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Cavassin E D. Estudo da acdo in vitro de nanoparticula de prata [Tese]. Sao
Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2013.

O presente estudo avaliou a agéo in vitro de diferentes nanoparticulas de prata
(nanoAg) sintetizadas pelo Instituto de Pesquisas Tecnoldgicas (IPT) e
Universidade Federal de Sao Carlos (IFSC) e controles de sulfadiazina de
prata, nitrato de prata e nanoAg comercial Sigma, frente a bactérias e
leveduras. Os objetivos do estudo foram avaliar a acdo in vitro de NanoAg
sintetizadas no Brasil frente a bactérias sensiveis aos antimicrobianos e
multirresistentes (MR), incluindo Gram positivos e negativos, além de candidas
isoladas de amostras clinicas. Definir as condi¢cdes de sintese que resultem em
nanoAg com melhor efeito antimicrobiano in vitro frente a isolados sensiveis e
MR. Foram utilizadas diferentes metodologias tais como agar well diffusion,
determinacdo de concentracao inibitéria minima CIM, concentracdo bactericida
minima (CBM), curva do tempo de morte e inibicdo da formacéo de biofilme. Ao
todo, foram avaliados 110 isolados, sendo 37 sensiveis aos antimicrobianos, 54
MR, e 19 candidas frente a 29 nanoAg com diferentes caracteristicas de
sintese. Os testes de difusdo em meio sélido apresentaram heterogeneidade
de resultados frente aos micro-organismos avaliados. Enquanto as informacdes
de CIM50 e CIM90 evidenciaram ndo existir variagdes no efeito inibitério frente
isolados sensiveis ou resistentes aos antimicrobianos. As curvas do tempo de
morte ilustraram a dindmica de inibicdo dos compostos de prata e a
interferéncia do sangue nos testes in vitro. A partir dos testes com biofilme foi
possivel observar efeito inibitorio e de descolamento de biofilme previamente
formado. Os resultados permitiram concluir a maior eficacia para hanoAg com
Citrato e Quitosana, seguido por nitrato de prata, sulfadiazina de prata e PVA.
A NanoAg comercial (Sigma, 60 nm) apresentou resultados inferiores ao de
nanoAg Citrato, nanoAg Quitosana e nitrato de prata. Estes resultados abrem
caminho para novas andlises de nanoAg sintetizadas no Brasil em busca de
produtos com maior eficacia com acdo contra bactérias MR e candidas.

Descritores: Nanoparticulas/microbiologia; Nanoparticulas metalicas;
Compostos de prata; Testes de sensibilidade microbiana



Cavassin E D. Study of in vitro action of silver nanoparticle [Tese]. Sdo Paulo:
“Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2013.

The present study evaluated the in vitro action of different silver nanoparticles
(nanoAg) synthesized by "Instituto de Pesquisas Tecnologicas" (IPT) and
"Universidade Federal de Séao Carlos" (IFSC) and silver sulfadiazine, silver
nitrate and commercial nanoAg Sigma against bacteria and yeasts. The
objectives of the study were to evaluate the in vitro action of NanoAg
synthesized in Brazil against antimicrobial susceptible bacteria and multidrug-
resistant (MDR), including Gram positive and negative, as well as some candida
isolates from clinical source. Define the conditions that result in nanoAg
synthesis with best in vitro antimicrobial effect against sensitive isolates and
MDR. Different methodologies were used such as agar well diffusion,
determination of minimum inhibitory concentration (MIC), minimum bactericidal
concentration (CBM), the time-kill curve and inhibition of biofilm formation.
Altogether 110 isolates were evaluated, being 37 antimicrobial sensitive, 54
MDR, and 19 candidas, against 29 nanoAg with different synthesis. The solid
medium diffusion tests showed heterogeneity of results against the evaluated
microorganisms. While the information of MIC50 and MIC90 showed no
changes in inhibitory effect against sensitive isolates or MDR. The time-Kkill
curve illustrated the dynamics of inhibition of silver compounds and the
interference of blood on the in vitro tests. From the tests with biofilm was
possible to observe biofilm inhibitory effect and detachment of biofilm previously
formed. The conclusion defined to greater effectiveness for nanoAg with
Chitosan and Citrate, followed by silver nitrate, silver sulfadiazine and PVA. The
commercial NanoAg (Sigma, 60 nm) presented lower performance than nanoAg
citrate, nanoAg Chitosan and silver nitrate. These results open the way for new
analyses of Brazil synthetized nanoAg with better efficiency against MDR
bacterial and candida.

Descriptors: ~ Nanoparticles/microbiology;  Metal  nanoparticles;  Silver
compounds; Microbial sensitivity tests



INTRODUCAO




De acordo com EPA (2007), Uma das definicbes de
nanotecnologia inclui Desenvolvimento de pesquisa e tecnologia
em niveis atbmicos, moleculares ou macromoleculares, usando
uma escala tridimensional de aproximadamente 1 a 100 nm. A
criacdo e uso de estruturas, equipamentos e sistemas que
apresentem propriedades e funcGes inéditas em funcdo do seu
tamanho reduzido e a habilidade de controlar ou manipular a

matéria em uma escala atbmica.

As nanoparticulas metalicas podem derivar de diferentes
materiais e sao classificadas quanto ao efeito antimicrobiano frente a bactérias,
virus e outros organismos eucarioticos em: Ag > Hg > Cu > Cd > Cr >Pb > Co >
Au > Zn > Fe > Mn > Mo > Sn (Zhao and Stevens, 1998). Nanoparticulas de
prata (nanoAg) apresentam maior atividade antimicrobiana que ions de prata e
sais de prata . (Ansari et al, 2011; Rai et al., 2009; Gong et al., 2007; Lok et

al.,20086).

Produtos contendo prata em nanoescala séo utilizados ha mais
de 100 aanos em pigmentos, fotografia, tratamento de feridas, compostos
condutores e antiestaticos, catalisadores e como biocidas (Nowack et al.,

2011).

NanoAg foram descritas pela primeira vez em 1889, por Lea
MC, como a sintese de um coloide estabilizado com citrato. Apresentava entre

7 a 9 nm de diametro. Tanto a nanoescala quanto a estabilizagcdo com citrato



assemelhavam-se a producédo atual. Em 1897, surgiu um produto comercial
com particulas de 10 nm que foi utilizado clinicamente (Collargol). Nos
processos de sintese destes materiais sempre esteve presente a preocupacao
em dispersar a prata com particulas de tamanho inferior a 250 nm, conforme
descrito por Manes M (1968): "for proper efficiency, the silver must be
dispersed as particles of coloidal size less than 250 angstrons [less than 25 nm]
in crystallite size” Ou seja, mesmo que ndo conhecida como nanotecnologia, ha

mais de um século nanoAg é produzida deliberadamente (Nowack et al., 2011).

NanoAg sédo agregados de atomos de prata que variam seu
diametro até 100 nm e apresentam alteracdes quando comparadas a prata
metdalica em suas propriedades quimicas, mecanicas, elétricas, Oticas,
atividade catalitica, condutividade e efeito bioldgico (Schacht et al., 2013).
Estima-se a presenca de 10.000 a 15.000 atomos de prata em uma nanoAg de
100 nm (Warheit et al., 2007) (Figura 1). Nos ultimos anos estdo sendo

aplicadas em uma grande variedade de materiais e com diversas finalidades.

Manes, M. Silver impregnated carbon. United States Patent 3,374,608, 1968. Apud Nowack et
al., 2011.
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Figura 1 — Escala manométrica de diferentes materiais e nanodispositivos

Fonte:http://www.fda.gov/downloads/ScienceResearch/Special Topics/Nanotechnology/UCM153731.pdf

Desde a industria de vestuario, para reducao de odores, aos
recipientes de alimentos na tentativa de reduzir a sua deterioracdo. Passando a
revestimento de refrigeradores, tintas e embalagens plasticas. Na pratica
meédica a prata teve seu primeiro uso publicado como colirio de nitrato de prata
1% para prevenir oftalmia gonocdcica neonatal no século 19, pelo obstetra
alemao, Carl Crede (Kalishwaralal et al., 2010). Além do seu efeito inibitorio
frente a micro-organismos, estudos sugerem outras acdes, tais como anti-
inflamatoria e cicatrizante (Chaloupka, 2010). A Tabela 1 traz aplicacGes

clinicas corrente para derivados de prata.


http://www.fda.gov/downloads/ScienceResearch/SpecialTopics/Nanotechnology/UCM153731.pdf

Tabela 1 — Campos de aplicacdo para derivados de prata na pratica médica

Acao profilatica ambiental nanoAg
Adicionado a tintas e desinfetantes para reduzir a carga microbiana no
ambiente hospitalar

Efeito profilatico em proteses nanoAg
Como revestimento de cateteres vasculares e shunts neurocirirgicos

