug/mL. A partir da solucéo estoque 10 vezes concentrada
dos QACs, procedeu-se a preparacdo de uma solucdo de uso com uma concentracao final de
2.048 pg/mL.

Com auxilio de uma pipeta multicanal calibrada, dispensou-se 50 pL de caldo Mueller-
Hinton Cétion-Ajustado em cada um dos 96 pogos de uma microplaca de fundo U estéril.
Posteriormente, adicionou-se em todos os pocos da coluna 1, 50 pL de solucdo dos QACs a
uma concentracdo de 2.048 pg/mL. Posteriormente, realizou-se dilui¢do seriada na proporgéo
1:1 até a coluna 10, resultando em concentragdes entre 1.024 a 2 pg/mL. As colunas 11 e 12
foram utilizadas para avaliar a viabilidade bacteriana (controle positivo) e controle de
esterilidade do meio (controle negativo), respectivamente. O preparo dos indculos foi realizado
como descrito no item 3. 1. 4. A dilui¢do do indculo bacteriano foi realizada na proporcao de
1:100 (10 pL de suspensdo bacteriana + 990 pL de caldo Mueller Hinton). Posteriormente,

foram distribuidos 50 pL das suspensdes bacterianas nos pogos da microplaca, com excegado
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dos pogos da coluna 12, que foram mantidos sem inéculo para avaliagdo do controle de
esterilidade do meio de cultura. As microplacas foram incubadas a 37 °C durante 24 h. Ap6s
esse periodo, as CIMs dos compostos de aménio quaternario foram registradas, considerando
no momento da leitura as concentragdes finais de 512 a 1 pg/mL dos QACs avaliados, para a
obtenc&o do valor da menor concentracao de desinfetante que inibe completamente crescimento
bacteriano (WU et al., 2015).
3. 1. 6 Calculo de CIM90 e CIM50 das 100 cepas

Os calculo dos valores dos resultados para as CIMs distribuidas nas 100 cepas, foram
realizados fazendo célculos dos valores de Concentracao Inibitéria Minima (CIM) capazes de
inibir 50% e 90%das 100 cepas testadas (CIM50 e CIM90), para os trés compostos de amonio

quaternario

3. 1. 7 Identificacdo in silico dos genes QACs

A identificacdo in silico dos genes de resisténcia aos QACs foi realizada atraves do
alinhamento de contigs das 100 cepas Klebsiella pneumoniae (n=24), Escherichia coli (n=30);
Pseudomonas spp (n=10), Enterobacter spp (n==8), Acinetobacter baumannii (n=11) e
Salmonella spp. (n=17), e das ATCC com 14 genes de referéncia depositados no GenBank
(Quadro 2), utilizando o programa Geneious versao 8 (Biomatters Ltd). As identidades dos
genes identificados foram analisadas utilizando o programa online BLASTX, que promove 0

alinhamento de uma sequéncia de nucleotideos traduzida contra um banco de dados.


http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Biomatters&amp;action=edit&amp;redlink=1
http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Biomatters&amp;action=edit&amp;redlink=1
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Quadro 2. Genes de referéncia dos QACs obtidos do GenBank e numeros de acesso

dos genomas

Gene NUmero de acesso dos
genomas

qacEAal JN596280
gacE X68232
gacF JN596279
gacH NC_019081.1
gacl HQ875011
gacG FJ950725
emrE AIGY01000024
mdfA Y08743
sugke(c) X69949
Sugk(p) HQ023864
gacA WP_085803118
gacL WP_000800531.1
ydgE NC_00964.3:6041
ydgF NC_000964.3:¢c608

* sugE (c), codificado no cromossomo.

*sugE (p), codificado no plasmideo.

3. 1. 8 Extracdo de DNA

O DNA de todas as cepas foi extraido pelo método de fervura (CHAPMAN et al.,

2001), que consiste em aliquotar 1,5 mL de suspensédo bacteriana em microtubos e centrifuga-

la durante 5 min a 10.000 rpm, a 4 °C. Uma vez descartado o sobrenadante, o precipitado foi

pesado em balanca analitica, ressuspendido em agua Milli-Q estéril (p:v) e homogeneizado. A

suspensdo foi submetida a fervura durante 10 min a 100 °C e, posteriormente, mantida em banho

de gelo por 5 min. Em seguida, a suspenséo foi centrifugada novamente durante 15 mina 10.000
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rpm, a 4 °C. O sobrenadante contendo DNA foi aliquotado em tubos de 0.5 mL e armazenado
a-20°C.

3. 1.9 Padronizacao das reacdes de PCR para QACs

Para idenficacdo dos genes gac mais frequentes identificados pela andlise in silico de
todas as cepas estudadas, Klebsiella pneumoniae (n=24), Escherichia coli (n=30), Enterobacter
spp.,(n=8), Pseudomonas aeruginosa (n=10), Acinetobacter baumannii (n=11) e Salmonella
spp. (n=17), assim como das cepas controle, foi realizada pela técnica de PCR convencional,
utilizando primers especificos descritos na literatura e alguns desenhados neste estudo.

A amplificacdo dos genes-alvo foi realizada em reagdes de 25 pL contendo 100 ng de
DNA,; tampéo de PCR 1X [Tris-HCI (pH 8,4)] (Sinapse), 1,6 mM de MgCl. (Sinapse); 0.2 mM
de cada dNTP (Sinapse); 0.2 uM de cada primer e 1-2,5 U de Taq DNA polimerase (Sinapse).
As condicdes de amplificacdo foram: 1 ciclo de 94 °C por 2 min, 30 ciclos de 94°C por 30 seg,
anelamento com temperatura e tempo especificos, extensdo a 72°C por 1 min; e extensdo final
com 1 ciclo de 72 °C por 5 min. Os produtos amplificados foram analisados por eletroforese
em gel de agarose a 1%. Foi utilizado o marcador de massa molecular de DNA 100 bp Plus

(Thermo Fisher Scientific).

3. 1. 10 Sequéncias de primers para dentificacdo dos genes gac.

Os oligonucleotideos utilizados para a identificacdo da presenca de genes gac, em

todas as cepas avaliadas neste estudo estdo apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2. Sequéncias dos primers utilizados neste estudo, temperatura de anelamento e
tamanho dos fragmentos obtidos.

Genes Sequencia (5°-3) T° de Tamanho do
anelamento produto Referencia
(pb)

qackEAl  AATCCATCCCTGTCGGTGTT 56°C (25s) 175 ZOU etal., 2014
CGCAGCGACTTCCACGATGGGGAT

gacE GCGAAGTAATCGCAACATCC 60°C (25s) 235 Este estudo
ATACCTACAAAGCCCCACGC

gacF GGCTGTTTCAATCTTTGGCGA 60°C (30s) 308 Este estudo
GTGCGCTGACCTTGGATAG

gacH ACGGGCTTGCGTTCTATTTC 60°C (30s) 206 Este estudo
GCTGACCTTGGATAGCAGGT

gacL GTAGTTGTGGCTGGCTACGG 64°C (30s) 223 Este estudo
CGCTGACCTTGGATAGCAGG

gacA TTTTTCAGGGCAAACAGCGG 60°C (255) 670 Este estudo
ACAAAGCTGTACATTGACACC

emrE TATTTATCTTGGTGGTGCAATAC 55°C (25s) 195 ZOUetal., 2014
ACAATACCGACTCCTGACCAG

mdfA GGCGGSATGTTTTTACARTGGCT 62°C (355) 886 Este estudo
GCATRTGCAGCATHCCCATCGC

sugE(c)  GTTGAAATTCCCCTGCCACC 62°C (30s) 305 Este estudo

ATACCCGTCCACACGGCATA
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4. RESULTADOS

4.1 Padronizacdo de métodos de suscetibilidade para avaliacdo de QACs

Os resultados obtidos na padronizagdo da determinancdo de CIMs pelas metodologias
de diluicdo em &gar e microdiluicdo em caldo, realizadas em triplicata, estdo apresentados nas
Tabelas 3 e 4, repectivamente, e evidenciam que a metodologia de microdiluicdo em caldo
apresentou melhor reprodutibilidade. Sendo assim, as interpretacdes para as demais linhagens
deste estudo foram realizadas com base nos valores das CIMs das cepas controle pelo metodo
de microdiluicdo em caldo. As andlises in silico de sequéncias dos genomas completos de
algumas cepas controle, como Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Salmonella
Tiphimurium e Salmonella Enteritidis, revelaram a presenca de genes cromossomicos de
resisténcia aos QACs, tais como mdfA, gacA, sugE(c) e emrE. A andlise pelo programa

BLASTx mostra similaridades a partir de 96,09% para esses genes (Tabela 4).



