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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo avaliar a resisténcia antimicrobiana de Escherichia
coli, através de métodos fenotipicos como a técnica de disco-difusao e por métodos
genotipicos analisando dados de sequenciamento de material genético, além disso
se faz necessario avaliar a presengca de genes de viruléncia e a presenca de
plasmideos. As resisténcias que por vezes sdo transmitidas por bacteridfagos
levantou-se a hipétese de que pode-se estabelecer uma correlacéo entre esses dois
organismos nas amostras analisadas. Como principais resultados desse estudo, foi
possivel fazer o isolamento por cultivo em agar seletivo e diferencial e a identificacéo
de 15 cepas de Escherichia coli utilizando a técnica de espectrometria, além disso,
todas as cepas demonstraram resisténcia fenotipica a pelo menos um dos
antimicrobianos testados. Na analise do sequenciamento foi possivel identificar a
presenca de 62 genes, sendo que 27 tiveram alguma relagdo com os
antimicrobianos selecionados. Por fim, o sequenciamento também nos proporcionou
a identificacdo de bacteriofagos que podem estar relacionados com alguns dos
genes presentes nos isolados.

Palavras-chave: Escherichia coli; Viruléncia; Plasmideos; Bacteriofagos.



ABSTRACT

This study aimed to evaluate the antimicrobial resistance of Escherichia coli using
phenotypic methods, such as the disk-diffusion technique, and genotypic methods by
analyzing genetic material sequencing data. Additionally, it is necessary to assess
the presence of virulence genes and plasmids. Considering that resistance is
sometimes transmitted by bacteriophages, the hypothesis was raised that a
correlation between these two organisms could be established in the analyzed
samples. As main results of this study, it was possible to isolate by cultivation on
selective and differential agar and to identify 15 strains of Escherichia coli using the
spectrometry technique, in addition, all strains demonstrated phenotypic resistance to
at least one of the antimicrobials tested. In the analysis of the sequencing, it was
possible to identify the presence of 62 genes, 27 of which had some relationship with
the selected antimicrobials. Finally, the sequencing also provided us with the
identification of bacteriophages that may be related to some of the genes present in
the isolates.

Keywords: Escherichia coli; Virulence; Plasmids; Bacteriophages.
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1 INTRODUCAO

As bactérias sao seres vivos unicelulares pertencentes ao reino monera
possuindo algumas caracteristicas e determinados componentes podem ser
observados em varios tipos de células. De forma geral todas as células possuem
uma parede celular que separa o citoplasma do ambiente externo. O citoplasma é
composto por proteinas, acidos nucleicos, lipideos, polissacarideos, ions inorganicos
e ribossomos. A parede celular confere resisténcia estrutural a célula e € uma
estrutura moderadamente permeavel localizada externamente a membrana
plasmatica (MADIGAN et al., 2016).

Mesmo com sua fama de seres patogénicos, as bactérias também possuem
acdes benéficas ao ser humano por fazer parte da microbiota intestinal,
estabelecendo uma flora bacteriana com caracteristicas que mantém a homeostase
do corpo variando de individuo para individuo (EL-SAYED; ALEYA; KAMEL, 2021).
Além disso, sdo responsaveis por converter componentes alimentares através de
enzimas gerando alimentos fermentados como paes e kombuchas (DIMIDI et al.,
2019).

As bactérias sao organismos que, até meados dos anos 1920 foram
responsaveis por uma alta taxa de infecgées ao redor do mundo e por nao haver
uma forma de tratamento na época, as infecgdes resultaram em uma grande
quantidade de 6bitos (DAVIES; DAVIES, 2010). Entre as diversas epidemias que se
teve ao longo dos anos podemos citar a peste, causada por uma bactéria conhecida
como Yersinia pestis que chegou a matar aproximadamente 200 milhdes de pessoas
ao redor do mundo (SUN, 2016), outro exemplo epidemiologicamente importante é a
bactéria Vibrio cholerae que é responsavel por causar a colera, e desde 1961 infecta
aproximadamente 5 milhdes de pessoas e causa 120 mil mortes ao ano (HARRIS et
al., 2012). No entanto, a descoberta da penicilina por Alexander Fleming, que se deu
ao acaso, em 1928 (FLEMING, 1929) abriu portas para o tratamento e controle
dessas infecgdes e teve seu uso amplamente disseminado principalmente durante a
Segunda Guerra Mundial (GAYNES, 2017).

Esse grande avango no tratamento das infecgdes bacterianas possibilitou a
descoberta, desenvolvimento e fabricagdo de novos medicamentos visando
combater infecgcdes bacterianas pertinentes a época, que ficou conhecida como a

era de ouro dos antibioticos. Como os estudos estavam em estagios iniciais, havia
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uma ampla gama de moléculas e novas tecnologias auxiliares que foram
importantes para o desenvolvimento de diversas classes de antibiéticos, como
exemplos temos os beta-lactamicos, aminoglicosideos e as polimixinas (HUEMER et
al., 2020; SPAGNOLO; TRUJILLO; DENNEHY, 2021). Ao se aproximar do fim dos
anos 1990 se observou um declinio desses grandes numeros de descobertas,
periodo que foi marcado pela auséncia de destaque nas pesquisas de novos
antibidticos.

Entretanto, a problematica das resisténcias ndo é um assunto que so é
discutido recentemente visto que em meados dos anos 1940 os casos de diversas
resisténcias aos antibidticos foram relatados e assim foi possivel observar que
estava surgindo casos de inefetividade nos tratamentos das infecgdes bacterianas
(O’'MEARA, 2020). O motivo disso foi a capacidade das bactérias de desenvolver
mecanismos de evasdo aos antibidticos que a elas eram direcionados, gerando
assim um problema de saude publica que persiste até os dias de hoje, que sao as
resisténcias bacterianas, um assunto que vem sendo discutido do ambito cientifico,
médico e farmacéutico, visando melhorar os tratamentos ja existentes ou propiciar a
descoberta de novos (ABRAHAM et al., 1941; ABRAHAM; CHAIN, 1940; COHEN,
2000).

Estudos demonstram que atualmente existem mais de 20.000 possiveis
genes de resisténcia que tendem a existir quando se analisa o genoma de 400
modelos bacterianos distintos. A problematica da resisténcia aos antibidticos mata
aproximadamente 23.000 pacientes a cada ano nos Estados Unidos, que além do
impacto humanitario ainda resulta em um aumento nos custos de saude de mais de
US$20 bilhdes (NADGIR; BISWAS, 2023). No Brasil a resisténcia se torna um
problema tanto para humanos quanto animais, visto que o pais € um grande
produtor e exportador de produtos de origem animal, e ja sdo observadas
resisténcias as diversas classes de antibidticos neste setor como as de Escherichia
coli as penicilinas e a combinagao de sulfametoxazol e trimetoprima em amostras de
frangos de corte (ROTH et al.,, 2018). No entanto, ndo é somente no Brasil que
ocorrem casos de resisténcias aos antibidticos do ambito pecuario, anualmente a
producéo de gado nos EUA é responsavel por aproximadamente 80% do uso de
todos os antibidticos que sao utilizados no pais, tanto para o tratamento quanto para

a prevencao das infecgdes, além disso, estudos demonstram que ndo somente os



18

bovinos e aves mas também os suinos apresentam uma alta taxa de bactérias
resistentes em sua microbiota (CHANG et al., 2014).

Os antibidticos apos exercerem seu devido efeito farmacoldgico, sao
excretados do corpo, seja humano ou animal e podem se tornar micropoluentes no
ambiente externo podendo se acumular em diversas matrizes como solos, efluentes
e esgotos. Devido a esse fator, bactérias presentes nesses ambientes podem entrar
em contato com esses antibidticos residuais oriundos de excre¢des humanas e
animais e desenvolverem resisténcias frente a esses compostos que, em
decorréncia da capacidade de adaptacéo e selecédo natural de cepas resistentes ao
agente antimicrobiano, ocorre o surgimento de uma populagdo de bactérias
resistentes, o que pode dificultar o tratamento com 0 mesmo antibiético ou até com
outros pertencentes a mesma classe (DAVIES; DAVIES, 2010; LARSSON; FLACH,
2021).