Acdo protetora em regeneragao 6ssea nanoAg
Enriquecimento de cimento ésseo para processos de reconstrucdo e
implantes

Protecéo de ferimentos nanoAg
Curativos impregnados para feridas

Cauterizacéo nitrato de Ag
Utilizado para estancar epistaxe

Profilaxia de oftalmia nitrato de Ag
Prevencéo de oftalmia gonocécica neonatal

Efeito inflamatério nitrato de Ag
Inducéo de adeséo tecidual em pleurodese

Efeito regenerativo nanoAg
Cobertura de queimaduras

Cauterizacéo nitato de Ag
Controle do crescimento de granulomas pds traumaticos

Fonte: Adaptado de Chaloupka et al., 2010

A prata pode existir no ambiente em quatros estados de
oxidacdo: Ag’, Ag*, Ag2" e Ag3’. Sendo a prata livre Ag* o estado mais
abundante, encontrado no ambiente associado a sulfito, bicarbonato, sulfato ou
com cloretos e sulfatos adsorvidos em material particulado na fase aquosa
(WHO, 2002). Aditivos de prata sao primariamente diferenciados pelo modo
como os ions sdo armazenados no produto. Produtos comuns de prata variam
entre aditivos que podem ser armazenados em ceramica ou matriz de vidro e
liberam baixa quantidade de ions de prata (Ag®) (por exemplo, zeolito) até
produtos que armazenam ions de prata como sais de prata (cloreto de prata)

ou prata elementar (prata metalica em nanoescala). Ou ainda os liberadores de



Ag" diametralmente opostos sulfito de Ag”* (altamente insoltvel) e nitrato de Ag*
(altamente soluvel). Assim, o potencial biocida do composto é diretamente
proporcional & capacidade de liberar ions Ag*. No caso de nanoAg, a grande
proporcdo entre a area superficial e o volume das particulas aumenta a
capacidade de libragdo de Ag®. Em outras palavras, quanto maior a proporgao
superficie/volume, maior a exposicdo da prata e interface com o sitio alvo
(Nowack et al., 2011). Neste caso, portanto, as interacdes sdo mais complexas

e resultantes de caracteristicas da superficie e formato da particula (Figura 2).

Ag metalica

A Sais de Ag
Trocadores de )
Sulfi ions de Ag Nitrato
ulfito
= - b

Zeolito Ag

Ag metal
(macro)

Fosfato zircénio
de Ag

Ag vidro
Ag metal
(micro)

Cloreto

Ag metal de Ag

(nano)

Quantidade de Ag contida no produto

>

Liberacdo de Ag+

Figura 2- Liberacdo de prata e quantidade contida em diferentes formulacfes
biocidas
Fonte: Adaptado de Nowack et al., 2011



As formas mais comuns de uso da prata incluem nitrato de
prata, sulfadiazina de prata, zeolito de prata, 6xido de prata, cloreto de prata e
po de cadmium de prata. O nitrato de prata € utilizado no tratamento de
doencas venéreas, fistula de glandula salivares e abscesso anal desde 1700
(Landsdown 2002). A sulfadiazina de prata é classificada como antimicrobiano
no grupo das sulfas sendo utilizada no tratamento de queimaduras de segundo
e terceiro graus, embora apresente efeito bactericida comprovado, sua eficacia

como cicatrizante tem sido questionada (Wasiak et al., 2008).

O mecanismo de acdo da nanoAg nao é totalmente elucidado.
Acredita-se que em solucdo aquosa sejam liberados ions Ag® biologicamente
ativos que promovem o efeito antimicrobiano. Evidencias apontam para a
interacdo com trés componentes vitais as células: parede celular de
peptidoglicanos e membrana citoplasmatica, onde modificam propriedades
quimicas e fisicas que resultam em desequilibrio de osmolaridade,
permeabilidade, transporte de elétrons e respiracdo celular; DNA ribossomal e
grupamentos de fésforo e enxofre presentes em proteinas, especialmente em
enzimas envolvidas na cadeia de transporte de elétrons. Ha discussao sobre
qual alvo seria o de maior impacto, mas € certo que a combinacdo destes
efeitos cria uma acédo inespecifica e potencializada acao da nanoAg (Schacht
et al.,, 2013; Chaloupka et al., 2010). Morones et al. (2005), registraram por
meio de microscopia eletrbnica trés situagdes que auxiliam na compreensao da
acdo sobre Gram negativos. Primeiro, ocorre 0 ataque de nanoAg sobre a
superficie da célula bacteriana, especialmente nanoAg entre 1 e 10 nm,

causando disturbios na sua funcdo protetora e interferindo na respiracao



celular. Em um segundo momento as nanoAg sao capazes de penetrar a célula
microbiana para exercer seu efeito no espaco citoplasmatico, possivelmente
interagindo com compostos contendo enxofre e fosforo, como o DNA. Por fim,
liberam Ag* que contribuem para o efeito bactericida (Figura 3). Assim temos
interferéncia na sintese da parede celular, sintese proteica, de DNA, biofilme e
sinalizacdo celular, na acdo de enzimas e producdo de radicais livres que

atuam de maneira combinada.

T — * PN

2 g = _ _ 2 FUACES M
Inibe formag&o de Formacé&o de radicais livres v \S :‘i g

parece celular
l Liga-se a subunidade 30s

DE— |

Liga-se a peptideos bacterianos
afetando a sinalizagéo celular

Liga-se a superficie
da membrana delular

Inibe formagéo de

biofilme Intercala-se entre
bases do DNA

Figura 3 - Diferentes sitios de agéo da prata

Fonte: Adaptado de Rai (2012)



Considerando que nanoAg atua sinergicamente em alvos
distintos espera-se que ndo haja interferéncia com mecanismos de resisténcia

antimicrobiana habituais.

O quadro mais comum de intoxicacao por prata € denominado
de agiria, quando o paciente apresenta despigmentacao irreversivel da pele
que assume uma coloracdo cinza azulada, bem como de conjuntiva e
mucosas. O limite tdxico in vivo de prata é relativamente alto e efeitos
adicionais a argiria sdo observados somente em exposicdo a concentracdes
muito elevadas. A dose letal 50 oral para ratos ultrapassa 1.600 mg/kgdia
(Wijnhoven et al., 2009). Entretanto, a elevada proporcdo entre superficie e
volume e o tamanho reduzido das nanoAg podem potencializar o contato direto
com estruturas celulares, como DNA (com 2 nm), desnhaturando proteinas

estruturais, enzimas e produzindo radicais livres (Hsin et al., 2008; Reijnders,

2006).

Estudos in vitro demonstram citotoxicidade a diferentes
linhagens celulares, incluindo fibloblastos de rato NIH3T3, monécitos THP-1,
células de figado BRL3A (Hussain et al.,, 2005) e células de linhagem
germinativa de rato fémea C18-4 (Braydich-Stolle et al., 2005). Evidencias
sugerem que nanoAg exercem sua citotoxicidade em funcéo de interacdo com
as mitocondrias (Carlson et al., 2008; Hsin et al., 2008) e ativacdo da apoptose
via producdo de espécimes reativos de oxigénio (Hsin et al., 2008). Existindo
relacdo entre efeito toxico e tamanho da nanoAg com maior efeito para

particulas de 15 nm em comparacao as de 55 nm (Carlson et al., 2008).
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As evidencias de toxicidade in vitro nem sempre séo verificadas
em animais e estudos in vivo apos longos periodos de exposi¢cdo, como com
usuarios de curativos impregnados de nanoAg para queimaduras (Asharani et
al., 2009). De qualquer forma, sdo necessarios estudos que delimitem os riscos
ao individuo. Bem como, os riscos ao ambiente, com o acumulo crescente

destas substancias quando descartadas (Chaloupka et al., 2010).

E sabido que o crescimento microbiano apresenta
comportamento distinto quando em suspenséo (estado planctdnico livre) e
quando aderido em superficies (biofiimes) (Davey e O’toole, 2000). Estas
diferencas sempre foram percebidas, mas sua compreensdo se iniciou na
década de 30. Em um dos trabalhos pioneiros, Henrici (1933) estudava micro-
organismos aquaticos em suspensao e em suas analises in vitro os micro-
organismos ndo reproduziam o comportamento apresentado no ambiente.
Desta forma, passou a mergulhar laminas de vidro em aquarios por periodos
de tempo e a entender as inUmeras diferencas existentes entre os dois
modelos (Studies of freshwater bacteria. I. A direct microscopic technique). E
entre suas conclusdes verificou que a multiplicacdo de micro-organismos em
biofilme envolve caracteristicas de comunidade. Incluindo a producdo de
autoindutores que promovem regulacdo da expressao genica e diferenciacao
celular (quorum sensing) (Miller e Bassler, 2001). Biofilmes s&o caracterizados
pelo agrupamento denso e altamente hidratado de micro-organismos que
produzem uma matriz polimérica extracelular composta por uma mistura de

componentes, denominada substancia polimérica extracelular (extracelular
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polymeric substance, EPS), proteinas, &cidos nucleicos, entre outras
substancias. Esta configuracdo cria a necessidade de diferenciacdo entre as
células e formacéo de canais para a nutricdo da biomassa (Stewart e Franklin,
2008). A producdo de EPS varia de acordo com a espécie microbiana e
desempenha diferentes funcdes, entre elas a protecéao frente a situacdes de
estresse ambiental tais como radiacdo UV, alteracdes de pH, choque osmdtico
e dissecacdo. O impacto clinico dos biofiimes pode ser traduzido em
dificuldade de tratamento, escape ao sistema imune e aumento da resisténcia

aos antimicrobianos (Mah e O’toole, 2001; Davey e O’toole, 2000).