Tabela 3. Concentracao inibitoria minima CIM (ug/ml) de QACs, em triplicata, para as cepas controle utilizando o método de
diluicdo em agar

Triplicata de CIM (ug/ml)

Cepa Espécie BAC CPC CTAB
1 2 3 1 2 3 1 2 3

ATCC 13883 K. pneumoniae 32 32 16 64 128 32 128 256 128
ATCC 25922 E. coli 16 64 32 64 128 64 512 256 256
ATCC 8739 E. coli 64 32 32 64 64 32 128 64 128
DH5a E.coli 32 32 16 32 16 16 64 64 64
ATCC 19606 A. baumannii 32 32 64 64 64 32 64 256 64
ATCC 15442 P. aeruginosa 512 512 512 >1024  >1024  >1024 >1024 >1024 >1024
ATCC27853 P. aeruginosa 256 256 256 >1024 1024 >1024 >1024 1024 >1024
PAO1 P. aeruginosa 512 256 512 >1024  >1024  >1024 >1024 >1024 >1024
ATCC 13048 K. aerogenes 32 64 32 256 256 64 512 512 128
ATCC14028 rSr;Typhimuriu 128 64 256 512 512 512 512 1024 512
ATCC 10708 S. Choleraesuis 128 128 256 512 512 128 1024 512 1024
ATCC 13076 S. Enteritidis 16 16 16 64 128 128 128 64 64
ATCC 6537 S. Typhi 128 128 256 512 512 512 512 512 512

Cloreto de benzalcénio (BAC), Cloreto de cetilpiridinio (CPC) e Brometo de cetiltrimetilamonio (CTAB).

48



49

Tabela 4. Concentracdo inibitéria minima CIM (ug/ml) de QACs, em triplicata para cepas controle utilizando o método de microdiluicdo em caldo, e identificagdo
dos genes de resisténcia para QACS in silico e pela técnica de PCR.

Triplicata de CIM (pg/ml) _Ger}e_s gac BLASTX PCR
Cepa Espécie BAC CPC CTAB In silico ID COB
1 2 3 1 2 3 1 2 3
ATCC13883 K. pneumoniae 16 16 16 8 8 8 16 16 16 mdfA 99.76% 99% mdfA
gacA 99.04% 99% qacA
ATCC 25922 E. coli 16 16 16 8 8 8 16 16 16 mdfA 100% 99% mdfA
Suge(c) 96.09% 99% sugE(c)
emrg 100% 99% emrE
ATCC 8739 E. coli 16 16 16 4 4 4 16 16 16 mdfA 99.51% 99% mdfA
Suge(c) 99.34% 99% sugE(c)
DH50. E.coli 32 32 32 4 4 4 8 8 8 mdfA 99.76% 99% mdfA
SUge(c) 99.44% 99% sugE(c)
ATCC27853 P. aeruginosa 64 64 128 64 64 64 128 128 128 - -
ATCC15442 P. aeruginosa 64 64 64 64 64 64 128 128 128 - -
PAO1 P. aeruginosa 128 128 128 128 128 128 256 256 256 - -
ATCC13048 K. aerogenes 16 16 32 8 8 8 16 16 16 mdfA
ATCC14028 S.Typhimurium 32 32 32 32 32 32 64 64 64 mdfA 100% 99% mdfA
ATCC 10708 S. Choleraesuis 64 64 32 32 32 16 32 32 32
ATCC 13076 S. Enteritidis 16 16 16 8 8 8 16 16 8 mdfA 100% 99% mdfA
ATCC 6537 S. Typhi 64 64 64 16 16 16 64 64 64 -
ATCC 19606 A. baumanni 16 16 16 8 8 8 16 16 16 - -

Concentracdo inibitéria minima (CIM), Cloreto de benzalcdnio (BAC), Cloreto de cetilpiridinio (CPC) e Brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB), Identidade (ID), Cobertura
(COB), Traducdo da sequéncia de nucleotideos em proteina (BLASTX), Reacdo em cadeia da polimerasa (PCR).
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4. 2 Concentracdo inibitéria minima dos QACs e gendtipos de resisténcia para as cepas
de Klebsiella pneumoniae

Os resultados das 24 cepas avaliadas de Klebsiella pneumoniae, pertencentes as
diferentes origens (humano, animal e ambiente) apresentados na Tabela 5, evidenciaram a
sequinte distribuicdo de CIMs para BAC, CPC e CTAB, de 16-128, 4-32 e 16-32 pg/ml,
respectivamente. Estes valores mostram uma reducéo de susceptibilidade de CIMs para os trés
compostos testados neste estudo, com excecdo de algumas cepas que apresentaram valores
iguais ou até menores quando comparados com a cepa ATCC 13883 utilizada como controle
para esta espécie Tabela 5.1. Ressaltando que apenas uma cepa de origem humano e trés de
origem ambiental apresentaram CIMs altas para BAC. Adicionalmente, a avaliagdo in silico
dos genomas revelaram a presenca de genes de resisténcia aos QACs, descritos na literatura
como cromossomicos. Assim o gene mdfA foi detectado em 24 (100%) cepas e gacA em 19
(79,16%) cepas. A presenca dos mesmos foi observada também na cepa ATCC 13883 controle,
e 0 gene sugE(c) em 1 (4,16%) cepa. Por outro lado foram identificados outros genes descritos
na literatura como plasmidiais, tais como; qacE4/ em 13 (54,17%) cepas, qacE em 14
(58,33%) cepas, e 0s genes gacH, gacL e gacF foram identificados em apenas uma cepa de
origem humana. Observou-se que algumas cepas que apresentaram valores de CIMs iguais ou
menor que a cepa controle, apresentam apenas genes descritos na literatura como
cromossOmicos. Ja as cepas que possuem genes descritos como plasmidiais na literatura, neste
estudo, apresentaram CIMs consideravelmente mais elevadas.

As analises de similaridade avaliadas pelo programa online BLASTX, foram
consideradas acima de 93% até 100%. Os resultados da identificacdo de genes de resisténcia
pelo método de PCR convencional, foram corroborados a concordacia com 0S genes

identificados in silico,.
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Tabela 5. Distribuicdo de concentracao inibitéria minima CIM (ug/ml) dos QACs, por microdiluicdo em caldo, e identificacdo dos genes de resisténcia
para QACs in silico e PCR encontradas para as cepas de K. pneumoniae.

Distribuigéo de CIMs (ug/ml) Genes gac in silico/PCR

Espécie (n) N° de

Origem (n) BAC CPC CTAB  C8Pa8S  mdfA sugE(c) gacA qacE gqacEAI qacF gacH gacl

16 32 64 12814 8 16 32 |16 32

K. pneumoniae (n =24) 11 9 3 1 3 6 11 4 9 15 24/24  24/24 1/1 19/19 14/14 13/13 11 11 11

Humano (n =12) 8 3 1 3 4 4 1 7 5 12 12/12 12 4 4 1 1 1
Animal (n =7) 1 6 1 5 1 1 6 7 717 1 5 6 6
Ambiente (n =5) 2 3 1 2 2 1 4 5 5/5 2 4 3

Cloreto de benzalconio (BAC), Cloreto de Cetilpiridinio (CPC) e Brometo de cetiltrimetilamonio (CTAB), Reagdo em cadeia da polimerase (PCR).