Para contornar esse problema, metabdlitos secundarios oriundos de plantas
como os flavondides, taninos e saponinas ja tiveram suas propriedades
antimicrobianas estabelecidas que englobam a interferéncia nas paredes celulares
microbianas, destruicdo da parede, inibem a sintese de proteinas e impedem a
funcdo das enzimas microbianas, causando uma reducdo efetiva da carga
microbiana e prevenindo infecgdes (GOLOWCZYC; GOMEZ-ZAVAGLIA, 2024).
Outra abordagem que pode ser usada como forma de controle antimicrobiano € a
utilizacdo de desinfetantes como acidos, alcalis, alcoois, aldeidos, halogénios, fendis
e compostos quaternarios de amoénia (MCVEY; KENNEDY; CHENGAPPA, 2016).
Ainda assim, € necessaria cautela em seu uso, pois as bactérias também possuem
capacidade de resistir aos desinfetantes, tanto por formas adquiridas quanto por
formas intrinsecas (CHEN et al., 2021; MC CARLIE; BOUCHER; BRAGG, 2020).

A obtencao das resisténcias podem acontecer de diversas maneiras e podem
ser classificada em nivel molecular como a modificagao do sitio alvo de ligagéo do
antibidtico ou degradacdo do medicamento, as defesas de nivel celular que tem
como exemplos a mudanga de permeagado das membranas, geracdo de bombas de
efluxo, producédo de vesiculas e de lipopolissacarideos, e por fim temos as defesas
de nivel multicelular que possuem como representantes a produgao de biofilmes e
apoptose da bactéria (SMITH et al., 2023). Algumas bactérias ja sdao naturalmente
resistentes a alguns medicamentos, caracteristica conhecidas como resisténcias

intrinsecas, fator que naturalmente a bactéria ja possui em seu material genético,
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entretanto para bactérias que sao sensiveis a um antibidtico, a exposicédo continua e
de forma irracional pode levar ao que se conhece como resisténcia adquirida, uma
caracteristica onde a bactéria se adapta ao efeito do antibiético e desenvolve a
capacidade de retardar ou até mesmo impedir o seu efeito (DAVIES; DAVIES, 2010).

A obtencgao da resisténcia adquirida ocorre principalmente de duas formas, a
primeira delas é por um processo de mutagao do material genético que é decorrente
de um erro de replicagdo ou de um rearranjo cromossémico (RAESIDE et al., 2014)
e a segunda forma é a transmissdo horizontal de genes que acontece por meio de
trés processos candnicos (conjugagao, transformacéo e transdugdo) como pode ser
observado na figura 1(ARNOLD; HUANG; HANAGE, 2021).

FIGURA 1 - Processos candnicos da transmissao horizontal de genes

Transducao

Fonte: Elaborado pelo autor

O primeiro processo candnico é a conjugagao, que resulta da transferéncia do
material genético entre bactérias através de um pilus. Durante o segundo processo
canbnico nomeado de transformagdo ocorre uma incorporacdo de um material
genético exégeno ao da bactéria através de um poro em sua parede. Como ultimo
processo candnico tem-se a transducao que é resultado do transporte de material

genético de uma bactéria para outra utilizando um virus nomeado de bacteriéfago
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como mediador. (BORZIAK; FLEETWOOD; ZHULIN, 2013; SMITH et al., 2023;
SHARMA et al., 2016).

Os bacteriéfagos ou fagos sao virus que infectam bactérias e sdo as
particulas mais abundantes que se encontram na natureza, foram descritos primeira
por Frederick Twort e Félix d’'Herelle em meados dos anos 1915, onde Twort
descreveu o processo de vitrificagdo, onde ele notou que algumas colénias
bacterianas em cultura ficavam transparentes e ndo podiam mais ser cultivadas,
indicando que as bactérias estavam mortas, fendbmeno que ele atribuiu a uma
atividade exercida por um virus, ja d’Herelle verificou o mesmo fendmeno em
amostra de um paciente, onde ele percebeu que com o aparecimento das marcas
transparentes, o quadro clinico do paciente melhorou e d’Herelle atribuiu esse
resultado também a um virus, ao qual nomeou de bacteriéfago. O tratamento que
ficou conhecido como fagoterapia, foi utilizado por d’Herelle durante os anos 1930 e
1940, no entanto com a descoberta dos antimicrobianos, a utilizagdo dos fagos foi se
tornando cada vez menos comum até o cenario atual, onde as bactérias apresentam
altas taxas de resisténcia e os fagos voltaram a aparecer em artigos e pesquisas
(SANTOS; ROMANS; WIGG, 2021).

Atualmente tem sido estudado pela sua ampla gama de utilizagbes
biotecnolégicas como a aplicagdo de particulas de bacteriéfagos na vacinacgao,
biocontrole de patdgenos vegetais, dispositivos de biossensoriamento bacteriano,
entrega de genes, biopreservacéo e seguranga alimentar, métodos de transferéncia
de genes de plantas e animais, controle de biofilme, desinfec¢cdo de superficies e
controle de corrosao, controle do crescimento das bactérias e também por sua
capacidade de disseminagao de genes de resisténcia bacteriano (HARADA et al.,
2018; CLOKIE et al., 2011).

Os fagos apresentam duas formas de replicagéo, a primeira € a forma litica
que utiliza o ribossomo bacteriano para a formagao de suas proteinas e em seguida
promove a lise da bactéria para entao liberar multiplas cépias virais com capacidade
de infectar novos hospedeiros. A segunda forma de replicagdo € a lisogénica que
através de integrases (enzimas que possuem a capacidade de integrar DNA
exdégeno no genoma bacteriano) o fago consegue realizar a integracdo de seu
material genético ao da bactéria hospedeira e cada vez que ela gera células filhas,
os fagos integrados se proliferam também. Ocasionalmente esse fago pode

converter seu ciclo lisogénico em litico e se liberar do genoma bacteriano, destruindo
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a bactéria no processo (KASMAN; PORTER, 2022). Nesse processo de lise celular
os fagos ocasionalmente encapsulam fragmentos do material genético bacteriano
durante a montagem de sua particula viral e ao infectar outra bactéria esse material
tem a possibilidade de se integrar ao genoma bacteriano, esse recurso foi citado
anteriormente como a transdug¢do, um dos processos candnicos da transmissao
horizontal de genes que possui uma grande relevancia para a disseminagao de
genes de resisténcia bacterianos (LECLERC et al., 2022).

Tendo em vista todas essas caracteristicas adaptativas por parte das
bactérias se faz cada vez mais necessario o0 monitoramento desses microrganismos
para se tomar medidas necessarias no controle das resisténcias, e nesse sentido
nota-se a relevancia para um olhar mais amplo como o conceito de Saude Unica que
segundo a Organizagdao Mundial da Saude (OMS) diz que, a saude dos seres
humanos, dos animais domésticos e selvagens, das plantas e do ambiente em geral
(incluindo os ecossistemas) estdo intimamente ligados e sao interdependentes
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2023).