Nas Ultimas décadas, a emergéncia de patdgenos
multirresistentes (MR) tornou-se uma ameaca ao redor do mundo,
independente de idade, sexo, ou condicdo socioecondmica. As infeccles
causadas por MR podem ser adquiridas em ambientes de assisténcia a saude,
como nas pneumonias associadas a ventilacdo mecanica por P. aeruginosa
MR nas Unidades de Terapia Intensiva (UTI) (Planquette et al., 2013). Na
comunidade, como pneumonia comunitaria por S. pneumoniae MR (Postma et
al.,, 2012). Ou mesmo através de alimentos, como Salmonella sp. pelo
consumo de carne ou ovos (Brichta-Harhay, 2011; Tatavarthy et al., 2012).
Seja de maneira doméstica, no contato com animais de estimacédo (Lloyd,
2007, Schwarz et al., 2010), ou ao redor do mundo, como a disseminacao de
New Delhi metallo-B-lactamase (NDM) associada ao turismo de saude
(Interagency Task Force on Antimicrobial Resistance, 2012; Kumarasamy et al.,

2010; Yong et al., 2009).
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Embora todos estejam expostos, alguns pacientes apresentam
fatores de risco ainda mais preocupantes, como os internados em unidades
criticas, sob tratamento antimicrobiano de longa duracdo, imunossuprimidos,
idosos, neonatos de baixo peso ou com historico de colonizacdo prévia (Drinka

et al. 2011; Paterson, 2002).

Na medida em que a resisténcia aos antimicrobianos se mostra
como um problema médico mundial e que reduz drasticamente as
possibilidades terapéuticas, aumentam as taxas de mortalidade e morbidade,
tempo de internacdo e custos de tratamento, novos produtos e novas

aplicacdes vém sendo estimuladas (Humberto et al.,2010).

A acdo antimicrobiana das nanoAg vem chamando atencéo
para 0 seu uso frente a micro-organismos MR, em especial para Gram
negativos, pela auséncia de novas drogas disponiveis no mercado. Obrigando,
inclusive,ao retorno para antigas drogas como polimixina E/B e fosfomicina
(Pogue et al., 2011; Rizek et al., 2012). Entretanto, € importante considerar que
alguns dos estudos de nanoAg frente MR foram conduzidos com casuisticas

reduzidas, conforme ilustra a Tabela 2.
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Tabela 2 — Casuistica e principais resultados de estudos com nanoAg e a
relagcdo com resisténcia antimicrobiana

Referéncia Casuistica e resultados

Ayala-Nufiez et al., 2009 Demonstraram a influéncia do tamanho da nanoAg utilizada e a
igualdade de efeito entre um isolado de S. aureus MRSA e um
isolado de S. aureus MSSA.

Stefan et al., 2011 Descreveram o uso de difusdo em meio s6lido com nanoAg em
poliamida-hidroxiuretano para um isolado de E. coli e um de S.
aureus. Relataram halos de inibicdo de 23 mm para a solucéo
de nanoAg avaliada e forte efeito bactericida frente S. aureus.

Panacek et al., 2006 Avaliados 4 isolados MR: Staphylococcus epidermidis (MRSE),
Staphylococcus aureus (MRSA), Enterococcus faecium (VRE) e
Klebsiella pneumonia produtora de ESBL.

Nanda e Saravanan 2009 Analisadas uma cepa de S. aureus MRSA e uma de S.
epidermidis MRSE com halos de inibicdo de 17,5 e 18 mm
respectivamente.

Humberto et al. ,2010 Avaliado um isolado de S. aureus MRSA, P. aeruginosa MR,
S. pyogenes eritromicina resistente e E. coli O157:H7 ampicilina
resistente. Mostraram ndo haver diferenca entre CIM e CBM
para os isolados testados.

Prabakara et al., 2013 Trabalharam com trés isolados clinicos obtidos de pacientes em
UTI: A.baumannii, K.pneumoniae e P. aeruginosa

Dentre os Gram-positivos, destaca-se Staphylococcus aureus
resistente a meticilina/oxacilina (MRSA) por sua alta prevaléncia, morbidade e
mortalidade (Deurenberg e Stobberingh, 2008). O MRSA é um dos principais
agentes das IRAS no mundo, em particular ICS e PAV. Dados do estudo
SENTRY, programa de vigilancia de resisténcia a antimicrobianos que envolve
centros médicos em todo o mundo (Gales et al., 2009), avaliaram por meio de
microdiluicdo, a sensibilidade de 3.907 isolados Gram-positivos em hospitais
brasileiros, no periodo de 2005 a 2008, mostraram que S. aureus (20%) foi o
agente mais frequente, seguido por CNS (14,7%) e Enterococcus spp. (5%). A
resisténcia a oxacilina foi encontrada em 31% dos isolados de S. aureus e a

sensibilidade a vancomicina, linezolida e daptomicina variou de 99% a 100%.
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A resisténcia do S. aureus a oxacilina ocorre por alteracdo do
sitio de acdo da droga, decorrente da expressao da Penicillin Binding Protein
(PBP) PPB2a codificada pelo gene mecA. O gene mecA é carreado em um
elemento genético mdvel que esta integrado no cromossomo das cepas MRSA,
0 cassete cromossémico estafilocécico (staphylococcal cassete chromosome
mec- SCCmec), do qual ja foram descritas pelo menos oito formas (tipos | a
VIII), que diferem entre si no tamanho (21 a 67 kb) e na composicdo genética
(Berglund et al., 2009; Zhang et al., 2009). Os SCCmec tipos I, Il e lll estdo
associados a cepas de origem hospitalar que tém como caracteristica a
resisténcia a muiltiplos antimicrobianos além dos B-lactamicos, como aos
macrolideos, aminoglicosideos, tetraciclina, rifampicina, cotrimoxazol e
quinolonas (Katayama et al., 2000; Ito et al., 2001). Muitos isolados de MRSA
que apresentam multipla resisténcia sdo susceptiveis apenas aos
glicopeptideos, como a vancomicina. O SCCmec tipo IV ndo possui nenhum
outro determinante de resisténcia a antimicrobianos, além do gene mecA, o
que explica uma das principais caracteristicas dos isolados comunitarios de
MRSA, que € a sensibilidade a diversos antimicrobianos néo beta-lactamicos
(Duarte, Lencastre, 2002; Okuma et al., 2002). Dados nacionais mostram,
entretanto, que o SCCmec tipo IV esta presente nos hospitais brasileiros (de
Trindade et al., 2005; Schuenck et al., 2009; Pacheco et al., 2011). Estudo de
151 casos de infeccdo de corrente sanguinea por MRSA conduzido no HC-
FMUSP identificou SCCmec tipo IV em varias unidades do hospital, e nenhum

destes casos foi comunitario (de Trindade et al., 2005).
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A grande preocupacdo atual €, entretanto, a rapida
disseminacdo por meio de elementos genéticos moveis da resisténcia aos
carbapenémicos nos bacilos Gram negativos. Como ja comentado, bacilos
Gram negativos ndo fermentadores como P. aeruginosa e Acinetobacter spp.
sdo importantes agentes de IRAS, principalmente em pacientes graves de
unidades de terapia intensiva e imunodeprimidos. Acinetobacter resistente aos
carbapenémicos € um problema de grande magnitude no Brasil, com descri¢cao
de varios surtos intra- e inter-hospitalares e grande dificuldade no seu controle
e tratamento (Levin et al., 1996; Sader et al; 1996; Tognim et al., 2004; Gales et

al., 2004; Tognim et al., 2006; Carvalho et al., 2009; Mostachio et al.,).