Tabela 5.1. Concentracao inibitéria minima CIM (ug/ml), e genes de resisténcia aos QACs, da cepa controle ATCC

e - Triplicata de CIM (ug/ml) Genesgac PCR
Identificacao Especie BAC CPC CTAB in silico
1 2 3 1 2 3 1 2 3
ATCC13883 K. pneumoniae 16 16 16 8 8 8 16 16 16 mdfA, gacA pos

Cloreto de benzalconio (BAC), Cloreto de Cetilpiridinio (CPC) e Brometo de cetiltrimetilamonio (CTAB), Reagdo em cadeia da polimerasa (PCR). Positivo (POS)
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4. 3 Concentracdo inibitéria minima dos QACs e gendtipos de resisténcia para as cepas
de Escherichia coli.

Os resultados das 30 cepas de Escherichia coli estudadas pertencentes as diferentes
origens (humano, animal, ambiente e alimento) estdo apresentados na Tabela 6. Evidenciaram
uma distribuicdo de CIMs, para BAC, CPC e CTAB, de 8-32, 2-16 e 8-32 pg/ml,
respectivamente. Estes valores sdo iguais ou menores quando comparadas com as trés cepas
ATCC que foram utilizadas como controle para os trés compostos testados Tabela 6.1, com
excecao de apenas uma cepa de origem animal que apresentou CIM levemente elevada para o
composto CTAB, e outra de origem ambiente para CPC.

Em relacéo aos resultados da identificacdo in silico dos genes de resisténcia, duas cepas
de origem ambiental ndo apresentaram nenhum dos 14 genes gac, dentre 0s pesquisados neste
estudo. Em contrapartida as outras 28 cepas apresentaram uma alta frequéncia de genes
descritos como cromossomicos na literatura, tais como o gene mdfA, que foi identificado em
27 (90%) cepas, emrE em 21 (70%) cepas, € 0 gene sugE(c), em 28 (93.3%) cepas, 0S mesmos
foram também identificados nas trés cepas controle mostardo na Tabela 6.1. Por outro lado,
também foram identificados genes descritos na literatura como plasmidiais, tais como: gacE41
e gack, que foram identificados em 12 (40%) cepas e 0s genes gacF, gacH e gacL, apenas
foram identificadas em 3 (10%) cepas de origem humano.

As analises de similaridade avaliadas pelo programa online BLASTX, foram
consideradas acima de 93.64 até 100%. Os resultados da identificacdo de genes de resisténcia
pelo método de PCR convencional, dos genes corroboraram com as encontradas pelo método

da identificagéo in silico.
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Tabela 6. Distribuicdo de concentracdo inibitéria minima CIM (pug/ml) dos QACs, por microdiluigdo em caldo, e identificagdo dos genes de resisténcia

para QACs in silico e PCR das cepas de E. coli.

Espécie (n) Distribuigéo de CIM (ug/ml) NE de Genes gac in silico/PCR
Origem (n) BAC CPC CTAB CPaS  mdfA sugE(c) emrE  gacE  gacEAI qacF gacH gacL
8 16 32 2 4 8 16 8 16 32
E. coli (n =30) 2 9 19 1 15 13 1 10 19 1 28/30 27/27 28/28 21/21 12/12 12/12 3/)3 33 33
Humano (n =11) 2 6 3 1 7 3 6 5 11/11 11 11 ) 2 2 3 3 3
Animal (n =15) 3 12 7 8 4 10 1 15/15 14 15 14 9 9
Ambiente (n =3) * 3 1 1 3 1/3 1 1 1 1 1
Alimento (n =1) 1 1 1 1/1 1 1 1
Cloreto de benzalconio (BAC), Cloreto de Cetilpiridinio (CPC) e Brometo de cetiltrimetilamonio (CTAB), Reagdo em cadeia da polimerasa (PCR).
Tabela 6.1. Concentracdo inibitoria minima CIM (ug/ml), e genes de resisténcia aos QACs, das cepas controle
Identificacdo Especie BAC Triplicata %eP%IM (g/mi) CTAB Genes gac in silico PCR
1 2 1 2 3 1 2 3
ATCC 25922 E. coli 16 16 16 8 8 8 16 16 16 mdfA, sugE(c), emrE Pos
ATCC 8739 E. coli 16 16 16 4 4 4 16 16 16 mdfA, sugE(c) Pos
DH5a E.coli 32 32 32 4 4 4 8 8 8 mdfA, sugE(c) Pos

Cloreto de benzalcénio (BAC), Cloreto de cetilpiridinio (CPC) e Brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB), Reacdo em cadeia da polimerasa (PCR), Positivo POS.



54

5. 4 Concentracdo inibitoria minima dos QACs e gendétipos de resisténcia para as cepas
de Enterobacter spp.

Os resultados das 8 cepas de Enterobacter spp, pertencentes as diferentes origens
(humano, animal, ambiente e alimento) sdo apresentados na Tabela 7. Evidenciaram o0s
seguintes valores de distribuicdo de CIMs: BAC, CPC e CTAB, de 16-64, 8-32 e 8-32 pg/ml,
respectivamente. Estes valores obtidos para os trés QACs mostram que Sdo maiores em
relacdo aos valores obtidos com a cepa controle utilizada neste estudo Tabela 7.1, com
excecdo de algumas cepas que apresentaram valores iguais ou menores. Destaca-se que 0
Unico isolado de origem ambiental foi quem apresentou valores elevados para os trés
compostos.

Os resultados da identificacdo in silico dos genes de resisténcia aos QACs revelou os
seguintes genes: mdfA identificado em 8 (100%) cepas avaliadas (assim como também na cepa
controle) e os genes gack, e gacE41l, em trés cepas. As similaridades analisadas pelo
programa online BLASTx foram consideradas acima de 98.78 - 100%. A presenca dos genes
identificadas nas analises in silico, foram confirmadas a concordancia pelo método de PCR

convencional.



Tabela 7. Distribuicdo de concentracdo inibitoria minima CIM (ug/ml) dos QACs, por microdilui¢cdo em caldo, e identificagdo dos genes de
resisténcia para QACs in silico e PCR das cepas de Enterobacter spp.

Espécie (n) Distribuigéo de CIM (pg/ml) N° de Genes gac in silico/PCR

Origem (n) BAC CPC CTAB P TmdfA  gacE  qacEAI
16 32 64 8 16 32 8 16 32

Enterobacter spp. (n =8) 1 5 2 1 5 2 1 2 5 8/8 8/8 3/3 3/3

Humano (n =5) 5 5 2 3 5/5 5 2 2

Animal (n =1) 1 1 1 171 1

Ambiente (n =1) 1 1 1 171 1 1 1

Alimento (n =1) 1 1 1 171 1

Cloreto de benzalconio (BAC), Cloreto de Cetilpiridinio (CPC) e Brometo de cetiltrimetilamonio (CTAB), Reagdo em cadeia da polimerasa (PCR).

Tabela 7.1. Concentracdo inibitoria minima CIM (ug/ml), e genes de resisténcia aos QACs, da cepa controle ATCC.

dentificacs Espécie Triplicata de CIM (ug/ml) eR
entiticagao BAC cPC CTAB
1 2 3 1 2 3 1 2 3
ATCC13048 K. aerogenes 16 16 32 8 8 8 16 16 16 mdfA

Cloreto de benzalcdnio (BAC), Cloreto de Cetilpiridinio (CPC) e Brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB), Reagdo em cadeia da polimerasa (PCR).
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4. 5 Concentracdo inibitéria minima dos QACs e gendtipos de resisténcia para as cepas
de Pseudomonas spp.

Os resultados das 10 cepas de Pseudomonas spp avaliadas pertencentes as diferentes
origens (humano, animal, ambiente) s&o apresentados na Tabela 8. Apresentaram uma
distribuicdo de CIMs, para BAC, CPC e CTAB, de 64-512, 8-256 e 16-512 pg/ml,
respectivamente. A maioria séo iguais ou maiores quando comparados com as cepas ATCC,
para 0s trés compostos mostrados na Tabela 8.1, com excegcdo de algumas cepas que

apresentaram CIM mais baixos que a ATCC.