Alguns estudos ja foram realizados nessa linha, avaliando bactérias que
possuem a rota fecal-oral em mamiferos e que continuam sobrevivendo em
ambiente externo até por fim retornar ao mamifero apés o consumo de agua e/ou
alimentos contaminados. Um exemplo classico sao as termotolerantes, como
Escherichia coli, um bacilo gram-negativo conhecido por fazer parte da microbiota
intestinal de mamiferos e que por vezes provoca diversos quadros patogénicos,
especialmente gastrointestinais (MUELLER; TAINTER, 2023). A maioria dos
trabalhos realizados com essa bactéria utilizam como matriz as aguas residuais de
diversas localizagbes visando a busca pela presenca de resisténcias, seja ela por
métodos fenotipicos como o teste de sensibilidade aos antimicrobianos (TSA) ou
genotipicos como a caracterizagdo do material genético do agente a ser estudado,
(HUTINEL et al., 2019; YU et al., 2022; AKTER; CHOWDHURY; MINA, 2021) dessa
maneira o monitoramento desses genes de resisténcia se faz essencial para

planejar medidas de controle e tratamento desses patdgenos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Estudar o perfil de resisténcia de Escherichia coli frente a antibiéticos e sua

relacdo com os bacteriéfagos a partir de amostras de esgoto sanitario humano.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e |solar e caracterizar possiveis Escherichia coli de amostras de esgoto
sanitario humano;

e Avaliar o perfil de resisténcia de isolados Escherichia coli frente a
diferentes classes de antimicrobianos através da técnica de
disco-difusao;

e |dentificar genes de resisténcia a antimicrobianos dos isolados de
Escherichia coli utilizando ferramentas de bioinformatica;

e Relacionar os genes de resisténcia a antimicrobianos com

bacteriéfagos.
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3 JUSTIFICATIVA

Em decorréncia do elevado numero de casos relacionados a resisténcia
bacteriana, surge a necessidade de entender e elucidar os mecanismos pelos quais
as bactérias adquirem as devidas resisténcias, seja para o desenvolvimento de
novos farmacos ou medidas biotecnolégicas para controlar bactérias resistentes. Um
dos passos mais importantes para a concretizagdo dessa estratégia € o
monitoramento de cepas bacterianas em diferentes matrizes nas quais podem
habitar.

Para esse trabalho, o esgoto sanitario humano é a matriz de maior interesse
em decorréncia de sua grande importancia no ambito da Saude Unica. Por meio
desta matriz € possivel detectar a presenca de bactérias oriundas de humanos,
animais e do meio ambiente. Desta maneira, o presente trabalho visa relacionar as
possiveis resisténcias bacterianas decorrentes do uso de antibiéticos, assim como
também avaliar a capacidade de bacteriéfagos que realizam ciclo lisogénico, de
carrear genes de resisténcia a antimicrobianos e transmiti-los por meio de seu ciclo

replicativo.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 RECEBIMENTO DE AMOSTRAS

As amostras foram cedidas pela SEMASA e pela CASAN entre os periodos
de dezembro de 2022 até fevereiro de 2024, computando-se 47 amostras avaliadas,
conforme demonstrado abaixo no quadro 1.

As amostras foram coletadas de tanques de esgoto bruto das estagdes de
SEMASA em ltajai e da CASAN localizadas em Canasvieiras, Lagoa da Conceigéo e

na regiao proxima ao centro de Floriandpolis conhecida como Insular.

.QUADRO 1 — Amostras de aguas residuais recebidas da SEMASA com o objetivo

de isolar enterobactérias com caracteristicas fenotipicas de Escherichia coli




Fonte: Elaborado pelo autor
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4.2 ISOLAMENTO BACTERIANO

Para o isolamento de colbnias fenotipicamente caracteristicas de Escherichia
coli foi utilizado o meio seletivo e diferencial agar MacConkey (KASVI, Espanha),
utilizando 10 mL do mesmo em placas de petri e aproximadamente 100 uyL da
amostra, ao qual foi distribuida na placa utilizando algas de Drigalski, apds isso as
placas foram submetidas a uma temperatura de 37 °C por 24 horas utilizando uma
estufa bacteriologica. As colbnias isoladas foram ressuspendidas em meio
Luria-Bertani (LB) (KASVI, Espanha) para propagagdo em meio nutritivo para que,
sejam entdo, cultivadas em MacConkey novamente e isoladas novas col6nias
utilizando o mesmo procedimento citado anteriormente. Esse processo foi realizado
visto que a amostra possui uma abundéncia de células bacterianas, onde as
colbnias por vezes podem se sobrepor umas as outras. Foram isoladas trés colonias
de cada amostra recebida. Para o armazenamento das coldnias isoladas foi utilizado
uma combinagdo de meio LB e glicerol (5:1) e armazenadas refrigerada em uma

temperatura de -80 °C.

4.3 IDENTIFICACAO DE Escherichia coli

Para o processo de identificacdo das espécies foi utilizada a técnica de
Matrix-Assisted Laser Desorption lonization — Time of Flight (MALDI-TOF) que
consiste em preparar a amostra que se deseja identificar com um composto
organico, que € responsavel por absor¢cdo de energia chamado matriz, que é
submetido a um processo de secagem levando a cristalizagdo. Apds isso a matriz é
submetida a um feixe de laser que gera um processo de dessorgdo e ionizagao
tendo como resultado final, a formagéao de ions protonados oriundos da amostra que
serao separadas de acordo com sua relagcdo massa-carga (m/z). Apds essa
separagdo, 0s ions sdo submetidos a um analisador do tipo TOF, que faz o
processamento de todos os ions em ordem crescente de relacdo massa-carga
previamente realizado. Por fim, o sistema gera um espectro de massa conhecido
como peptide mass fingerprint (PMF) que entdo sera comparado com espectros
existentes nos bancos de dados do equipamento para que ocorra sua devida
identificacdo (SINGHAL et al., 2015).
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Utilizou-se o equipamento Microflex LT (Bruker Daltonik GmbH, Bremen,
Alemanha). As amostras foram preparadas por transferéncia direta estendida da
seguinte forma: colbnias bacterianas foram colhidas e depositadas (em duplicata)
nos alvos de uma placa de ago polido, sendo aplicado 1ul de acido formico a 70%
(v/v), e apds a secagem, 1ul da solugdo matriz (HCCA alfa-ciano-4-hidroxicindmico).
Para obtencao dos dados, foram realizados dois experimentos independentes para
cada amostra. Além disso, foi utilizada a cepa DH5a de Escherichia coli como
padrao para calibracédo e espectro de referéncia do equipamento. O processamento
dos espectros das proteinas entre 2 e 20 kDa foi obtido através do software
flexControl versdo 3.4 (Bruker Daltonics, EUA) e comparado com os espectros
presentes no pacote MBT 7854 MSP Library do software MALDI Biotyper versao 3.1
(Bruker Daltonics). Os parametros utilizados para interpretacao dos resultados da
identificacdo por meio de MALDI-TOF foram os seguintes: a) A identificacdo da
espécie foi considerada como altamente provavel quando a pontuacgao foi de 3.000 a
2.300; b) A identificacdo em nivel de género foi considerada segura e de espécie
considerada provavel quando a pontuacao foi de 2.299 a 2.000; c) A identificagao
apenas em nivel de género foi considerada provavel quando a pontuagao foi de
1.999 a 1.700; d) A identificacdo foi classificada como n&o confiavel quando a

pontuagao foi < 1.699.

4.4 TESTE DE SENSIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS

O TSA tem a funcao de avaliar o nivel de resisténcia ou de sensibilidade a
diversos antimicrobianos, para isso foram selecionados aqueles que impactam
diretamente em Escherichia coli. Para os antibidticos de uso humano foram
selecionados os seguintes antibiéticos (Laborclin): Norfloxacino (10 ug), Ceftriaxona
(30 pug), Gentamicina (10 ug), Sulfametoxazol + Trimetoprima (25 pg),
Nitrofurantoina (300 pg) e Ampicilina (10 pg). Avaliou-se entdo o didmetro dos halos
de inibicdo formados por esses antibidticos, para isso foi utilizada a tabela de pontos
de corte clinicos disponibilizada pelo Brazilian Comittee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (BrCast), edicdo de 2024 conforme consta no anexo A. Para
nitrofurantoina foi utilizado o anexo B disponibilizado pelo Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI).
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Para a realizagao dos testes as cepas isoladas foram repicadas em tubos
contendo 25 mL de caldo LB e incubadas a 37° C por 24 horas. Apds a incubagao as
culturas foram semeadas com o auxilio de swabs estéreis em placas contendo agar
Mueller-Hinton (HIMEDIA, india), em seguida foi realizada a adigdo dos discos
antimicrobianos e as placas foram incubadas por 24 horas de incubagao a 37 °C.
(BAUER et al., 1966).