P. aeruginosa resistente aos carbapenémicos vem sendo
descrita no mundo todo (Tam et al., 2007; Kouda et al., 2009; Rodriguez-
Martinez et al., 2009;). O estudo MYSTIC (Meropenem Yearly Susceptibility
Test Information Collection), de isolados de P. aeruginosa identificados na
Europa, de 1997 a 2000, mostrou que 4,7% desses isolados eram resistentes
aos carbapenémicos e que em UTI essa resisténcia variou de 50% na Turquia,
a menos de 3% na Espanha, Reino Unido e Alemanha (Mendes et al., 2001).
Dados de 2006, também do MYSTIC, que avaliaram 1.012 isolados de P.
aeruginosa em 40 paises europeus, mostraram que a resisténcia a imipenem
foi de 32% e a meropenem foi de 22%. As maiores taxas de resisténcia foram
encontradas na Grécia (Turner, 2008). Estudo recente de vigilancia da
resisténcia bacteriana de paises europeus (European Antimicrobial Resistance
Surveillance System, 2008), que avaliou dados de 33 paises, mostrou que a

resisténcia aos carbapenémicos € de 50% dos isolados na Grécia, de 36% na
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Republica Checa e de 32% na Italia (www.rivm.nl/earss/). Parece haver uma
relacdo entre o desenvolvimento do pais com a velocidade de disseminacao da
resisténcia. Mesmo na Europa fica clara essa relacdo, quanto mais estruturado
e rico o pais, menores sdo as taxas de infeccbes por patdgenos

multirresistentes.

Dados brasileiros do programa MYSTIC, que avaliou 1.550
isolados de Gram-negativos em unidades de terapia intensiva de 20 hospitais
brasileiros, mostrou que P. aeruginosa (N=470) foi o agente isolado com maior
frequéncia. Sessenta e quatro porcento das cepas de P. aeruginosa foram

sensiveis a meropenem e 58,7% ao imipenem (Kiffer et al., 2005).

Surtos de P. aeruginosa resistente aos carbapenémicos
também ja foram descritos no Brasil (Gales et al., 2003; Carvalho et al., 2006;
Ribeiro et al., 2006; Martins et al., 2007; Picéo et al., 2009). Na ultima década
foi detectada a resisténcia aos carbapénemicos em Enterobactérias, que sao
patbgenos muito prevalentes nas IRAS e que também causam infeccdo
comunitaria (Monteiro et al., 2009; Zavascki et al., 2009; D'Alincourt et al.,

2010; Zavascki et al., 2010).

Recentemente, foi descrito o primeiro isolamento de Gram
negativo produtor de NDM no Brasil. A enzima NDM foi identificada pela

primeira vez em 2008 na india e desde entdo tem sido amplamente descrita em
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enterobactérias causando infec¢bes esporadicas e surtos (Yong et al., 2009).
No Brasil foram detectados microrganismos produtores de NDM-1 no estado do
Rio Grande do Sul, na cidade de Porto Alegre. Com O gene blaNDM-1 em

Providencia rettgeri e Enterobacter cloacae (ANVISA, 2013)

Poucos casos de Klebsiella pneumoniae produtoras de NDM
foram descritos na America Latina (Perez, et al., 2013, Pasteran et al., 2012) e
até 0 momento esta carbapenemase nédo tinha sido detectada em nosso pais

(Tumbarelo et al, 2012).

O estudo de Vigilancia e Controle de Patégenos de Importancia
Epidemiolégica (SCOPE) que inclui dados de cinco regibes geograficas
mostrou a importancia da prevaléncia de bactérias Gram negativas no Brasil,
especialmente quando no que diz respeito ao tratamento empirico de infec¢des
de corrente sanguinea. A resisténcia aos antibidticos é preocupante,
particularmente em isolados de P. aeruginosa e A. baumannii, que apresentam
taxas elevadas de resisténcia aos carbapenémicos respectivamente 35% e
56%. Essas taxas estdo entre as mais altas na literatura e tem varias

implicacdes para pratica clinica.

Dentre os mecanismos de resisténcia aos carbapénemicos,
destaca-se a producdo de enzimas, as p-lactamases, que catalisam a hidrolise
do anel B-lactdmico, impossibilitando, assim, a atividade dessa classe de

antimicrobianos. Até recentemente as f-lactamases apresentavam duas
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classificagbes, uma molecular e outra funcional. A classificacdo molecular &
baseada na sequéncia de aminoéacidos e divide as pB-lactamases em classes A,
C e D, que incluem as enzimas que utilizam serina para hidrélise dos B-
lactamicos e classe B que necessita de ions divalentes de zinco para hidrélise.
A outra classificacdo funcional é fundamentada no substrato de hidrélise e no
perfil de inibicdo dessas enzimas (Bush et al., 1995). Entretanto, uma nova
classificacdo das PB-lactamases foi proposta em 2010, por Bush e Jacoby
(Bush, Jacoby, 2010). Esta classificacdo divide as p-lactamases em trés
grupos; Grupo 1 (classe C): cefalosporinase; Grupo 2 (classes A e D):
cefalosporinases, B-lactamases de espectro ampliado e carbapenemases do

grupo serina; e, Grupo 3 (classe B): metalo-B-lactamases (Tabela 3).
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Tabela 3 - Comparacdo da nova classificacdo das p-lactamases com a
classificacao de 1995.

Bush- Bush- Classe Inibicdo
Jacoby  Jacoby Molecular Substrato AC ou Tazo Enzimas
2010 1995 EDTA
1 1 C Cefalosporinas Nao E.coli AmpC
le NI C Cefalosporinas N&o CMY-37
22 2a A Penicilinas S|~m PC-1
Nao
2b 2b A Penicilinas/Cefalosporinas Elan; TEM-1;SHV-1
Cefalosporina Sim TEM-3;DHV-2;
2be 2be A Espectro ampliado N&o CTXM-15
2br 2br A Penicilinas N&o TEM-30
Cefalosporinas espectro ~
2ber NI A ampliado Néao TEM-50
2c 2c A Carbenecilina S|~m Carb-3
Nao
- . Sim
2ce NI A Carbenecilina/cefepima N30 RTG-4
2d 2d D Cloxacilina Variavel Oxa-1; Oxa-10
Cefalosporinas espectro . .
2de NI D ampliado Variavel Oxa-11; Oxa-15
2df NI D Carbapenémico Variavel Oxa-23, Oxa-58
2e 2 A Cefalosporln_as espectro S|~m CepA
ampliado N&o
P - KPC, IMI-1,
2f 2f A Carbapenémico Variavel SME-1
P N&o IMP-1;VIM-1
a ’ ’
3 3 B (B1) Carbapenémico Sim IND-1
Né&o
3b 3 B (B3) Carbapenémico Sim L1,GOB-1
B (B2) Carbapenémico Nao CphA
Sim
NI 4 Desconhecido Desconhecido Desconhecido Desconhecido

AC: acido clavulanico; Tazo: tazobactam

Sao denominadas carbapenemases as [-lactamases com
capacidade de hidrolisar, principalmente, os carbapenémicos, mas isso nao
significa que essas enzimas nao sejam capazes de hidrolisar outras classes de
antibioticos. Outra caracteristica importante € que essas enzimas ndo sao

inibidas pela maioria dos inibidores de B-lactamases (Queenan, Bush, 2007).
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De acordo com suas caracteristicas, essas enzimas podem ser divididas em
dois grupos: aquelas que possuem em seu sitio alvo um grupamento serina,
Grupo 2f, e aquelas que possuem em seu sitio alvo um atomo de zinco, Grupo

3, também denominado metalo-p-lactamase (MBL) (Queenan, Bush, 2007).

As metalo-B-lactamases possuem maior eficiéncia em hidrolisar
os carbapenémicos. Além disso, sdo capazes de hidrolisar também, penicilinas,
cefalosporinas, mas, geralmente, ndo possuem acgao contra aztreonam e sao
resistentes a maioria dos inibidores de [-lactamases (Livermore, 2002;
Queenan, Bush, 2007). Essas enzimas necessitam de zinco em seu sitio alvo
para exercer sua funcdo hidrolitica, por isso perdem a sua atividade na
presenca de EDTA, um quelante de zinco e outros cétions bivalentes

(Queenan, Bush, 2007).

A primeira MBL, encontrada na bactéria Bacillus cereus, foi
descrita por Sabath, em 1966 (Sabath, Abraham, 1966). Desde ent&o, essa
classe de enzimas vem sendo identificada em varias espécies, como
Aeromonas spp., Stenotrophomonas maltophilia, Enterobacter cloacae,
Pseudomonas aeruginosa, entre outras (Poirel et al., 2000; Queenan, Bush,

2007; Paez et al., 2011).
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Os problemas relacionados a resisténcia antimicrobiana em
Acinetobacter baumannii parecem ser mais importantes no Brasil e em outros
paises da América Latina, quando comparados com outras regides do mundo
(Reinert et al., 2007). Estudos mostram que a prevaléncia de isolados
resistentes aos carbapenémicos no Brasil varia de 6% a 11% (Sader et al.,

2009; Sader et al., 2005).

Varias MBLs ja foram identificadas em Acinetobacter spp.,
dentre elas as mais encontradas sao IMP-1 e VIM. Isolados de Acinetobacter
spp. produtores de MBLs ja foram descritos em surtos de hospitais brasileiros e

em estudos nos quais foi utilizado o banco de cepas (Dalla-Costa et al., 2003).