Em relacdo aos resultados da andlise in silico dos genes de resisténcia aos QACs, foram
identificados genes descritos na literatura como plasmidiais como: gacE e qacE41 em 8 (80%)
das cepas, e 0s genes gacF, gacH e gacL foram encontradas em 3 (30%). Também foi
identificado um gene cromossémico denominado de mdfA em 1 (10%) cepa, e apenas 2 (20%)
cepas de origem humano ndo apresentaram nenhum dos 14 genes de resisténcia aos QACs
pesquisados neste estudo. As andlises das similaridades pelo programa online BLASTXx foram
consideradas a partir de 94,55-100%. Os resultados obtidos na identificacdo dos genes gac pelo
método de PCR convencional, corroboraram com as encontradas pela identificacdo in silico.
Por outro lado as cepas ATCC utilizadas como controle neste estudo ndo apresentaram nenhum

gene de resisténcia aos QACs.
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Tabela 8. Distribuicdo de concentragdo inibitdria minima CIM (ug/ml) dos QACs, por microdiluicdo em caldo, e identificacdo dos genes de resisténcia
para QACs in silico e PCR das cepas de Pseudomonas spp.

Espécie (n) Distribuigédo de CIM (pg/ml) N° de Anélise in silico dos genes gac /PCR

Origem BAC CPC CTAB CePas mdfA qacE gacEAI qacF gacH gacL
64 128 256 512 8 64 128 256 16 32 128 256 512

Pseudomonas spp. (n =10) 2 4 3 1 2 1 2 3 1.1 1 4 3 810 11 88 8/8 33 3/3 33

Humano (n =6) * 2 3 1 2 1 2 1 1 1 3 1 4 1 4 4 1 1 1
Animal (n =1) 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Ambiente (n =3) 1 1 1 2 1 1 1 1 3 3 3 1 1 1

Cloreto de benzalcénio (BAC), Cloreto de cetilpiridinio (CPC) e Brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB), Reacdo em cadeia da polimerase (PCR).

Tabela 8.1. Concentracdo inibitéria minima CIM (ug/ml), e genes de resisténcia aos QACs, das cepas controle

Identificacdo Espécie Triplicata de CIM (ug/ml) Genes gac
BAC CPC CTAB in silico
1 2 3 1 2 3 1 2 3
ATCC 27853 P. aeruginosa 64 64 128 64 64 64 128 128 128 -
ATCC 15442 P. aeruginosa 64 64 64 64 64 64 128 128 128 -
PAO1 P. aeruginosa 128 128 128 128 128 128 256 256 256 -

Cloreto de benzalconio (BAC), Cloreto de cetilpiridinio (CPC) e Brometo de cetiltrimetilamdnio (CTAB), Reacdo em cadeia da polimerasa (PCR).
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4. 6 Concentracdo inibitéria minima dos QACs e gendtipos de resisténcia para as cepas
de Salmonella spp.

Os resultados das 17 cepas de Salmonella spp avaliadas pertencentes as diferentes
origens (humano, animal, e alimento) s&do apresentados na Tabela 9. Evidenciaram uma
distribuicdo de CIMs para BAC, CPC e CTAB, de 16-64, 8-32 e 16-128 pg/ml,
respectivamente. A maioria dos quais apresentaram valores iguais as obtidas com as cepas
ATCC controle Tabela 9.1, para os trés QACs, com excec¢ao de apenas uma cepa de origem
alimenticia que apresentou CIM alto para CTAB.

Em relacédo aos resultados da identificacdo in silico dos genes aos QACs, foi observada
a presenca do gene mdfA em todas as 17 (100%) cepas e em duas cepas ATCC controle, ja o
gene sugE(p) foi identificado em 5 (29,41%) cepas e 0s genes qacE e qacE41 em 7 (41,1%)
cepas. As analises das similaridades pelo programa online BLASTx foram consideradas apartir
de 99,76-100%. Os resultados obtidos pelo metodo de PCR convencional, na identificacdo de
genes de resisténcia aos QACs, corroboraram a concordancia com as encontradas pela analise

in silico, com excecdo do gene sugE(p), para a qual ndo foi desenhado primers.
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Tabela 9. Distribuicdo de concentragdo inibitéria minima CIM (ug/ml) dos QACs, por microdiluicdo em caldo, e identificacdo dos
genes de resisténcia para QACs in silico e PCR das cepas de Salmonella spp.

Espécie (n) Distribuicdo de CIM (ug/ml) N° de Genes gac in silico/PCR

Origem (n) BAC CPC CTAB cepas mdfA gacE gacEAl sugE(p)
16 32 64 8 16 32 16 32 64 128

Salmonella spp. (n =17) 1 4 12 2 6 9 1 6 9 i 4 A Y Y A 717 5

Humano (n =2) 2 1 1 1 1 2/2 2 1 1

Animal (n =1) 1 1 1 1/1 1 1 1

Alimento (n =14) 2 12 1 4 9 4 9 1 14/14 14 5 5 5

Cloreto de benzalcénio (BAC), Cloreto de Cetilpiridinio (CPC) e Brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB), Traducéo da sequéncia de nucleotideos em proteina

(BLASTX), Reacdo em cadeia da polimerasa (PCR).

Tabela 9.1. Concentracdo inibitéria minima CIM (ug/ml), e genes de resisténcia aos QACSs, das cepas controle

Identificacdo Espécie

Triplicata de CIM (ug/ml)

Genes gac

BAC CPC CTAB in silico PCR
1 2 3 1 2 3 1 2 3
ATCC14028  S. Typhimurium 32 32 32 32 32 32 064 64 64 mdfA mdfA
ATCC 10708 S. Choleraesuis 64 64 32 32 32 16 32 32 32 -
ATCC 13076 S. Enteritidis 16 16 16 8 8 8 16 16 8 mdfA mdfA
ATCC 6537 S. Typhi 64 64 64 16 16 16 64 64 64 -

Cloreto de benzalcdnio (BAC), Cloreto de Cetilpiridinio (CPC) e Brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB), Reagdo em cadeia da polimerasa (PCR).
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4. 7 Concentracdo inibitéria minima dos QACs e gendtipos de resisténcia para as cepas
de Acinetobacter baumannii.

Os resultados das 11 cepas de Acinetobacter baumannii, pertencentes as diferentes
origens (humano e ambiente) sdo apresentandos na Tabela 10. Evidenciaram 0s seguintes
valores de distribuicdo de CIMs para BAC, CPC e CTAB, de 16-32, 4-16 e 4-16 pg/ml,
respectivamente. Estes valores mostram que sdo iguais ou maiores em comparacdo as obtidas
com a cepa controle utilizada neste estudo Tabela 10.1, com excecdo de poucas cepas que
apresentaram valores mais baixos.

Em relacdo aos resultados, da avaliagdo in silico dos genes de resisténcia, ndo foram
identificadas nenhum gene de resisténcia aos QACs, dentre os 14 genes pesquisados neste

estudo nas 11 cepas estudadas, nem na cepa ATCC 19606, que foi utilizada como controle.
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Tabela 10. Distribuicdo de concentracdo inibitéria minima CIM (ug/ml) dos QACSs, por microdiluicdo em caldo, e
identificacdo dos genes de resisténcia para QACs in silico e PCR das cepas de Acinetobacater baumannii.
N°de Genesgacin

(E)er);grlﬁ (n) Distribuicéo de CIM (pg/ml) cepas silico
BAC CPC CTAB
16 32 4 8 16 4 8 16
A. baumannii (n =11) 5 6 3 7 1 1 2 g 1U11 -
Humano (n =10) 5 5 3 6 1 1 2 7 10/10 -
Ambiente (n =1) 1 1 1 1/1 -

Cloreto de benzalcénio (BAC), Cloreto de Cetilpiridinio (CPC) e Brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB), néo foi identificado nenhum gene de resisténcia
aos QACS (-).