4.5 EXTRACAO DO MATERIAL GENETICO

Para o processo de extragdo de material genético, as amostras foram
crescidas em meio LB em duplicata e entdo centrifugadas a 5000 RPM por 5
minutos, os pellets resultantes foram transferidos para um unico tubo e processados
utilizando o kit comercial RNAdvance Viral XP Reagent Kit, que consiste em uma
etapa de lise da parede bacteriana para expor seu material genético, em seguida
ocorre a ligacado desse material genético com as beads, dessa maneira possibilita a
separacao do material alvo e dos contaminantes presentes na amostra, que apos
passar por processos de lavagens se obtém uma amostra purificada que foi entdo

submetida ao sequenciamento.

4.6 CARACTERIZAGAO DO GENOMA BACTERIANO

Os sequenciamentos seguiram o protocolo de montagem de biblioteca de
DNA gendmico para sequenciamento shotfgun descrito no protocolo de
sequenciamento - Rapid sequencing gDNA - barcoding (SQK-RBK004) da Oxford
Nanopore. Inicialmente, as amostras foram quantificadas utilizando o fluorbmetro
Qubit (Invitrogen, MA, EUA) utilizando 1 yL de DNA das amostras. Apos essa
quantificacdo foi usado uma padronizacdo de, no minimo, 100 ng de material
genético contidos em um volume final de 7,5 pL, desse total, 2,5 yL foram de
barcodes do kit SQK-RBKO004 (Oxford Nanopore). As amostras entdo foram
submetidas a etapas de ciclagem via termociclador, sendo a primeira de 30° C por
um minuto e a segunda de 80° C por um minuto. Em seguida, em um unico tubo, as

amostras foram ressuspendidas com beads AMPure XP (Beckman Coulter)
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utilizando volume igual ao total da biblioteca, que corresponde ao volume somado de
todas as amostras.

Apds esse processo, as amostras foram submetidas ao processo de
sequenciamento e para isso utilizou-se o MinlON Mk-1B (Oxford nanopore), que
realiza a sequéncia e identificacdo das bases do DNA em decorréncia de mudancgas
na condutividade elétrica que sao geradas de acordo com com a passagem das fitas
de DNA por um poro biolégico (LU; GIORDANO; NING, 2016). Esses ensaios foram
realizados em parceria com o Laboratério de Protozoologia e de Bioinformatica

situado na Universidade Federal de Santa Catarina.

4.7 ANALISE DO SEQUENCIAMENTO

Os fragmentos de leitura obtidos do sequenciamento de leituras longas foram
processados pelo pipeline fast-Basecalling do préprio equipamento (MinlON Mk1c —
Oxford Nanopore), que utiliza o software Guppy 5.0.7 (Wick, Judd e Holt, 2019). Foi
utilizado o indice médio de qualidade Phred com score de 8 e tamanho minimo de
fragmento de 200 pares de base (pb) que foram entdo separados considerando o
respectivo barcode adicionado na preparagao da biblioteca por meio do software
Guppy. Os fragmentos foram filtrados de forma a remover sequéncias de baixa
qualidade, fragmentos de leitura de origem humana e adaptadores de
sequenciamento. Apds este processo, os fragmentos de leitura foram alinhados no
genoma de referéncia de Escherichia coli (NCBI/CF_000005845.2 _ASM584v2) com
0 objetivo de gerar a sequéncia consenso, utilizando o SAmtools v 1.7 (Danecek et
al., 2021). Os genes de resisténcia, viruléncia e plasmideos da sequéncia consenso
foram obtidos utilizando o Abricate v. 0.9.8, com o database CARD (The
Comprehensive Antibiotic Resistance Database), Virulence Finder e Plasmid Finder
2.0. As sequéncias de bacteriofagos foram encontradas utilizando o geNomad
(Camargo et al., 2023) e a taxonomia identificada a partir de Blastn.

A analise dos sorogrupos foi realizada utilizando o programa Sorotyper 2.0
utiizando o valor de 85% de identificacdo e 40% do genoma obtido no

sequenciamento como valor minimo para comparagao com o genoma de referéncia.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 TRIAGEM E IDENTIFICACAO BACTERIANA

As amostras que foram utilizadas neste trabalho foram processadas de
acordo com sua chegada ao Laboratoério de Virologia Aplicada (LVA). Por meio do
MALDI-TOF, 15 isolados foram identificados como Escherichia coli (Quadro 2).

QUADRO 2 — Amostras identificadas como Escherichia coli por meio do
MALDI-TOF

Fonte: Elaborado pelo autor

5.2 TESTE DE SENSIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS DOS ISOLADOS

Para avaliar o perfil fenotipico das colbénias, foram considerados os valores
dos didmetros dos halos formados, sendo que seus valores de referéncia se

encontram disponiveis no anexo A.
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FIGURA 2 - Perfil de resisténcia fenotipica de isolados de Escherichia coli frente aos

antimicrobianos selecionados para a o trabalho

Antimicrobianos

Ampicilina

Ceftriaxona

Gentamicina

Nitrofurantoina

Norfloxacino

Sulfametoxazol + Trimetoprima

Figura 2 - Valores dos halos de inibi¢cdo referente a cada uma das amostras com o objetivo de
caracterizar fenotipicamente as resisténcias frente aos antimicrobianos selecionados para o estudo.
Os quadrantes mostrados em M indicam resisténcia, [[] indica sensivel, aumentando exposicéo e [l
indica sensivel.

Ao analisar a figura 2, € possivel observar que todos os isolados testados
apresentaram alguma resisténcia fenotipica, e em valores percentuais, pode-se
concluir que as resisténcias foram de: 33% para ampicilina (5 isolados), 26% para
ceftriaxona (4 isolados), 46% para gentamicina (7 isolados), 13% para
nitrofurantoina (2 isolados), 33% para norfloxacino (5 isolados) e 13% para
sulfametoxazol + trimetoprima (2 isolados).

As resisténcias de Escherichia coli aos antimicrobianos mais observadas
também sado encontradas na literatura em outros estudos semelhantes e em
localidades diferentes, o que mostra que quando se trata de bactérias resistentes, &
possivel ver que suas variantes estdo em circulagdo por todo o mundo, mas
principalmente em paises subdesenvolvidos ou com baixa cobertura e investimento
em setores de saude e controle de qualidade (AHMED; RABBI; SULTANA, 2019).
Exemplos disso sdo Escherichia coli encontradas em Bangladesh onde foi possivel
observar que as bactérias tiveram resisténcias a ampicilina de 57,9-69% de isolados
clinicos, enquanto a combinacao de trimetoprima + sulfametoxazol foi de 55,2%. Em
aguas residuarias das regides de Mathbaria e Chhatak apresentaram uma alta
proporcao de cepas resistentes a ampicilina com percentual de 50-75% e ceftriaxona
de 62,5% Nesse estudo também foi possivel observar que, 80-100% das cepas

foram suscetiveis a norfloxacino, resultado diferente do observado no atual estudo
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(JOHURA et al., 2024). As resisténcias também podem ser observadas em isolados
obtidos de derivados lacteos e frutas como mostrado realizado na Etiopia onde foi
visto que eram altamente resistentes a ampicilina (70%), sulfametoxazol +
trimetoprima (60%) e suscetiveis a alguns antimicrobianos como gentamicina
(100%), norfloxacina (100%) (TADESSE et al., 2018). Por fim, para demonstrar como
as bactérias possuem diferentes comportamentos quando comparadas cepas de
diferentes localizagbes, estudo realizado na cidade Bagua no Peru, demonstrou que
as bactérias possuem resisténcias de 100% quando submetidas a gentamicina e
64% quando testadas contra norfloxacino (FERRO et al., 2024).