As oxacilinases sdo carbapenemases do grupo 2f da
classificagcdo de Bush. Essas enzimas estdo presentes em algumas cepas de
Acinetobacter spp. e inativam, preferencialmente, o0s antimicrobianos
carbapenémicos e algumas cefalosporinas (Bou et al., 2000; Heritier et al.,
2005; Jeon et al., 2005; Pournaras et al.,, 2006). Ja foram descritas 121
variantes dessa classe, que se apresentam divididas em oito grupos, e quatro
desses grupamentos enzimaticos ja foram identificados em Acinetobacter spp.:
OXA 23-like; OXA 24-like; OXA 51-like; e, OXA 58-like (Brown et al., 2005;
Walther-Rasmussen et al., 2006; Woodford et al., 2006; Lu et al., 2009). Os
membros de cada grupo compartilham mais de 95% de genes homologos entre

si (Brown et al., 2006). Em 2009, foi relatada por Higgins et al (2009) na Franca
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uma nova classe ou variante de oxacilinase, designada Oxa-143. Essa nova
variante possui uma similaridade de 88% com a sequéncia de aminoacidos da
Oxa-40, 63% de similaridade com a Oxa-23 e 52% de similaridade com a Oxa-

58 (Higgins et al. 2009).

Assim como no Brasil, surtos de Acinetobacter com gene blaga2z foram
descritos em outras partes do mundo (Queenan, Bush., 2007; Peleg et al.,
2008; Boo, Crowley 2009;). A disseminacdo do gene blaga.2z pode ser
explicada por sua caracteristica em alocar-se em plasmidios, e assim facilitar
sua transferéncia (Queenan, Bush., 2007; Peleg et al., 2008; Boo, Crowley
2009). Além de P. aruginosa e A. baumannii, outros ndo fermentadores passam
a expressar mecanismos de resisténcia, tal como S. maltophilia com resisténcia

a sulfa e quinolonas (Paez, 2011).

A KPC, carbapenemase pertencente ao grupo 2f, é outra B-
lactamase que estéd preocupando o mundo todo, por sua disseminacédo rapida
por meio de plasmidio. Essa B-lactamase, foi descoberta durante o projeto de
vigilancia de resisténcia Intensive Care Antimicrobial Resistance Epidemiology
(ICARE), em um isolado clinico de Klebsiella pneumoniae na Carolina do Norte,
em 1996, (Yigit et al., 2001). Villegas et al. (2007) relataram o primeiro caso da
enzima KPC fora da familia Enterobactérias, identificado em P. aeruginosa, em
Medellin, Coldmbia. No Brasil elas ja foram detectadas na regido nordeste,

sudeste e sul em isolados de K. pneumonia e Enterobacter cloacae (Monteiro
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et al., 2009; Pavez et al., 2009; Zavascki et al., 2010; Zavascki et al., 2009;

D'Alincourt et al., 2010;).

O presente estudo busca avaliar in vitro diferentes formulagdes
de nanoAg produzidas em dois laboratorios brasileiros. Utilizando métodos
qualitativos e quantitativos para mensurar o efeito inibitorio, através de testes
de difusdo e determinacdo da concentracdo inibitoria minima (CIM), com
determinacdo da concentracdo bactericida e fungicida minima e ensaios de
tempo de morte. Além de avaliar a interferéncia destas nanoAg sobre a
producao de biofilme. Incluindo bactérias Gram positivas, negativas e leveduras
de interesse clinico. Distribuidas entre isolados sensiveis aos antimicrobianos e

MR, com genes de resisténcia previamente estudados.
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3 OBJETIVOS
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3.1 Objetivo Geral

Avaliar a acdo in vitro de diferentes nano-particulas de prata
(nanoAg) sintetizadas no Brasil frente a micro-organismos sensiveis aos
antimicrobianos e multirresistentes (MR), incluindo Gram positivos, Gram

negativos e Candida.

3.2 Objetivos Especificos

e Definir a dispersédo de nanoAg que apresenta melhor efeito in vitro
contra micro-organismos sensiveis e MR.

e Avaliar o efeito de nanoAg através de halo de inibicdo em
profundidade (agar well diffusion).

e Determinar a capacidade de inibicdo (CIM) e morte (CBM)
bacteriana e fungica de nanoAg.

e Avaliar diferencas na curva de morte para micro-organismos
sensiveis e MR.

e Quantificar o efeito de nanoAg sobre biofilme produzido por

Acinetobacter baumannii.
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4 MATERIAL E METODO
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4.1 Contexto

O estudo foi realizado no Laboratério de Investigacdo Médica
54 (LIM-54), da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo (USP) e
Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento do Laboratério Fleury Medicina e

Saude.

As nanoAg avaliadas foram sintetizadas em diversos lotes pelo
Laboratério de Tecnologia de Particulas e Processos Quimicos do Centro de
Processos e Produtos do Instituto de Pesquisas Tecnoldgicas (IPT/LPP) USP e

pelo Instituto de Fisica da Universidade Federal de Sdo Carlos (IFSC).

Diferentes condi¢cdes de sintese foram utilizadas pelo IPT/LPP

e resultaram em nanoAg com caracteristicas variadas de tamanho e carga.

Tabela 7 — Métodos utilizados na avaliagdo das nanoAg em cada um dos lotes
produzidos

Testes 1°lote  2°lote  3°lote 4°lote  5°lote
Inibicao superficie X X X

Inibicdo profundidade X X X
CIM X X X X X
CBM X X X
Inibicéo de biofilme X X X
Morte bacteriana X X




28

4.2 Micro-organismos

Foram utilizados diferentes micro-organismos nos testes com
os lotes de nanoAg sintetizadas. Incluindo isolados clinicos sensiveis aos

antimicrobianos e multirresistentes (MR).

Os isolados foram provenientes de banco de cepas dos
laboratérios LIM-54 (FM-USP), ALERTA (UNIFESP), American Type Culture
Collection (ATCC) e Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude
(INCQS). No Anexo A, a Tabela 4 traz a relacéo de todos os isolados utilizados
ao longo do estudo e Anexo B, Tabelas 5 e 6 os primers utilizados para

caracterizacao prévia de resisténcia antimicrobiana.

4.3 NanoAg produzidas

Foram sintetizadas nanoAg em diferentes condi¢des de tempo,
temperatura, pH e agente redutor que resultaram em variagées em tamanho e
carga, totalizando 4 lotes produzidos pelo IPT e 5 lotes produzidos pelo IFSC

(Tabela 8).
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Tabela 8 — Numero de variacdes de sintese em cada lote produzido pela IFSC e

IPT/USP
Origem Lotes Variacdes de sintese
1°,2°,3°,

IFSC 20 e 5° 3
1° 7

IPT/USP
2° 6
3° 9
4° 4
Total 29

Todas as suspensfes foram produzidas a partir de 1 mM de

prata (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), resultando em solu¢cdo com 108

ug/mL de nanoAg.

4.3.1 Sintese de nanoAg citrato, PVA e quitosana (IFSC)

4.3.1.1 NanoAg Citrato:

Uma solugéo com 30 mL de AgNO3 (Sigma-Aldrich) a 1 mM foi
aquecida até a ebulicdo em um baldo de fundo redondo conectado a um
condensador. ApGs atingir a temperatura de ebulicdo, 13 mL de uma solugéo
de citrato de sédio (Sigma-Aldrich) 1% m/v foi adicionada sob vigorosa agitacéo
magnética. ApOs alguns minutos, a solucdo passou de transparente para

amarelo e, entéo, o sistema de aquecimento foi desligado.

4.3.1.2 NanoAg PVA
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Foram adicionados 30 mL de uma solucdo 4 g/L de PVA
(Sigma-Aldrich) a 30 mL de 1 mM de AgNO3; a temperatura ambiente e sob
agitacdo magnética. Apos 10 minutos, adicionou-se 1 mL de solucéo 0,1 mol/L
de NaBH, (Sigma-Aldrich) resfriado. A coloracdo do sistema passou de

transparente para am arelo.

4.3.1.3. NanoAg Quitosana

Foram adicionados 30 mL de uma solucdo 1 g/L de Quitosana
(Sigma-Aldrich) a 30 mL de uma solucdo 1 mM de AgNOj3; a temperatura
ambiente e sob agitacdo magnética. Apos 10 minutos, adicionou-se 1 mL de
uma solucdo 0,1 mol/L de NaBH,4 (Sigma-Aldrich) resfriado. A coloracdo do

sistema passou de transparente para amarelo.