Tabela 10.1. Concentragdo inibitéria minima CIM (pg/ml) e genes de resisténcia aos QACs da cepa controle

Identificacio Espécie Triplicata de CIM (ug/ml) Gene_s_qac in
BAC CPC CTAB silico
1 2 3 1 2 3 1 2 3
ATCC 19606 A. baumannii 16 16 16 8 8 8 16 16 16 -

Cloreto de benzalcénio (BAC), Cloreto de cetilpiridinio (CPC) e Brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB), néo foi identificado nenhum gene
de resisténcia aos QACS (-).
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4. 8 Analise da concentracao inibitoria minima CIMgo e CIMso dos QACs para todas as

espécies estudadas

Os resultados das concentrages inibitorias minimas, capazes de inibir 50% e 90% dos
trés QACs, determinados em triplicata pelo método de microdiluicdo em caldo, para as 100
cepas pertencentes das diferentes especies (K. pneumoniae n=24, E. coli n =30, Enterobacter
spp n=8, Pseudomonas spp n =10, Salmonella spp n = 17, e A. baumannii n =11), estdo
apresentados na (Tabela 11). Os valores refletem CIMs elevadas, principalmente para a
maioria das cepas de Pseudomonas spp, seguido das cepas de Salmonella spp, K. pneumoniae,

Enterobacter spp, A. baumannii e E. coli respectivamente.

Tabela 11. Concentragdo inibitéria minima CIM 90% e CIM50% (pg/ml) dos QACs, por
microdiluicdo em caldo, das 100 cepas avaliadas por especie.

CIMgo (pg/ml) CIMso (pg/ml)
Especie N° de cepas
BAC CPC CTAB BAC CPC CTAB

K. pneumoniae 24 64 32 32 32 16 32
E. coli 30 32 8 16 32 4 16
Pseudomonas spp 10 256 256 512 128 128 256
Enterobacter spp 8 64 32 32 32 16 32
Salmonella spp 17 64 32 64 64 16 64
A.baumannii 11 32 8 16 32 8 16

*As secOes marcadas em cinza apresentam resultados de valores de CIM90 e CIM50 geral das 100 cepas para 0s
trés QACs, Cloreto de benzalconio (BAC), Cloreto de cetilpiridinio (CPC) e Brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB).
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4.9 Gen0tipos de resisténcia distribuidos em todas as especies estudadas

A andlise in silico dos 100 genomas avaliados neste estudo demonstrou a a presenca
dos seguintes genes de resisténcia aos QACs: mdfA (77%), gacE (44%), qacEA1 (43%), SugE(c)
(29%), emrE (21%), gacA (19%), sugE(p) (5%), gacF (7%), gacH (7%) e gacL (7%) em 85
cepas. Ja nas outras 15 cepas (A. baumanii n=11, E. coli n=2 e P. aeruginosa n=2) ndo foi
identificado nenhum dos 14 genes de resisténcia pesquisados aos QACs neste. A confirmacéo
dos genes mais frequentes, mdfA (77%), qacE (44%), gacE41l (43%), apresentaram uma
concordancia total com a identificacéo in silico (Tabela 12). Destacando que as cepas de E.
coli, sdo as que apresentaram uma alta frequéncia de genes de resisténcia aos QACs
denominados na literatura como cromosomicos como 0 mdfA, emrE e sugE(c) também foi
observado que trés cepas de Pseudomonas aeruginosa, apresentaram uma maior frequéncia de
genes de resisténcia descritos na literatura como genes codificados por plasmideos tais como
gacE, gacE4l, gacF, gacH, e gacL. Assim também foi observado que alguns genes foram
encontrados s6 em determinadas especies bacterianas, como o0 gene gacA, gque foi encontrado
apenas em 19 cepas de K. pneumoniae, 0s genes emrE foi encontrada apenas em 21 cepas de
E.coli, o gene sugE(c) foi encontrada apenas em uma cepa K. pneumoniae, e 28 cepas de E.coli,

e 0 gene sugE(p), foi encontrado s6 em cinco cepas de Salmonella spp.
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Tabela 12. Resultados de distribuicdo de genes de resiténcia aos QACSs, por identificagéo in silico/PCR das 100 cepas.

Especie N° de Analise in silicio dos genes gac /PCR%

cepas suge(c) emrE mdfA gacA gacE qacEAl gacF  sugE(p) gacH qgacL
K. pneumoniae 24 1 - 24124 19 14/14 13/13 1 - 1 1
E. coli 28/30 28 21 27127 - 12/12 12/12 3 - 3 3
Pseudomonas spp 8/10 - - 1/1 - 8/8 8/8 3 - 3 3
Enterobacter spp 8 - - 8/8 - 3/3 3/3 - - - -
Salmonella spp 17 - - 17/17 - 717 717 - 5 - -
A.baumannii 0/11 - - - - - - - - - -
Analise geral 100 *29%  *21% *T7/77% *19%  *44/44%  *43/43% *7% *5% *T%  *T%

* As secBes marcadas em cinza apresentam resultados, de distribuicdo de genes de resiténcia aos QACs, das 100 cepas analisados in silico e para
0s genes mdfA, gacE e gac4/ confirmados pelo metodo de PCR convencinal.
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5. DISCUSSAO

O presente trabalho tem focado em caracterizar cepas multirresistentes classificadas
como patodgenos prioritarios pela OMS (OMS, 2017), quanto ao fendtipo e gendtipo de
resisténcia aos QACs. Dentro das espécies incluidas foram selecionadas Acinetobacter
baumannii e Pseudomonas aeruginosa produtoras de carbapenemases e dentre as
Enterobacteriaceae foram incluidas cepas de Klebsiella pneumoniae, Enterobacter spp, e
Escherichia coli produtoras de carbapenemases e/ou ESBL. No caso de Salmonella spp. foram
selecionadas cepas resistentes as fluoroquinolonas e/ou produtoras de ESBLs ou pAmpC. Neste
contexto, é importante considerar que para melhorar o controle destas infec¢es € primordial
utilizar medidas de higiene apropriadas. Para isto, 0 uso de desinfetantes tem sido essencial
(SANTA BARBARA et al, 2012). Curiosamente, embora desinfetantes tenham sido
amplamente utilizados em nivel hospitalar e comunitario, as concentracdes de uso de cada
composto variam de acordo com a finalidade com que serdo utilizados. Por exemplo, o BAC
quando utilizado na desinfeccdo de superficies no ambiente hospitalar, a concentracdo
recomendada de uso é de 1% (PARLATO; VITAL, 1972). O CPC que é um dos componentes
principais utilizadas na formulacdo do cepacol para seu uso como antisséptico bucal contém
0,5 mg/ml, e existem pastilhas contendo 1,34mg de CPC, para combater halitose. Assim como
também o CTAB, utilizado para isolamento de DNA numa concentragdo ao 2% (SANTOS;
ARAUJO, 2017). No entanto ndo existe informagc&o concisa que permita avaliar a situag&o atual
da resisténcia para estes compostos. Muito provavelmente a falta de métodos padronizados para
avaliar QACs e consequentemente a auséncia de critérios interpretativos para definir resisténcia
ou sensibilidade para estes compostos tém contribuido para este problema. Da mesma forma, a

investigacdo dos determinantes de resisténcia para QACs tém sido negligenciados.
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5. 1 Padronizacdo de métodos de suscetibilidade para avaliagcdo dos QACs

Durante o levantamento bibliogréafico, foram encontrados poucos trabalhos com
informacdo de valores de CIM dos QACs para cepas ATCC, quando avaliadas pelo método de
diluicdo em &gar. Para E. cloacae ATCC 13047, tem sido reportada uma CIM de 128 ug/ml
para CPC, e 256 pg/ml para CTAB (He et al., 2011). No presente estudo, foi utilizada a cepa
de K. aerogenes ATCC 13048, para a qual foi obtida uma CIM de 256 pg/ml para CPC, e 512
pg/ml para CTAB (Tabela 3).

Zou e colaboradores (2014) num estudo que também avaliaram 0os QACSs pelo método
de diluicdo em &gar utilizaram como controle a cepa de E. coli ATCC 10536 e reportaram uma
CIM de 64 pg/ml para CPC e 64 pg/ml para CTAB. No presente estudo, para a cepa de E. coli
ATCC 8739, foram obtidos valores de CIM semelhantes para CPC e maior para CTAB (Tabela
3).