5.3 SEQUENCIAMENTO E ANALISE DOS GENES

Apos a etapa de sequenciamento foi possivel detectar a presenca de 62
genes de resisténcia, sendo que do total de genes, 27 apresentaram uma relevancia
para esse trabalho, visto que foi possivel estabelecer uma correlagao entre o gene
de resisténcia e sua interacdo com o antimicrobiano alvo, no entanto para a
nitrofurantoina e para a associacdo de sulfametoxazol + trimetoprima ndo foram
encontrados genes de resisténcia que permitem relacionar com algumas das

resisténcias.
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FIGURA 3: Esquema representando os genes de resisténcia de interesse agrupados

de acordo ao grupo que pertencem

mdtE,
mdtF, mdtH
e mdt

Figura 3 - Presenca dos 27 genes de interesse para a execugao deste trabalho.

Ao realizar o levantamento dos dados obtidos da totalidade dos genes de
resisténcia foi possivel observar que o gene to/C teve uma maior prevaléncia em
relagao ao total de amostras aparecendo em 47% (7 isolados), seguido de acrA,
acrB, acrD, acrE, baeR, baeS, emrA, emrB, emrR e kdpE com 40% (6 isolados),
acrF, acrS, CRP, evgA, evgS, gadW, gadX, H-NS, marA, mdtE e mdtF com 33% (5
isolados), ampC, ampH e mdtM com 27%, cpxA 20% (3 isolados)e mdtH com 13%
(2 isolados).
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QUADRO 3 - Lista de genes de resisténcia bacteriana

Fonte: Elaborado pelo autor

Os genes de resisténcia acrA e acrB junto com o gene tolC sao conhecidos
por formarem o sistema acrAB-tolC que é composto pelo transportador acrB, pela
proteina de membrana acrA e pelo canal de membrana externa multifuncional to/C,
tendo como mecanismo de resisténcia a formacdo de bombas de efluxo que
eliminam o antimicrobiano assim que ele ultrapassa a barreira citoplasmatica
bacteriana. Os genes acrE, acrF (formam o sistema acrEF) e acrD possuem o
mesmo mecanismo e requerem ftolC para exercer sua fungdo (HORIYAMA;
NISHINO, 2014). O papel do gene acrS ainda ndo € bem estabelecido mas ja
demonstraram que ele pode reprimir a atividade de genes como o sistema acrAB
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(HIRAKAWA et al., 2008). O grupo dos genes emr também possuem atividade
relacionadas as bombas de efluxo, sendo que o sistema emrAB-tolC é um dos mais
estudados, de forma que a interrupgao de sua expressao resultou na suscetibilidade
das bactérias quando submetidas a um tratamento com nitrofurantoina
(PUERTOLAS-BALINT et al., 2019).

As resisténcias a ampicilina é associada aos genes ampC e ampH, que séo
responsaveis por hidrolisar o anel beta-lactamico de antimicrobianos da classe das
penicilinas como a ampicilina, esse processo leva a degradagéo do antimicrobiano e
inefetividade do mesmo (SADEGHI; SEDIGH EBRAHIM-SARAIE; MOJTAHEDI,
2022).

Semelhante ao sistema acrAB, o sistema baeS/baeR também s&o dois
componentes que formam um sistema de resisténcia conhecidos por controlar a
expressao de proteinas transmembranares da parede bacteriana conhecidas como
porinas e também regular a expressdo de bombas de efluxo e ja foram relatados
como responsaveis por gerar resisténcia ao antimicrobiano betalactamico temocilina
em bactérias da espécie Enterobacterales, no entanto ainda sdo necessarios mais
estudos para avaliar a resisténcia em outras representantes (PEREZ-PALACIOS et
al., 2024).

O gene cpxA também é comumentemente encontrado em associagao com o
cpxR, no entanto nao foi possivel detectar este ultimo, mas esse sistema é essencial
para responder a estresses ambientais, sendo os principais aqueles que impactam o
envelope celular, como o estresse osmético ou falhas no enovelamento de proteinas
(SIRYAPORN; GOULIAN, 2008).

QUADRO 4 - Lista de genes de viruléncia

fimA, fimB, fimC, fimD, fimE, fimF, fimG, fimH e Producéao de fimbrias
fiml
entA, entB, entC, entD, entE, entG e entS Biossintese de enterobactina
fapA, fapB, fapC, fapD e fapG Biossintese de enterobactina
fes Clivagem do ferro
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gspC, gspL e gspM Secrecao de toxinas e enzimas

espR1, espL1, espX4, espX5, espY1 e esplL4 Secregédo de toxinas e enzimas

aslA Permear barreira
ykgk/ecpR Producéo de fimbrias
yagV/ecpE, yagW/ecpD, yagX/ecpC, Regulacado metabdlica e
yagY/ecpB, yagZ/ecpA adaptacao

Fonte: Elaborado pelo autor

As fimbrias ou pili sdo estruturas presentes na parede bacteriana e possuem
propriedades de adesado as células. Escherichia coli e outras bactérias possuem
uma ampla gama destas fimbrias com varias fungdes conhecidas e hipotéticas além
da adesdo, que vao desde a captura de DNA exdégeno até a evasdo de
antimicrobianos e a invasao de células hospedeiras (MUNHOZ et al., 2023).

As bactérias possuem mecanismos especializados para capturar ferro do
ambiente, um recurso essencial para seu metabolismo. Um desses mecanismos € a
produgcdo de enterobactinas, que sdo moléculas com alta capacidade quelante de
ferro, facilitando o transporte para o interior do organismo bacteriano. Quando
associados ao gene fes, as enterobactinas contribuem para o aumento da viruléncia
em diversas espécies e géneros de bactérias (RAYMOND; DERTZ; KIM, 2003).

A secregao de toxinas e enzimas desempenha um papel importante no
aumento da viruléncia de diversas cepas, permitindo assim, que o conteudo
secretado desempenhe um papel crucial na degradagdo da parede celular,
permitindo que as bactérias invadam os tecidos e os destruam (MEENA et al., 2019).

Por fim, tem-se os genes que causam um aumento nas chances de
permeacao da parede celular, exemplos realizados com Escherichia coli foi um
ensaio in vitro em que se concluiu que a presenga do gene as/A foi um fator
contribuinte para a invasdo da bactéria em células hospedeiras (HOFFMAN et al.,
2000).
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QUADRO 5 - Lista de genes encontrados em plasmideos

mdtA

blaCMY-5

blaACT-2

aac3-lla

aadA?2

Fonte: Elaborado pelo autor

Os genes do tipo mdt encontrados que se associam ao gene tolC e resultam
em bombas de efluxo, agindo como um eliminador de antimicrobianos quando
ultrapassam a membrana bacteriana (SUNG et al., 2024). Os plasmideos blaCMY-5
e blaACT-2 sao responsaveis por produzirem uma beta-lactamase semelhante ao
ampC, levando a bactéria a adquirir resisténcia contra antimicrobianos das classes
das penicilinas e cefalosporinas (ISLAM et al., 2021).

Resisténcia a aminoglicosideos mediado pelos genes presentes em
plasmideos aac3-lla e aadA2 sao frequentemente encontrados em integrons que
desempenham um papel significativo na aquisicdo e disseminagao de genes de
resisténcia a antibidticos entre bactérias. Os integrons estdo bem incorporados e
amplamente disseminados, reforcando sua contribuicdo para a propagagao da

resisténcia aos aminoglicosideos em populacgdes bacterianas (LAY et al., 2012).