4.3.2 Caracterizacédo de nanoAg (IFSC)

Os sistemas foram caracterizados por Espectroscopia no
Ultravioleta-visivel (HITACHI, U-2900) evidenciando a banda plasmonica de
superficie em 400 nm, caracteristica das nanoparticulas (Figura 4), tamanho
através de Dynamic light Scattering (Zetasizer Nano, ZS90), (Figura 5), carga
com verificacdo do potencial zeta (Zetasizer Nano, ZS90), (Tabela 9). Definindo
as seguintes caracteristicas: nanoAg Citrato: carga negativa, tamanho

aproximado de 5 nm; quitosana: positiva, 10 nm e PVA: neutra, 5 nm.
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Figura 4 — Espectroscopia no ultravioleta visivel para nanoAg citrato, quitosana

e PVA
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Figura 5 — Tamanho das nanoparticulas demonstrado por Dynamic light

Scattering (DLS)

Tabela 9 — Potencial zeta de hanoAg citrato, quitosana e PVA

Amostra

Potencial Zeta

nanoAG — Citrato

nanoAG — Quitosano

nanoAG — PVA

- 48.4 Mv
+41.1 mV
-17.0 mV

25
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4.3.3. Controles

Foram utilizados como controle de acdo da prata metalica
Sulfadiazina de prata (United States Pharmacopeia, USP) e Nitrato de prata
(Sigma-Aldrich) em concentracéo inicial de 54 ug/mL e como controle de
nanoAg, a dispersao comercial (Sigma-Aldrich, cod. 730815), com particulas de

60 nm, em concentrac¢ao de 20 ug/mL.

4.4 Inibicao do crescimento por difusao

O teste foi realizado em paralelo através de dois modelos. O
primeiro em superficie (Sadeghi et al.,, 2010) e o segundo em profundidade
(agar well diffusion, AWD) (Kalishwaralal et al., 2010; Pirnay et al., 2003). Em
ambos, primeiramente 0s micro-organismos utilizados foram aplicados com
zaragatoa estéril em meio soélido Mueller Hinton Agar (MHA) (MHA, Biomerieux,
Marcy L'Etoile, France) e MH agar com 5% de sangue de carneiro (MHA

sangue), partindo de uma suspensdo em escala 0,5 de McFarland.

Para o teste de inibicdo do crescimento em superficie foram
instilados 50 uL das diferentes nanoAg e controles na superficie dos meios
MHA (Biomerieux) e MHA sangue (Difco, cod. 275730). Ap6s evaporacéo total

as placas foram incubadas a 36+1°C, por 24 horas.

Para o teste de inibicdo do crescimento em profundidade foram

produzidos, assepticamente, no MHA e MHA sangue furos com 5 mm de
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diametro e os espacos preenchidos com 50 ulL das diferentes nanoAg e
controles. Apds evaporacao total as placas foram incubadas a 36+1°C, por 24

horas.

O método de difusdo, em superficie ou em profundidade
(AWD), pode ser utilizado como triagem para detectar formulagdes com maior
atividade (Pirnay et al., 2003). Sendo a poténcia diretamente proporcional ao
tamanho do halo de inibicdo formado, medido em milimetros. Algumas vezes,
observou-se apenas a inibicdo parcial no ponto de aplicacéo da prata no teste
em superficie. Para este caso a quantificacdo foi definida somente pela

porcentagem de inibicdo na area de aplicacdo, e ndo pelo tamanho do halo.

4.5 Determinagado da Concentracéo Inibitéria Minima (CIM)

As nanoAg e controles avaliados foram diluidos de maneira
seriada, logaritmica em base 2 (log,), resultando em painel de microdiluicdo na
faixa de 1:4 a 1:256,em MHB Il cation ajustado (BBL, Sparks, MD, USA) (2x).
Acrescidos de suspensdes microbianas com 10%fc em MHB, segundo

metodologia do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), documento
MO7-A9 (2012). A concentracdo original de 108 pg/ml resultou em
concentracdes seriadas de 27 pug/ml, 13,5 ug/ml, 6,25 ug/ml e 3,375 ug/ml para
as preparagdes de nanoparticulas IPT e IFSC. Os controles nitrato de prata e
sulfadiazina de prata partiram da concentracdo original de 54 pug/ml e

resultaram em diluicbes seriadas iniciadas em 13,5 pg/ml. Por fim, a
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nanoparticula comercial (Sigma) com concentracdo original de 20 upg/ml, e

concentracéo inicial de 5 ug/ml na diluicao seriada (Tabela 10).

Tabela 10 — Concentracdo original e concentracfes alcancadas apos diluicao
seriada com nanoAg, sulfadiazina de Ag, Nitrato de Ag e nanoAg Sigma

Formulacéao nanoAg Sulfadiazina Ag NanoAg
Nitrato Ag Sigma
an_centragao 108 mg/ml 54 mg/ml 20 mg/ml
original
>54 (<1:2) >27 (<1:2) >10 (<1:2)
Diluigdo 27 (1:4) 13,5 (1:4) 5 (1:4)
seriada e 13,5 (1:8) 6,7 (1.8) 2,5 (1:8)
concentragdes 6,7 (1:16) 3,4 (1:16) 1,25 (1:16)
alcancadas 3,4 (1:32) 1,6 (1:32) 0,6 (1:32)
1,6 (1:64) 0,8 (1:64) 0,3 (1:64)
0,8 (1:128) 0,4 (1:128) 0,15 (1:128)
0,4 (1:256) 0,2 (1:256) 0,7 (1:256)

Para avaliar possivel interferéncia em meio enriquecido, 0s
testes foram realizados de maneira pareadas em caldo Mueller Hinton cation

ajustado (MHII) e MHII com 1,25% de sangue de carneiro.

Incubadas por 16 a 18 horas, as placas foram lidas visualmente
com luz transmitida observando-se presenca ou auséncia de turvacdo. Para
avaliar a reprodutibilidade do método alguns testes foram realizados em
triplicata por amostragem, liberando o lote sempre que os resultados foram

reproduzidos.

4.6 Determinacéo da concentracdo bactericida minima (CBM)
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Apos leitura da CIM todos os pocos sem turvacao visivel foram
plagueados em meio sélido de MHA com 5% de sangue, ou MHA, e incubados
por 16 a 18 horas. Foi realizada a leitura visual das placas com luz refletida,
observando-se presenca ou auséncia de crescimento bacteriano e fangico.

A concentracdo bactericida e fungicida minima foi a menor
concentracdo com auséncia de crescimento apos repique em meio soélido dos

pocos livres de turvacao na realizacdo da CIM.

4.7 Determinacdo do tempo de morte (time Kill)

A dindmica do efeito inibitorio frente as nanoAg foi avaliada
através da determinacao do tempo de morte microbiana, modificado de Hindler,

1992.

Uma vez definia a CIM das combinagbes NanoAg x micro-
organismo foram montados tubos contento 10 mL de caldo MHB Il e 10 mL de
caldo MHB Il com 5% de sangue de carneiro, acrescidos de nanoAg em
concentracdo final de 1xCIM da nanoAg e 10° ufc/mL de cada micro-
organismo. Para o tubo controle, o volume de nanoAg foi substituido por MHB
[I. Os tubos foram incubados a 36+1°C e o numero de células viaveis
quantificado em MHA durante cinco intervalos de tempo programados. Sendo
Tempo 0, T3, T6, T12 e T24 horas. Em cada tempo, 100 uL do caldo foram
diluidos de 102 a 10° em MHB Il e semeados em placas de MHA. Também
foram semeadas aliquotas de 100 pL n&o diluidas (10™) e 1mL em cada tempo

para quantificar baixas contagens (<10? ufc/mL). Sendo o resultado final foi
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obtido pela média de quatro diluicbes (Leite et al., 2007, Giamarellos-

Bourboulis et al., 1997).

O numero de ufc viaveis em cada tempo foi plotado em grafico

definindo o perfil do tempo de morte, comparado a curva do controle.

4.8 Teste de inibicdo de biofilme com cristal violeta

Foi utilizado método descrito por Kalishwaralal et al. (2010).
Placas de 96 pocos com fundo chato foram preenchidas com 180 uL de caldo
BHI. Adicionado 10 uL de nanoAg e 10 uL do in6culo microbiano a 0,5 de
McFarland. Como controle positivo, alguns pocos receberam somente caldo
BHI e micro-organismos. Como controle negativo, alguns receberam somente
caldo e nanoAg. Os volumes faltantes foram completados com 10 puL de caldo
BHI. Foram preparados controles positivos para cada um dos micro-

organismos e controles negativos para todas as nanoAg e controles de prata.

As placas foram incubadas por 16 a 18 horas a 35+1°C, ap0s
este periodo foram esvaziadas e lavadas por 3x com 200 uL de tampé&o PBS,
pH 7,2 para remover toda a forma planctdnica e deixadas para secar em
posicdo invertida. Na sequencia, as células aderentes, sesseis, foram

submetidas a fixac&o pelo calor, a 60°C, por uma hora.