Um fator limitante para uso do método de diluicdo em &gar tem sido o fato de que
QACs possuem niveis diferentes de saturacdo que dificultam sua solubilizacdo em meio sélido
(BUFFET-BATALLON, etal., 2012) e, de fato, a padronizacao deste método para cepas ATCC
resultou em falta de reprodutibilidade. Portanto, optamos pela utilizacdo do método de

microdiluicdo em caldo, devido a sua melhor reprodutibilidade (Tabela 4).

5. 2 Concentracdo inibitoria minima dos QACs e genotipos de resisténcia para as cepas

de K. pneumoniae

Abuzaid e colaboradores (2012), observaram uma associagao entre a presenca de genes
gue codificam bombas de efluxo que exportam desinfetantes e uma menor resisténcia a
antibiéticos em cepas clinicas de K. pneumoniae de origem humana. As cepas avaliadas por
esses autores apresentaram susceptibilidade reduzida ao composto BAC (CIM entre 16-64

pug/ml) e possuiam os genes gqacEA/ e gack, porém, ndo carragevam genes de resisténcia a
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antibioticos. Interessantemente, no presente estudo as 12 cepas de K. pneumoniae de origem
humana avaliadas foram multiresistentes aos antibioticos e apresentaram uma faixa de CIM de
16-128 pg/ml para BAC. A andlise gendémica dessas cepas demonstrou também a presenca
desses genes qacEA 1 e qacE. Na literatura a presenca desses dois genes esté relacionada a CIMs
elevadas para QACs (POOLE., 2005). Além desses genes, também foram encontrados outros
como gacA, responsavel por codificar uma bomba de efluxo que medeia resisténcia a diferentes
desinfetantes, incluindo os catidnicos monovalentes como os QACs (GUO et al., 2015). A
presenca do gene gacH em Gram-negativos, além de conferir resisténcia aos QACs, indica a
disseminacdo de genes de resisténcia a desinfetantes e antimicrobianos entre espécies
bacterianas (JIANG et al., 2017). Infelizmente, ndo ha descri¢do na literatura para interpretar a

presenca dos genes mdfA, gacF e gacL em cepas de K. pneumoniae avaliadas neste estudo.

5. 3 Concentracdo inibitéria minima dos QACs e gendtipos de resisténcia para as cepas

de E. coli

Beier e colaboradores (2016) avaliaram a atividade de QACs em cepas de E. coli de
origem humana e animal e os resultados das CIM, obtidos pelos autores para as cepas de origem
humana, foram de 4-32 pg/ml para BAC, 4-16 pg/ml para CPC, e 2-32 pug/ml para CTAB; ja
os resultados das CIM nas cepas de origem animal foram de 8-32 pg/ml para BAC, 4-16 pg/ml
para CPC e 16-32 pg/ml para CTAB. Estes resultados levaram os autores a concluir que cepas
de ambas origens apresentam baixas CIMs para BAC.

Deus e colaboradores (2017) realizaram um estudo com cepas de E. coli produtoras de
ESBL de origem humana e aviaria, das quais duas cepas de origem humana apresentaram CIMs
de 32 pg/ml para BAC, o que foi interpretado como suscetibilidade reduzida. Além disso, foram
identificados nessas cepas 0s genes de resisténcia qacE47, emrkE, mdfA, sugE(c) e sugE(p), o

que levou os autores a concluir que a presenca desses genes esta relacionada a diminuicéo da
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suscetibilidade. Corroborando esses relatos, no presente estudo, as cepas de E. coli isoladas de
humanos e animais, e de ambiente marinho ou alimentos, apresentaram CIMs de 8-32 pg/ml
para BAC. A anélise in silico demonstrou a presenca dos genes qacEA/, emrE, mdfA, sugE(c),
e outros como gacE, gacF, gacH, gacF e gacL. Segundo POOLE, (2005), ZOU et al. (2014) e
WU et al. (2015), a presenca de alguns desses genes gac encontrados neste estudo esta

relacionada a CIMs elevadas para os QACs BAC, CPC e CTAB.

5. 4 Concentracdo inibitoria minima dos QACs e gendtipos de resisténcia para as cepas

de Pseudomonas spp.

BEIER e colaboradores (2015) realizaram um estudo de caracterizacdo dos perfis de
sensibilidade aos antibidticos e 24 desinfetantes em cepas de origem veterinaria, de
Pseudomonas aeruginosa. Foi demonstrada uma elevada resisténcia aos antibi6ticos e
desinfetantes como triclosan, clorexidina e cloreto de benzalc6nio. Este ultimo é o principal
componente da maioria dos desinfetantes utilizados em clinicas veterinarias. Os resultados das
CIMs obtidos pelos autores foram os seguintes: BAC 32 -> 256 pg/ml, CPC 64 - > 256 pg/ml,
e CTAB 64 - > 256 pg/ml e os categorizaram como sensibilidade reduzida. Interessantemente,
no presente estudo, 10 cepas de Pseudomonas spp de diferentes origens analisadas neste estudo
apresentaram valores similares, categorizadas como sensibilidade reduzida. As faixas de CIM,
obtidas em nosso estudo foram de 64-512 pg/ml para BAC, 8-256pg/ml para CPC e 16-
512ug/ml para CTAB. Além disso, nos identificamos os genes de resisténcia aos QACs, dos
10 genomas de Pseudomonas spp, das quais duas cepas ndo apresentaram nenhum gene gac,
enquanto as outras 8 possuiam pelo menos um gene. Assim identificamos o0s genes qacEA1,
gackE e gacF, que estédo correlacionados a CIMs elevadas para BAC, CPC e CTAB (WU et al.,
2015; JENNINGS et al., 2015 ; POOLE., 2005; MAHZOUNIEH et al., 2014), o gene gacH,

que estd associado a integrons de Classe 1, frequentemente observado em bactérias Gram-
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negativas, indicando a disseminacdo de genes de resisténcia a desinfetantes e antimicrobianos
entre espécies bacterianas (JIANG et al., 2017). Além desses genes mencionados, também
encontramos 0s genes gacL e mdfA, cuja funcdo dos mesmos em efeito ainda ndo foram
descritos na literatura em cepas de P. aeruginosa.

Interesantemente, apenas trés cepas de P. aeruginosa pertencentes ao ST233,
recuperadas da interface humana-ambiente-animal, carregavam os genes gacF, gacH e gacL, e

foram as que apresentaram MICs mais elevadas para os tres QACs avaliados neste estudo.

5. 5 Concentracdo inibitéria minima dos QACs e gendtipos de resisténcia para as cepas

de Salmonella spp.

CHUANCHUEN e colaboradores (2006) avaliaram a ocorréncia dos genes qackE e
qacEA1 e sua correlagdo com integrons classe 1 em cepas de Salmonella enterica provenientes
de aves e suinos, reportaram a auséncia do gene gacE euma alta ocorréncia do gene
qacEAI, confirmando que este gene estd ligado aos integrons. Os valores das CIMs foram
elevados (8-256 pg/ml) para BAC independentemente da presenca ou ndo do gene gacEAI. No
presente estudo avaliamos 17 cepas de Salmonella spp. pertencentes a diferentes origens sendo
a maioria isolados apartir de alimentos de cortes de carnes aves e suinos, e identificamos
também a presenca dos genes gacEAI e qacE em 7 cepas e apresentaram CIM para BAC de

16-64 pg/ml.

5. 6 Concentracao inibitoria minima dos QACs e genotipos de resisténcia para as cepas

de A. baumannii.

Em um estudo de distribuicdo de genes de resisténcia aos biocidas em 24 cepas de

Acinetobacter baumannii de origem humano resistentes a multiplas drogas, VIJAYAKUMAR
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e colaboradores (2018), identificaram genes gac em 12 cepas (gacA 54,2% e gack 16,7%) que
apresentaram valores de CIMs para BAC e CTAB, de 8-32 e 32-128 pg/ml, respectivamente.
Para as outras 12 cepas que ndo carregavam genes QACs, as CIMs obtidas foram de 8-16 e 32-
64 pg/ml para BAC e CTAB, respectivamente. Assim, estes ultimos valores foram
interpretados como sensibilidade ndo reduzida.