5.4 IDENTIFICACAO E ANALISE DOS BACTERIOFAGOS

Dos isolados de bactérias sequenciadas nao foi possivel identificar
bacteriéfagos em todas, no entanto em algumas delas foi possivel identificar a

presenca de mais de um bacteri6fagos, como demonstrado no Quadro 6.
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QUADRO 6 - Andlise da presenca de bacteriéfagos a partir de amostras de

Escherichia coli isoladas de aguas residuarias

Fonte: Elaborado pelo autor

A capacidade de transmissdo de genes de resisténcia mediada por
bacteriéfagos através do processo de transdugéo é um topico que foi demonstrado
anteriormente em alguns estudos, onde utilizaram bacteri6fagos lambda isolados de
aguas nesse processo, além disso também é possivel a observagdo desses
fendmenos em amostras de esgoto (SUN et al., 2021; RUNA et al., 2021).

Estudo utilizando modelos animais para avaliar a transmissao de genes por
meio de transdugao demonstrou que os bacteriéfagos possuem seu numero de
genes codificados aumentado quando a célula hospedeira é alvo de um
antimicrobiano, no entanto foi observado que ndo somente o antimicrobiano testado

teve sua eficacia reduzida como também os representantes de outras classes, que
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além de tornar a terapia falha, da oportunidades de bactérias suscetiveis receberem
0s genes de resisténcia por meio da transducédo (MODI et al., 2013).

Existem estudos que demonstram que o mecanismo de CRISPR-Cas
(Repeticbes palindrémicas curtas agrupadas regularmente interespagadas), um
mecanismo adaptativo de defesa bacteriana pode ser um fator resultante da
transmissao de genes entre bacteriéfagos e bactérias, o que ressalta a importancia
de estudos neste ramo, visto que os resultados ainda sdo escassos (WATSON;
STAALS; FINERAN, 2018).

Os bacteriofagos identificados s&do em sua maioria Escherichia virus Lambda
que pertencem a ordem caudovirales, familia Siphoviridae e género Lambdavirus.
Sao amplamente conhecidos como fago lambda ou bacteriéfago A, e seu hospedeiro
natural &€ Escherichia coli. Podem ser facilmente distinguidos de outros virus pela
presenca de uma cauda longa, nao contratil e fina, além de uma cabeca icosaédrica
e material genético do tipo DNA de fita dupla (FERMIN; MAZUMDAR-LEIGHTON,;
TENNANT, 2018).

Sao fagos que possuem a capacidade de transmitir genes de viruléncia como
0s genes bla e aac (KLEINHEINZ; JOENSEN; LARSEN, 2014). Ambos os grupos de
genes de viruléncia possuem representantes neste estudo e sédo blaCMY-5,
blaACT-2, aac3-lla e aadAZ2.

5.5 COBERTURA DO SEQUENCIAMENTO E LIMITACOES

O sequenciamento realizado obteve variagbes em suas coberturas que
apresentaram alguns impactos neste estudo. A média total das coberturas do
sequenciamento foi em torno de 85% considerando os 15 isolados, dessa maneira
foi possivel identificar e estudar a presenca de genes de resisténcia, viruléncia e de
plasmideos, no entanto a analise de sorotipagem nao se mostrou satisfatéria pois
nao foi possivel classificar os isolados ao utilizar o sorotyper 2.0. Esta problematica

pode ser devido aos métodos utilizados no estudo que dificultaram a analise.


https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/escherichia
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/siphoviridae
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6 CONCLUSAO

O presente estudo possibilitou a visualizacdo da presenca de ao todo, 62
genes de resisténcias referentes a Escherichia coli isoladas de esgoto bruto de duas
cidades com caracteristicas distintas sendo uma portuaria (Itajai) e outra turistica
(Florianopolis), além da presenca de seis espécies de bacteriéfagos que estavam
presentes nas amostras analisadas, sendo que em ambas as localizagdes foram
observadas resisténcias.

As aguas residuarias sao uma das matrizes mais importantes no que diz
respeito ao monitoramento e epidemiologia das resisténcias bacterianas,
mostrando-se importante no contexto de Saude Unica, sendo fonte de estudo para
diversos setores como a pecuaria, a area da saude e também a cientifica. Como
ficou elucidado neste trabalho, as bactérias possuem uma grande variedade de
mecanismos de resisténcia mesmo entre membros de uma mesma espécie, 0 que
traz uma preocupacgao quanto a disseminacédo de genes que propiciam sua evolugao
como os de resisténcia, viruléncia e os plasmideos.

Os bacteriofagos identificados neste estudo se mostraram capazes de
transmitir genes que impactam diretamente na viruléncia das bactérias, culminando
em sua patogenicidade. Dessa forma, o estudo dos bacteriéfagos se torna uma
ferramenta importante para avaliar quais destes podem ser transmitidos via

transducao.
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ANEXO A — Tabela de pontos de cortes do BrCast 2024 para a técnica de
disco-difuséao

Enterobacterales*
Regras de Especialistas e Fenotipos Esperados
Para abreviagbes e explicagdes sobre pantos de corts, ver aba de Notas

Tabela de Pontos de Corte Clinicos do BrCAST-EUCAST, valida a partir de 13-04-2024