Apos este periodo foi adicionado acetato de sodio a 2% por 20

minutos. As placas permaneceram por 16 a 18 horas a temperatura ambiente e
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foram coradas com 150 ulL de cristal violeta 0,1%, por 15 minutos, a
temperatura ambiente. Depois de aspirado o corante, as placas foram lavadas
com agua ultra pura até retirada de todo o excesso de corante. Ao secar em
temperatura ambiente, receberam 150 uL de etanol 95% por 30 minutos. As
placas foram tampadas para evitar evaporacdo e a densidade otica (DO) de
testes e controles avaliada em 570 nm (BEP Il Siemens Healthcare

Diagnostics, Alemanha).

Em paralelo ao teste com incubacdo das nanoAg por 16 a 18
horas, em um segundo teste foi avaliada a inibicdo de biofilme com incubacao
das nanoAg por 2 horas. Todo o restante do experimento seguiu 0 mesmo

protocolo.

Considerando que a concentracédo final de algumas nanoAg
para o teste de inibicdo de biofilme ficou acima da CIM, também foram feitos
testes com as nanoAg diluidas a 0,27 ug/ml com 16 a 18 horas e com 2 horas

de incubacéo (6 a 12 vezes inferior aos valores de CIM).

Para curva de calibracdo foi montada uma série de violeta de
genciana 0,1% em etanol 95% nas seguintes proporc¢des: 0%, 2%, 4%, 6%,

8%, 10%, 20%, 30%, 40% e assim sucessivamente até 100% de violeta 0,1%.

Para definir o potencial inibitério das nanoAg foram avaliadas

as DO dos controles positivos, negativos e testes. A precisdo dos resultados foi
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observada através da média e desvio padrédo das replicatas. Os resultados

foram comparados a equacéo da reta obtida na curva de calibragéo.

4.9 Aprovacéo pelo Comité de Etica em Pesquisa

O presente estudo foi analisado e aprovado pelo Comité de

Etica em Pesquisa (CEP) da FM/USP em sessdo acontecida em 15.12.2010,

sob o numero de protocolo de pesquisa 378/10 (Apendice A).

4.10 Auxilio CAPES

Este projeto contou com financiamento fornecido CAPES, com

a concessao de duas bolsas de doutorado.
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5 RESULTADOS
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5.1 Micro-organismos

Foram utilizados micro-organismos sensiveis aos
antimicrobianos e MR. A Tabela 11 descreve todos os isolados utilizados ao
longo dos testes. O Anexo A, Tabela 4 e Anexo B, Tabelas 5 e 6 trazem
informacdes sobre a caracterizacdo molecular realizada com as cepas MR em
estudos prévios. Entre os MR, foram estudados A. baumannii resistente aos
carbapenémicos e Polimixina B (genes oxa-;3; € 0xa-i43), € sensiveis, P.
aeruginosa resistente aos carbapenémicos (genes codificadores de
carbapenemases SPM, VIM e GES) e sensiveis, Enterobactérias resistentes
aos carbapenémicos (genes codificadores de ESBL e KPC) e sensiveis, S.
maltophilia resistente a sufametoxazol e levofoxacino (genes codificadores sull
e sul2 e QNR), S. aureus resistente a oxacilina (genes mecA, incluindo cepas
com diferentes SCCmec) e sesiveis e Enterococcus sp. resistente a
vancomicina (gene vanA) e sensiveis. Além de Candida albicans, C. tropicalis e
C. parapsilosis. Os isolados pertencem a diferentes clones, caracterizados
anteriormente por eletroforese de campo pulsado (Pulsed field gel

electrophoresis, PFGE)
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Tabela 11 — Micro-organismos utilizados nos testes com nanoAg produzidas
pelo IPT/USP e IFSC

Total de cepas avaliadas (n)

A. baumannii MR 12
A. baumannii Sensivel 5
P. aeruginosa MR 5
P. aeruginosa Sensivel 8
Eterobactérias MR 12
Enterobactérias Sensiveis 9
S. maltophilia MR 2
S. aureus Oxacilina Resistente 15
S. aureus Oxacilina Sensivel 9
Enterococcus sp. Vancomicina Resistente 8
Enterococcus sp. Vancomicina Sensivel 6
C. albicans 12
C. tropicalis 5
C. parapsilosis 2
Total bactérias MR 54
Total bactérias Sensiveis 37
Total de bactérias 91
Total fungos 19
TOTAL isolados 110

Com o objetivo de triar as suspensfes com maior poténcia, 0s
primeiros lotes de nanoAg do IPT/USP e IFSC foram testados contra um
namero menor de isolados, conforme descrito a seguir. Para o 5° lote de

nanoAg IFSC foram testados 107 isolados.



42

5.2 NanoAg produzidas

Os lotes de nanoAg IFSC foram produzidos sempre com as
mesmas caracteristicas de sintese. Enquanto os IPT/USP foram produzidos
com variacfes de sintese. Ao todo foram avaliadas 29 nanoAg com diferentes

caracteristicas de sintese (Tabela 12).

Tabela 12 — Laboratério de origem e caracteristicas de sintese das nanoAg
avaliadas durante o estudo

Origem Envio Caracteristicas de sintese
IFSC 1°,2°,3° 4% | pH 7 citrato
5o pH 6 quitosano
pH 7 PVA
IPT 1° 20 min, 85°C, pH 8,0

30 min, 85°C, pH 8,0
30 min, 85°C, pH 8,0
40 min, 85°C, pH 8,0
40 min, 85°C, pH 8,0
3 min, 25°C, pH 8,0
3 min, 25°C, pH 8,0
2° 25 min, 85°C, pH 8,0
50 min, 85°C, pH 8,0
20 min, 90°C, pH 8,0
50 min, 90°C, pH 8,0
20 min, 95°C, pH 8,0
50 min, 95°C, pH 8,0
3° 10 min, 90°C, pH 9,0
20 min, 90°C, pH 9,0
40 min, 90°C, pH 9,0
60 min, 90°C, pH 9,0
10 min, 90°C, pH 7,0
20 min, 90°C, pH 7,0
40 min, 90°C, pH 7,0
60 min, 90°C, pH 7,0
90 min, 90°C, pH 7,0
4° 60 min, 85°C, pH 7,0 centrifugado
60 min, 85°C, pH 7,0 ndo centrifugado
40 min, 90°C, pH 7,0 centrifugado
40 min, 90°C, pH 7,0 ndo centrifugado
Cargas: citrato, negativa; quitosana, positiva; PVA, neutra
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5.3 Inibicdo do crescimento por difuséo

5.3.1 Inibicdo do crescimento por difusdo em superficie

O trés primeiros lotes de nanoAg produzidos foram testados
quanto a inibicdo do crescimento em MHA frente as cepas de S. aureus ATCC
29213 e P. aeruginosa ATCC 27853. O terceiro lote IFSC foi testado ainda
contra S. aureus INCQS 039 e P. aerugionsa INCQS 230. O 3° lote IPT foi
testado também em MHA 5% sangue e incluiu S. epidermidis INCQS 198, C.
albicans INCQS 40175 e C. parapsilosis INCQS 40280. Para o 4° lote

(IPT/IFSC) foram avaliados 18 isolados e para o 5° (IFSC) 107 isolados.

A Tabela 13 ilustra os diferentes resultados em meio sdlido
MHA com as nanoAg avaliadas. Para os testes do 3° lote (IPT), foi possivel
verificar que na presenca de sangue, o0s halos de inibicdo foram
sistematicamente menores em todos os testes. Resultando na auséncia de
inibicdo para S. aureus ATCC 29213 e apenas pequena inibicdo para P.

aeruginosa ATCC 27853 (Figura 6).
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Tabela 13 - Inibicdo de crescimento em superficie com S. aureus ATCC 29213,
S. aureus INCQS 039, P. aeruginosa ATCC 27853 e P. aeruginosa
INCQS 230 em meio sélido MHA e MHA sangue 5%, com 1°, 2° e 3°
lotes de nanoAg IFSC e IPT

Inibi¢céo (%) Halo (mm)

S. aureus S. aureus P. aeruginosa P. aeruginosa
ATCC 29213 INCQS 039 ATCC 27853 INCQS 230
IFSC 1°lote MHA MH MHA MH MHA MH MHA MH
Sg Sg Sg Sg

Citrato 0%*? 0%
Quitosana 90% 90%
PVA 0% 0%
IFSC 2° lote
Citrato 0% 0%
Quitosana 90% 0%
PVA 0% 0%
IFSC 3° lote
Citrato 25% 14mm 10 mm* 10 mm
Quitosana 100% 9 mm 0% 0%
PVA 0% 9 mm 50% 50%
IPT 1° lote
207, 85°C, pH 8,0 90% 10 mm”
307, 85°C, pH 8,0 90% 11 mm
307, 85°C, pH 8,0 90% 10 mm
40, 85°C, pH 8,0 50% 09 mm
40, 85°C, pH 8,0 40% 08 mm