No presente estudo, foram avaliadas 10 cepas de A. baumannii de origem humana,
resistentes aos carbapenémicos, que apresentaram valores de CIM para BAC e CTAB na faixa
de 16-32 e 4-16 pg/ml, respectivamente. Em nenhuma delas foi identificada a presenca de genes
de resisténcia aos QACs dentre os 14 genes pesquisados neste estudo.

Com base nos resultados obtidos neste trabalho, utilizando o método de microdiluigdo
em caldo, foi observada uma diminuicéo da suscetibilidade aos QACs nas cepas testadas, com
relagdo as cepas ATCC. Na analise dos genomas in silico, em Enterobacteriaceae e em
Pseudomonas spp. foi confirmada a presenca de pelo menos um gene de resisténcia aos QACSs.

As limitacdes do estudo foram relacionadas a falta de um método de referéncia, assim
como a inexisténcia de pontos de corte que definem resisténcia ou suscetibilidade para
determinados QACs. Por outro lado, para alguns genes de resisténcia identificados no presente
estudo, ndo foi possivel encontrar literatura cientifica referente a sua funcionalidade.
Finalmente, é altamente provavel que muitos dos genes depositados na base de dados GenBank
nédo estejam adequadamente curados e anotados.

Estes resultados sugerem que a resisténcia em patdgenos prioritarios, que circulam na
interface humano-ambiente-animal, ndo € restrita apenas aos antibidticos, uma vez que a
elevada ocorréncia de genes gacE, gacE41l e mdfA foi associada com uma reducdo da
susceptibilidade para QACs. Consequentemente, a resisténcia aos QACs poderia também
contribuir para a persisténcia e adaptacdo destes patdgenos em ambientes antropogenicamente

impactados.
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No todo, fica evidente que em relacdo a resisténcia aos QACs falta muita informacdo a
ser esclarecida. Portanto, dado o amplo uso de desinfectantes em nivel domiciliar e hospitalar,

pesquisas relacionadas devem ser priorizadas.
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6. CONCLUSAO

e Na padronizacdo da determinacdo de CIM, a metodologia microdiluicdo em
caldo foi quem apresentou melhor reprodutibilidade comparado com a dilui¢cdo

em agar.

e A identificagéo in silico dos genes de resisténcia aos QACs demonstrou uma
frequéncia maior dos genes gackE (44%), gacE41l (43%) e mdfA (77%), a
positividade dos mesmos foram corroborados pelo método de PCR

convencional.

e Foi observada uma reducdo de susceptibilidade consideravel, para os trés
compostos testados neste estudo, principalmente em cepas que apresentaram
uma maior frequéncia de genes de resisténcia classificados na literatura como

aqueles codificados por plasmideos.
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Fundamentos Farmacoldgicos para la Terapéutica. (Carga horaria: 70h).

Servicio Departamental de Salud Cochabamba, SDSC, Bolivia.

Farmacologia Y Terapéutica con Antimicrobianos. (Carga horaria: 70h).

Servicio Departamental de Salud Cochabamba, SDSC, Bolivia.

Farcacologia e Terapéutica Gastroenteroldgica y Enddcrina. (Carga horaria: 70h).
Servicio Departamental de Salud Cochabamba, SDSC, Bolivia.

Farmacologia e Farmacoterapia de la Inflamacion y el Dolor. (Carga horaria: 70h).
Servicio Departamental de Salud Cochabamba, SDSC, Bolivia.

Farmacologia Y Terapéutica Cardiovascular. (Carga horaria: 70h).

Servicio Departamental de Salud Cochabamba, SDSC, Bolivia.


http://lattes.cnpq.br/7773347552369000

Universidade de Sao Paulo, USP, Brasil.

Vinculo institucional

2018 - 2018 Vinculo: estagiaria, Enquadramento Funcional: Programa de Aperfeicoamento em Ensino,
Carga horaria: 120

Vinculo institucional

2015 - 2016 Vinculo: Estagiaria, Enquadramento Funcional: Instituto de Ciencias Biomedicas ICBII-USP,
Carga horaria: 20

Hospital Materno Infantil, HMI, Bolivia.

Vinculo institucional
2013 - 2013 Vinculo: Servidor Publico, Enquadramento Funcional: Bioaquimica Farmaceutica, Carga
horéria: 40

Laboratorio Clinico Arce, LCA, Bolivia.

Vinculo institucional
2013 - 2014 Vinculo: Celetista, Enquadramento Funcional: Bioaquimica Farmaceutica, Carga horaria: 40,
Regime: Dedicagdo exclusiva.

Raia Drogasil S.A, RAIADROGASIL, Brasil.

Vinculo institucional
2014 - 2017 Vinculo: Celetista, Enquadramento Funcional: Atendente II, Carga horaria: 40

Areas de atuacao

1. Grande &rea: Ciéncias Bioldgicas / Area: Microbiologia / Subérea: Microbiologia Aplicada.

2. Grande area: Ciéncias Bioldgicas / Area: Microbiologia / Subarea: Microbiologia
Aplicada/Especialidade: Microbiologia Médica.

3. Grande area: Ciéncias da Saude / Area: Farmécia / Subarea: bioquimica farmaceutica.

Idiomas

Espanhol Compreende Bem, Fala Bem, L& Bem, Escreve Bem.

Inglés Compreende Razoavelmente, Fala Pouco, L& Bem, Escreve Pouco.

Portugués Compreende Bem, Fala Bem, L& Bem, Escreve Razoavelmente.

Producoes

Producao bibliografica

Artigos completos publicados em periddicos

Ordenar por

[ Ordem Cronoldgica V]

1. W RUMI, MARIA VALERIA ; MAS, JAVIER ; ELENA, ALAN ; CERDEIRA, LOUISE ; MUNOZ, MARIA E. ; LINCOPAN,
NILTON ; GENTILINI, ELIDA R. ; DI CONZA, JOSE ; GUTKIND, GABRIEL . Co-occurrence of clinically relevant B-lactamases and
MCR-1 encoding genes in Escherichia coli from companion animals in Argentina. VETERINARY MICROBIOLOGY Icr, v. 230, p.
228-234, 2019.

2. FERNANDES, MIRIAM R ; CERDEIRA, LOUISE ; SILVA, MEIRE M ; SELLERA, FABIO P ; MUNOZ, MARIA ; JUNIOR,
FELICIO G ; AZEVEDO, SERGIO S ; POWER, PABLO ; GUTKIND, GABRIEL ; LINCOPAN, NILTON . Novel mcr-5.3 variant in a
CTX-M-8-producing Escherichia coli ST711 isolated from an infected horse. JOURNAL OF ANTIMICROBIAL CHEMOTHERAPY icr
, V. 73, p. 3520-3522, 2018.

3. ¢ SACRAMENTO, ANDREY G. ; FERNANDES, MIRIAM R. ; SELLERA, FABIO P. ; MUNOZ, MARIA E. ; VIVAS,
ROBERTO ; DOLABELLA, SILVIO S. ; LINCOPAN, NILTON . Genomic analysis of MCR-1 and CTX-M-8 co-producing Escherichia
coli ST58 isolated froma polluted mangrove ecosystem in Brazil. Journal of Global Antimicrobial Resistance ¥c®r, v. 15, p. 288-
289, 2018.

4, ESPOSITO, FERNANDA ; FERNANDES, MIRIAM R. ; LOPES, RALF ; MUNOZ, MARIA ; SABINO, CAETANO P. ; CUNHA,
MARCOS P. ; SILVA, KETRIN C. ; CAYO, RODRIGO ; MARTINS, WILLAMES M. B. S. ; MORENO, ANDREA M. ; KNOBL,



TEREZINHA ; GALES, ANA C. ; LINCOPAN, NILTON . Detection of Colistin-Resistant MCR-1-Positive Escherichia coli by Use of
Assays Based on Inhibition by EDTA and Zeta Potential. JOURNAL OF CLINICAL MICROBIOLOGY Ic®, v. 55, p. 3454-3465,
2017.

i MOURA, QUEZIA ; ESPOSITO, FERNANDA ; FERNANDES, MIRIAM R ; ESPINOZA-MURNOZ, MARIA ; SOUZA,
TIAGO A ; SANTOS, SILVIA R ; CERDEIRA, LOUISE ; CASSETTARI, VALERIA ; LINCOPAN, NILTON . Genome sequence
analysis of a hypermucoviscous/hypervirulent and MDR CTX-M-15/K19/ST29 Klebsiella pneumoniae isolated from human
infection. Pathogens and Disease IcR, v. 75, p. 75-79, 2017.