Determinacac da CIM: (Wicrodiluicao em caido de acordo com a padranizatac 150 20776-1, exceto para o i pelo EUCAST)
i qual diluigio em ager & usada). [Meio de cultura: Agar Musiler-Hinton
Meia de cultura: Caido Musller-Hinton céion-alustado (para cefiterncol, ver inbeulo: McFariand 0.5
bt/ i Incubago: Ar ambiente, 3621°C, 18:2h
indculo: Sx10° UFCImL Leitura: Salvo orientagso contréria. ler as bordas dos haios de inibigao do ponto em que i hd mais arescimento, visto da
incubagaa: Paindis selados, ar ambierts, 35:11C, 1642k parte posterior da placs, contra um fundo escuro @ sob 2 refletida. Cansular "Guia de leitura do BrCAST-EUCAST para
Leitura: Salvo orientagao contréria, ler a CIM como a menor concentragao do antimicrobiano que visualmente inibe por disco-difusso” para mais informagdes.
bacteriano. Consultar "Guia de leitura do BICAST-EUCAST para microdiluigao em caldo” para lidade: ATEC 25022 por tal cepa & para o controle de
mais informactes. inibidor b ico-initidor de ver Tabelas de CQ do BCAST-
|controla de qualidade: Eschenchia cail ATCC 25822. Para agentes nso avaliados por 31 C2pa @ pars o controls 4o, EuCAST
inibidor da combirg b s Tsbelas de OO do BrCAST-FUICAST
[ Estudos taxonémicos recentes estreitaram a dafinigac da familia Alguns mambros anter a osta famil agora incluidos em oulras familias Ga ordem Enterobacterales [Adealu M atal. Int
| Syst Evol Microbiol. 2016,66(12):5575-5599]. Os pontos de carls desta i is a todos 08 ordem
Ponicilinas Ponto de corta p/ CIM | Contendo | Ponto de corte p/ diametro |Notas
(mgiL) do disco do halo (mm) [NGmeros para comentarios gerais e/ou pontos de corte para CIM.
(ug) Letras para comentarios sobre disco-difusio
Ss T [ R>[AT §: | 1| | R< [ AT
? B e 0 w | - | e [1- Para obter nformagoes sabre come implementar o3 novas porlos de corte de minopeniclings, consullar
Ampicilina oral {exclusivaments infeccao 4 - > 1 14* S| et J2. Para fins de leste de sensiiidade, a concentragio de sulbactam  fixada em 4 mglL.
urinaria [ITU] n3o complicadsa)’ |3/D. Para obter informagdes sobre como usar pontos de corte entre pardnteses, consultar
Ampi ' B - g 40-10 14* - <14* Para fins de tests So de dcido clavulnico & ficada am 2 mglL.
[Ampiciiina-sulbactam oral (axclusiamants ITU | 67 B e 010 e . Para fins ce teste 20 de fixads em & mg/L.
nio complicads)’
= = - = - —— Ignorar pode aparecer camo um halo intema fino em alguns lotes de agar Musller-Hintan.
jAmoxicilina iv _ Nota Nota_ inferida da ampicilina (iv ou oral).
[Amoxicilina oral (infecgaes com origem o trato| 0001 | 00023 -8 B Mo | - | Mo . Inclackes Sansivein & smpsiciiiu (v exs oral) poctarn asr raportach ~Sensivel, “aa
urinario)' |-amoxicilina oral (infeccaes com origem no trato urinario)”. lsolados Resistantss & ampicilina (iv ou oral) podem sar
[Amosicilin oral {exclusivaments [TU no g - = . ot |~ | o reportados como Resistentes 4 "amoxiciina oral finfacgBes com origem o trato urindrio)
| complicaday E. Inferir da ampicilina oral, mas o laudo deve explicar o significado dos pontos de corte entre parénteses.
= F.1 = aladas dentra da halo de inib
[Amaxicilin oral (outras indicagdes)’ [03 - | e - Mota®= [ e anarar calanias ieaiadas denire da halo e nbiac.
| Amaxicilina-acido clavulanica iv' [ - B3 20-10 19* - <1g* | 1920
[Amoxicilin dcide clavalanico oral (infacgBes | 0,001 | 00028] -a" 10 500 | 1948 | <ig* | 1820
|com origem no trato urinario)’
[Amoxicilina-dcido clavalanico oral 3z | 2010 w | - | <
- U -
[Amoxicilina-cido clavalanico oral (outras, e | - e X I B T
indicacdes)'
Piperacilina tazobactam 5 — e [ E) | - |
[Temacilina (i Bes com origem no trato, 0,001 |0,002-1§ =16 30 sof | 1748 <17
urinrio). E. coll, Kiebsiellz spp. (excelo K
|aeroganas) e p. miratiis
Enterobacterales Tabela de Pontos de Corte Clinicos do BrCAST-EUCAST, vilida a partir de 13-04-2024
Rogras de Espocialistas o Fenétipos Esperados
Para abreviagdes e explicagbes sobre pontos de corte, ver aba de Notas
[Cotalosporinas’ Ponto do corte p/ CIM | Gontetdo | Ponto de corte pl didmetra | Notas
(mgiL) do disco do halo (mm) Nimeros para Gomentarios gerais efou pontos de corte para CIM
[ Letras para sobre disco-ifusdo.
S< T | R> AT §: | 1 [ R< AT
efacior i TTU ndo i E B | = a5 | & El 1. Gs ponios de corle e Gefalusporinas para Enterobacierales permitem delectar (0005 0s mecanismos o
r— 5 = £ = = = isténcia clink (incluindo ESBL e AmpC mediada por plasmideos). Alguns isolados produtores
0 u " e plact Soul) de 3" ou 4 geragbes, cansiderando-se estes pontas de
= =5 = ) - = . & devem ser reportados de acardo cam . ou sela, & ESBL ndo
Cefalexina influencia Adetecgza 8 20 de ESBL s30 para fins de
[ (exclusivamente ITU ndo complicada) saiide pibiica e cantrole de infecBes.
[Cerazoiina (infeccaes com origem no trato 0.007" [0.0024°| »a* 30 50 |20497| <200 ﬁ’)‘pa'm 12d0s sens Podem ser reportados coma "sensivel, exposigao”
indrio), E. col e Klebsiella o K " . .
“:;:::L ol o Hlensiela ep. fexcet 3. A determinagac da CIM por microdiuigo deve ser realizada com calda Musller-Hinlon sem ferra e as instrugdes
o= - -1 = T ot especiicas davem se ceguidas. Para condigbes da lecle s nsirugdes do s, consutar
Cefiderocol 7 = £ B B = | os
{infecgbes ndo meningeas) 1 z | =2 20| i8] =17 4. 0 ECOFF (8 mgiL) de cefoxitina nta alt porém baixa paraa 5
{meningits] 7 - B = - =25 | |Enterobactarales produtoras de AmpG, ums vez que esta farmaco 8 afetads tambem por alteracaes de
g P R v 30 ) - T e i Isolados o produtores de AmpC tém perfil selvagem,
[Cofoxitina (exclusivamente triagem) ot ot ota i oo procivlrem i AP plnomicteie ou i o AmC Smica ien pertl nBo setvag,
[Cofpodoxima T E Bl 0 = B <2
| (exclusivamente ITU nai I
i 05 o ] - <23_| 7223 |5. Para fins de testes de sensibilidade, a concentiacio de avibactam & fixada em 4 mg/L.
i T ENE = |wer]| <8 6. Ver tabela da dosagens para doses para diferentss indicagbes.
it ibact: 5 >8° 13 - <13 7. Para fins de testes de sensibilidade, a concentragio de lazobactam & fixada em 4 mgiL.
tazobactar’ Fi = 3010 = B 2 K
[Ceftriaxona (inteccaes nao meningeas) T Z | =2 30 = |z | <=
|Gartniaxona (meningite) T B ] = E =
00071 [000z8| -8 E] EN
Cefuroxima IV, £ cofi, Kiebsieila spp. (exceto K.
|aeragenes ), Raouteiia spp. e P. mirabitis
| Cefuroxima oral (exclusivamente ITU nio & - » 1 -
{complicada), £. cali, Kiebsialla spg. (exceto K.
aerugenes). Racuttella spp. e P. mirabilis
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Regras de Especialistas e Fenotipos Esperados:

Para abreviagdes o oxplicagdes sobre pontos de corte, ver aba do Notas

Fluoroguinolonas Ponto de corte p/ CIM Contedido [ Ponto de corte p/ didmetro |Notas

(mgiL} do disco do halo (mm}) [Nomeros para comentarios gerais efou pentos de corte para CIM
(ug) Letras para sobre d
O T | R>|AT sz | 1 | R< | AT
o, Salmoneda spp. To6 | - |*o0e Now™ | Note" | Mot [T Existom evidencias Cinicas QU maicam Umia resposta inadequad: Tnfecgoes|
— Saimanels s
5 (infecgbes nao meningeas) 025 | 05 | s05] 05 5 PR I P . Salmonsds Typhl, e b ks 5 Gobom £
Ciprofioxacing (meningite)’ 0.125 o ﬁ' resposta inadequada em relagao a outras espécies ds Salmmsl
Peficxacin (exchusivamenta agem) TR | WA NH B 2/8. Na meningite, pnde todos os de devem ser excluidos, determinar a
(BeBrioxacing, E cof T M ou infarir 3 = partir do teste da disco da
Pontos d corte para pars out 1

Levofloxacino 0.5 1 >1 5 A O= testes com disco de para gxcluir lodos os mecanismos de resistancia|

oA INGRECING, EAISraDStaraes sxoeh T B s s flusroguinolonas em Saimonela spp. Para iagem de resisténcia ao ciproflaxacing em Saimonela spe.,

P ey B e GRS D determinar 2 CIM para ciprofioxacin ou utiizar discos de pefloxacino 5 g

koo rataiiass omaioamamants Tager]) T n T T O tsie da tisgem com peflxacing (dscn de 5 ) pode também ser ulizado pars detectar mecarismos da

- am outras como E. coll, K. @ Shigelia spp.