Resumos publicados em anais de congressos

1.

MUNOZ, MARIA E; MOURA, Q. ; FERNANDES, MIRIAMR ; BUERIS, V. ; MELO, L. ; SELLERA, FABIO P ; LOPES, RALF ;
CERDEIRA, LOUISE ; SARTORI, L. ; MONTE, D. F. ; LANDGRAF, M. ; LINCOPAN, NILTON . Resistencia a compuestos de
amonios cuaternarios (QAC) em bacterias de importancia medica en la interface humana - ambiente - aniimal: um desafio para
los laboratorios de microbiologia clinica. In: XXIV Congresso Latino Americano de Microbiologia 2018, 2018, Santiago. XXIV
Congresso Latino Americano de Microbiologia 2018, 2018.

FERNANDES, MIRIAM R ; SELLERA, FABIO P ; MOURA, Q. ; MUNOZ, MARIA ; MONTE, D. F. ; SACRAMENTO, ANDREY G. ;
SILVA, MEIRE M ; CERDEIRA, LOUISE ; SANTOS FILHO, L. ; LEVY, C. ; LINCOPAN, NILTON . genomic epidemiology of colistin -
resistent Escherichia coli carrying mcr - 1 and mcr - 5.2 genes in the animal - human - enviroment interface, Brazil. In: 28th
European Congress of Clinical Microbiology and Infectous Diseases, 2018, Madri. 28th European Congress of Clinical
Microbiology and Infectous Diseases, 2018.

MURNOZ, MARIA E; ESPOSITO, FERNANDA ; FERNANDES, MIRIAM R ; LOPES, RALF ; SABINO, CAETANO P. ; CUNHA,
MARCOS P. ; CAYO, R. ; MARTINS, WILLAMES M. ; GALES, ANA C. ; LINCOPAN, NILTON . Simple and inexpensive methods
for eoutine detection of colistin - resistent MCR - 1 - Positive Escherichia coli in humen and veterinary diagnostic laboratories.
In: 299 Congresso Brasileiro de Microbiologia, 2017, Foz do Iguagu. 29° Congresso Brasileiro de Microbiologia, 2017.
NASCIMENTO, A. ; MARTINS, W. ; FEHLBERG, L. ; MUNOZ,M ; LINCOPAN, N. ; VASCONCELOS, A. ; GALES, A. . Detection
of an Unusual Plasmid in Spm-1 Producing Pseudomonas aeruginosa. In: Interscience Conference on Antimicrobial Agents and
Chemotherapy, 2016, Boston. - Detection of an Unusual Plasmid in Spm-1 Producing Pseudomonas aeruginosa, 2016.

Eventos

unpwWNE

Participacao em eventos, congressos, exposicoes e feiras

Workshop Internacional - Conceitos Contemporaneos em Resisténcia Bacteriana. 2018. (Outra).
Microbiologia de A a Z: da biologia molecular a pratica clinica. 2017. (Outra).

Aplicando Saude - Conceitos e Técnicas de Aplicacdo de Injetaveis. 2016. (Oficina).

Treinamento em Biossegurancga. 2015. (Outra).

Congreso Nacional Cientifico de Estudiantes de de Ciencias farmaceuticas y Bioquimicas. 2011. (Congresso).

Organizacao de eventos, congressos, exposicoes e feiras

MUNOZ, MARIA. Workshop internacional - Conceitos Contemporéneos em Resisténcia Bacteriana. 2018. (Congresso).
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Resultado da Defesa:

Historico de Ocorréncias:

mariaelena@usp.br
12/06/1988

RNE - G000758-Z - DF
Bolivia

Boliviana

Bioquimica Farmacéutica - Universidad Mayor de San Simén - Bolivia - 2013

Mestrado

Farméacia (Fisiopatologia e Toxicologia)
Andlises Clinicas

26/01/2017

26/01/2017

26/07/2019

Prof(a). Dr(a). Nilton Erbet Lincopan Huenuman - 26/01/2017 até o presente. Email:

lincopan@usp.br

Inglés, Aprovado em 26/01/2017
Portugués, Aprovado em 19/12/2017

Aprovado em 16/03/2018

Primeira Matricula em 26/01/2017

Aluno matriculado no Regimento da Pés-Graduagdo USP (Resolugdo n° 6542 em vigor de 20/04/2013 até 28/03/2018).
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Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
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FICHA DO ALUNO

Créditos Atribuidos a Dissertagéo: 71

Observacgoes:

MPT5795- Bases Eticas, Metodoldgicas e Gerenciais em Pesquisa Matricula
21 (Faculdade de Medicina - Universidade de S&o Paulo) 03/03/2017  15/06/2017 225 B cancelada
BMM5803- Fundamentos de Biologia Molecular Bacteriana (Instituto de p
33 Ciéncias Biomédicas - Universidade de S&o Paulo) 07/03/2017 18/04/2017 60 100 Concluida
MIP5723- Antibioticoterapia e Resisténcia Bacteriana: Analise Critica de
51 Métodos de Investigagao e Intervengao (Faculdade de Medicina-  07/08/2017  03/09/2017 60 100 Concluida
Universidade de Sao Paulo)
FB%5”757_ Topicos em Fisiopatologia e Toxicologia Il 15/08/2017  27/11/2017 15 100 Concluida
ICB5709- Ensaios Pedagdgicos (Instituto de Ciéncias Biomédicas - .
/5 Universidade de Sao Paulo) 04/10/2017  07/11/2017 45 100 Concluida
MPT5741- Patologia das Grandes Endemias Brasileiras (Faculdade de p
442 Medicina - Universidade de Sao Paulo) 16/10/2017  12/11/2017 120 100 Concluida
Estudo do Envoltério Celular de Bactérias Gram-Positivas e Gram- .
BMM5829- Negativas (Instituto de Ciéncias Biomédicas - Universidade de Sdo 26/02/2018  08/04/2018 60 - Matricula
3N cancelada
Paulo)
FB?Z:%_ Topicos em Fisiopatologia e Toxicologia | 05/03/2018  19/06/2018 15 75 Concluida
BMM5893- Métodos Classicos e Moleculares de Estudo em Genética
2N Bacteriana (Instituto de Ciéncias Biomédicas - Universidade de 09/04/2018  18/06/2018 60 100 Concluida
Sao Paulo)
Etapa de Preparagdo Pedagdgica no 2° Sem./2018, modalidade
Disciplina, Estagio Supervisionado em Docéncia, com carga
Atividade horaria 120 horas, do Programa de Aperfeigoamento de Ensino
do junto a Disciplina BMM0160 — Microbiologia Basica, do Dep. de 01/07/2018  30/11/2018 - - -
Programa Microbiologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP,
ministrada aos alunos de graduagéo, sob a superviséo do Prof.
Dr. Gabriel Padilla Maldonado. (1)
BMM5746- Controle Microbiolégico. Esterilizagdo e Desinfecgéo (Instituto de R Matricula
6/1 Ciéncias Biomédicas - Universidade de S&o Paulo) 14/08/2018  10/09/2018 60 cancelada
Disciplinas: 0 25 28
Estagios:
Total: 0 25 28

1) Créditos atribuidos de acordo com o disposto na Portaria GR-3588 e GR-4391 - PAE, de 31.08.09 e aprovados pela Comisséao de Pés-

Graduagdo, em Sesséo de 13/03/2019.

Um(1) crédito equivale a 15 horas de atividade programada.

Conceito a partir de 02/01/1997:
A- Excelente, com direito a crédito; B - Bom, com direito a crédito; C - Regular, com direito a crédito; R - Reprovado; T - Transferéncia.
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