Norfloxacino (exclusivamente [TU ndo 05 - *05 1 e - <24 D. O teste de disco-difusao aguarda agao da industria fammacéutica responsavel,

|complicada)

| 025 | 05 | 208 5 0 |z | <22
[Aminoglicosideos Ponto de corte p/ CIM | Contetida | Ponto de corto pf didmatra [Notas
(maiL) do disco do halo (mm) [Numeros para oomemanos gerals elou pantos de corte para CIM
(ug) Letras para
S< I_|R>[AT S: | | | R< [AT

[Amicacina (infecgoes sistemicas) @ B s £ o | - | e [ATA Para obter informagbes sobre coms Usar pontos 48 cole anra paréntasas, Consuiar

— — - sucast
[ infoc stér ® - E £ B E <18

icacina (infeccoes sistémicas com origem 2. Os pontos de corte ndc se aplicam a Plesiomonas shigeloides visto que aminogiicosideos tem baixa atividade

no trato urinirio)
contra esta espécie

Gentamicina (infocgbes sistbmicas) @ B =SS 0 w7 | - | e

Gentamicina (infocgdes sistémicas com onigem | 2 B 2 0 7 E =i

no trato urindrio)

Netimicina E] EH G ElE E]

[Tobramicina (infeccoes sistémicas) @' - e 10 et |- | =et

[Tobramicina (infecgaes sistemicas com origem | 2 B >z 0 6 B <16

no trato urindrio)

[Macroiideos Ponto de corte p/ CIM | Contetda | Ponto de corte p/ diamatro [Notas.

(maiL) do disco do halo (mm) [Mumeros para oomemnos gerals elou pantos de corte para CIM
(ug) Letras para
S< T [ R>[AT Sz | | | R< | AT

[azttromicina B - B E B [ A azitromicina tem sido uliizada na ralamento de infecges eniricas, prinGpalments por Saimonelia Typh @
espécies de Shigella. Embora as distribuighes de tipo selvagem variem um pouco, isolados com CIMs acima de 16
/L (diametros de hato de inibig3o <12 mm com disco de azitromicing 15 pg) provavelments tém mecanismos de
resistencia  azitromicina

Enterobacterales Tabela de Pontos de Corte Clinicos do BrCAST-EUCAST, vélida a partir de 13-04-2024

Regras de Especialistas o Fonétipos Esperados

Para abreviages e explicages sobre pontos de corta, ver aba de Notas

[Tetraciclinas Ponto de corte pi CIM | Contetda | Ponto de corte p/ diametro |Notas

(mgiL) do disco do halo (mm) Numeros para comentarics gerals elou pontos de corte para CIM.
(hg) Letras para
T [ R>]AT Sz | | | R< [ AT

Doxiciclina = - E B E , 1. A telracichng lem sido Ullizada para prever a sensibiidade & doxicclina no ralamentn 0a INfaCy0as por Yersina
enterncoltica (CIM de tetracicina £ 4 mg/L. para isoladas selvagens). O didmetro de halo correspondente para o
disco de 30 g de tetracicina & 219 mm.

Eravaciciina, £ ol 05 N ) 7 B =7 2. Para CIM da tigaciclina por , o meia deva ser fresco, preparado no dia o uso

- T " B B B [91A Para outras Enterobactersies, a atividads ds tigeciclina varia da insuficients em Profeus spp., Morganelia
[morganii & Provigencia spp. para variavel em outras espécies. Para mais informacaes, consultar
- - - - - - B. Pontos de corte de dismelro do halo de inibigo validados apenas para E. coff. Para C. koser, usar um métoda
de determinagaa da CIM.
05 [ - [-05 15 El D
|Agentes diversos Ponto de corte p/ CIM Contetido [ Ponto de corte p/ didmetro [Notas
(mgfL) do disco do halo (mm) Ntmeros para comentarios gerals elou pontos de corte para CIM.
5= T [R-JAT]| WMo S: ] 1 | R< | AIT |Letras para comentarios sobre disco-difusdo.

[Ciorantenicol Nota' | Nota | Nots' Nota® | Not= | Nota" A A aficacia contra Enfarcbaciarales & incarta. Os valores e corte de Hagem podem ser UIZSdos para distngur
isalacos de ipo selvagem de isolados com resisténcia sdquinida (CIM >16 mg/L; dismetro do halo <17 mm para o
aisco de 30 ug). Para , consultar a tabels da dosagens.

Colisting® @ B Nota® | Note® | Nota" 2. A determinaga da CIM de coistina ou palimixina B deve ser realizada por micradiluigio em caldo. O contrale de
quaiidade deve ser realizado tanta Gom uma cepa de CQ sensivel (. colf ATCC 25922 ou P. aenuginasa ATCC
27853) quanto com a £ . cali NCTC 13846 resistanta & colistina (mer-1 positivo).

3. Para obler informaées sobre como usar pontos de corts enire parénleses, consuiltar
hitps: 7
3 - (>2¢ - Nota® | Nota® [ Nota® 4. A cituigao em dgar & o método de testar CIM para
_ _ na glicose-6-fosfato (25 mg/L na meio para os métodos de dillig3o em caldo e diluigdo em agar). Seguir
infecgaes com origem no trato | & B 200° 2 | - | 2 s nsiusces o brcanio coso s ilzado un icema comorcia

urinario), £ cofi SIE. Atusiment ita apoiar pontos de corte dinicos.

Fostomicina Iv (outras Indicagaes), £. colf ot | Nota® | Not=” NotE Nott eske néo 6 Para obler ouso
¢ fostoicin v seo oulras consuitar

Fosfomici outras Enfercbacterales Nota® | Nota® | Nota® Nata® Nota" 7. Sultametoxazol-trimetoprima na proporcio 19:1. Os pontos de core de CIM estio expressos como concentracio.
de timetoprima

Fostomicin oral (exclusivaments para £ col, | & E 2007 | - [ 2 8. Pontos de corte propostos pelo B

fom 1T néo complicada)

NitroTurantoina (exclusivamante U naa ] B ) T E = B. Utiizar um método de delerminagaa da CIM {somente microdiuigao em calda).

|compiicada), E: cali €. 0s discos de fosfomicin de 200 g devem conter 50 g de glicoss-B-fosfato.

Sulfametoxazol-trimetoprima” 2 & -+ 2375125 14 | 1113 <11 D-Porios-de-corle para-did de-hale-apk o Ecoli P =
b. ignorar colanias isolatas dentro o halo da inibiao. Ver figuras abaixo.
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ANEXO B - Tabela para avaliacdo de halos de inibigao relacionados a

nitrofurantoina

Tabela 2A. (Continuagao)

‘ Diametro do Halo de Inibigéo, CIM Equivalents |

Pontos de Corte Comentarios
Rll‘:slémrlo Agente Conteddo em mm (pg fmL)
Antimicrobiano do Disco
do Grupo
R I s R S
QUINOLONAS
U Cinoxacina 100 ug <14 15-18 =19 =64 =16
0 |Acido nalidixico 30 pg <13 14-18 =19 232 <g |Ver comentario (13).
(18) Além de testar isolados urinarios, o dcido nalidixico pode
|ser usado para testar sensibilidade reduzida a fluoroguinolona
lem isolados de pacientes com infecgbes extra-intestinais por
Salmonella. Ver comentario (16).
INIBIDORES DA VIA METABOLICA DO FOLATO
B l- 23,75 pg/ <10 11-15 =16 = 152/8 <38/2
frimetoprim 1,25
u Sulfonamidas 250 ou £12 13-16 =17 =350 <100 [(19) O disco de sulfisoxazol pode ser usado para representar
300 pg lquaisquer dos prep de
[disponiveis
u [Trimetoprim 5ug =10 1115 | =16 =16
FENICOIS
o3 Cloranfenical 30 ug <12 1317 =18 =232 <8 |(20) Nao reportado rotineiramente para isolados do trato|
urinario.
INITROFURANTOINAS
Nitrofurantaina ‘ 300 pg ‘ <14 ‘ 15-16 | >17 | > 128 | =32
FOSFOMICINAS
u Fosfomicina 200 pg <12 13-15 =16 =256 <64 [(21) Indicado para uso apenas contra E. coli. O disco de 200
ug de fosfomicina contém 50 pg de glicose-6-fosfato
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