3, 25°C, pH 8,0 0%b 08 mm

3,25°C,pH8,0 10 mm 11 mm
IPT 2° lote
25’, 85°C, pH 8,0 50 % 0%
50, 85°C, pH 8,0 50 % 0%
20, 90°C, pH 8,0 50 % 0%
50’, 90°C, pH 8,0 0% 0%
20, 95°C, pH 8,0 40 % 30 %
50, 95°C, pH 8,0 20 % 0%
IPT 3° lote

10’, 90°C, pH 9,0 - - - - - - - -
20, 90°C, pH 9,0 20% 0% 60% 0% 20% 0% 30% 0%
40", 90°C, pH 9,0 0% 0% 40% 0% 10% 0% 0% 0%
60, 90°C, pH 9,0 10% 0% 20% 0% 10% 0% 0% 0%
10’, 90°C, pH 7,0 20% 0% 30% 0% 50% 0% 90% 0%
20’, 90°C, pH 7,0 50% 0% 50% 0% 50% 0% 90% 0%
40’, 90°C, pH 7,0 50% 0% 70% 0% 60% 0% 90% 0%
60’, 90°C, pH 7,0 30% 0% 60% 0% 60% 0% 70% 0%
90’, 90°C, pH 7,0 20% 0% 0% 0% 10% 0% 30% 0%

% halos registrados em % indicam inibig&o parcial somente no ponto de aplicacdo da nanoAG

® Halos registrados em mm indicam 100% de inibicdo no ponto de aplicagdo e formacéo de
halo medido em mm

¢ Material acidentado, néo foi possivel avaliar a inibicéo de crescimento
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P. aeruginosa ATCC 27853 S. aureus ATCC 29213

Figura 6. Variacdes na inibicdo do crescimento em superficie para P.
aeruginosa ATCC 27853 e S. aureus ATCC 29213 na presenca de
MHA e MHA sangue 5%. Com nanoAg 3° lote IPT

5.3.2 Inibi¢cdo do crescimento por difusdo em profundidade

De acordo com o método de AWD (Pirnay et al., 2003), foram
testados o 3° lote e 4° lote das nanoAg IFSC e IPT e o 5° lote IFSC (Tabela
14). Na Figura 7 € possivel observar a reduc¢do no tamanho do halo de inibicdo

para P. aeruginsa no agar MHA sague comparado ao crescimento no MHA.
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Tabela 14 Inibicao por difusdo em profundidade contra S. aureus ATCC 29213,
P. aeruginosa ATCC 27853 e P. aeruginosa INCQS 230, S.
epidermidis INCQS 198, C. albicans INCQS 40175 e C. parapsilosis
INCQS 40280 em meio sélido MHA e MHA sangue 5% com 3° lote
de nanoAg IFSC e IPT
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S N DN <) [0} =
o = =) 5=R%) L0 l%)
50 a Q SO f-Ne 20 o
c O o O % O TS < O S0
= N ) . . - @G
0N < o< aZ nZ OZ OaZ
MH- MH- MH- MH- MH- MH-
3% [ote [ESC MHA "5 " MHA Tg " MHA "g " MHA “g " MHA g " MHA g
Citrato 14 0O 20 O 12 0
Quitosana 0 0O 16 O 10 0
PVA 0 0O 10 O 0 0
3° lote IPT
10min 90°C, pH9,0 - - - - - - - - -
20min 90°C, pH9,0 13 13 14 O 3 0 9 14 10 19
40min 90°C, pH9,0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
60min 90°C, pH9,0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
10min 90°C, pH7,0 15 16 15 10 15 0 13 18 15 20
20min 90°C, pH7,0 15 15 15 13 17 0 15 18 15 20
40min 90°C, pH7,0 15 13 15 12 18 0 15 16 13 17
60min 90°C, pH7,0 14 13 15 11 15 0 12 14 14 17
90min 90°C, pH7,0 10 12 12 0 0 0 0 0 0 16

**Material acidentado, ndo foi possivel avaliar a inibigdo de crescimento
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_ 20min 900C, pH7,0
40min 900C, pH7,0 (13 mm)

(12 mm)

Figura 7. Variacdes na inibicao por difusdo em profundidade com nanoAg do
3° lote IFSC para P. aeruginosa INCQS 230 e 3° lote IPT para P.
aeruginosa ATCC 27853 em agar MHA e MHA sangue 5%

A sintese das nanoAg do 4° lote produzidas pela IFSC as
mesmas caracteristicas de sintese para citrato, quitosana e PVA. A sintese das
nanoAg IPT tiveram a inclusdo de uma nova variavel no seu preparo, a
centrifugacéo (Grafico 1). Com excecao de 3 isolados frente a quitosana (com
halos de 10, 12 e 14 mm); uma amostra de nanoAg 60’, 85°C, pH 7,0
centrifugado (10 mm) e dois isolados frente a nanoAg 60’, 85°C, pH 7,0 nédo
centrifugado (12 e 14 mm), todos os demais compostos de prata mostraram

auséncia de inibicdo em MHA 5% de sangue (< 6mm).
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Grafico 1 — Distribuicdo cumulativa da medida dos halos de inibicdo obtidos
por difusdo em profundidade frente isolados clinicos, cepas ATCC e
INCQS em meio MHA para o 4° lote de nanoAg* IFSC e IPT
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* Foram plotados somente resultados > 6mm

Os testes com o 5° lote foram realizados somente com
amostras de nanoAg IFSC frente a isolados selecionados de A. baumannii MR
(n = 3) e A. baumannii sensivel (n = 5), Enterobacter MR (n = 2) e sensivel (n =
3), P. aeruginosa MR (n = 3) e sensivel (n = 3), S. maltophilia MR (n = 2),
Staphylococcus spp. MRSA (n = 3) e sensivel (n = 4), Enterococcus sp. VRE (n

= 3) e VSE (n = 3) e Candida spp. (n = 7) (Gréfico 2).
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Gréafico 2 — Distribuicdo cumulativa dos halos de inibicdo (mm) obtidos por
difusdo em profundidade frente isolados MR, sensiveis e candida em
meio s6lido MHA e MHA sangue 5%, para o 5° lote de nanoAg IFSC
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Todos os compostos de prata apresentaram auséncia de inibicdo em MHA 5% (< 6mm) frente
aos isolados testados
Foram plotados somente halos de inibigdo > 6mm

5.4 Determinacdo da concentracao inibitéria minima (CIM)

A determinacédo da CIM foi realizada contra diferentes micro-

organismos e caldos, tais como MHB II, MHB Il sangue 1,25% e TSB.

Para o 1° 2° e 3° lotes, as CIM variaram de acordo com
caracteristicas de sintese de cada NanoAg e os resultados foram reprodutiveis

independente do caldo utilizado, MHB ou TSB (resultados ndo detalhados),
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mantendo valores mais baixos contra P. aeruginosa quando comparados aos
de S. aureus. Na presenca de sangue estes caldos apresentaram CIM
sistematicamente mais elevadas quando comparadas as obtidas sem sangue,

conforme ilustram no Anexo C, as Tabelas 15 e 16.

No Anexo C, Tabela 17 estdo detalhados os valores de CIM
obtidos com o0 4° lote de nanoAg IFSC e IPT. Testado frente a 38 micro-
organismos MR e 3 sensiveis (divididos em 19 Gram positivos e 22 Gram

negativos) além de 12 Candida spp., totalizando 53 isolados.

A determinacdo da CIM50 estratificada entre Gram positivos,
negativos e leveduras permite observar o maior efeito inibitério de nanoAg
citrato e das formulagbes nédo centrifugadas sobre Gram negativo, enquanto
nanoAg quitosana e as formula¢cdes nédo centrifugadas apresentaram maior
efeito sobre Gram positivos. Para leveduras, repetiu-se o maior efeito para as

formulacbes néo centrifugadas (Grafico 3).
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Gréafico 3 — Resultados de CIM50 (em ug/ml) para o 4° lote de nanoAg IFSC e
IPT, frente a diversos micro-organismos Gram positivos, negativos e leveduras.

O Anexo C, Tabela 18, traz os resultados para o 5° lote de

nanoAg IFSC. Para este lote ndo foram utilizadas nanoAg IPT. Foram testados

107 isolados, sendo 54 MR e 36 sensiveis além de 17 isolados de candida.

Com base nestes resultados, o Grafico 4 ilustra a distribuicéo

das CIM50 e CIM90 para populacbes bacterianas resistentes e sensiveis,

permitindo comparar o potencial inibitorio frente as duas populacées.
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CITRATO QUITOSANA PVA SULFADIAZINA Ag NITRATO Ag NanoAg Sigma 66778

B CIM50 MDR bacteria(N= 54) 1 CIM50 MS bacteria(N= 36)

7 50

CITRATO QUITOSANA PVA SULFADIAZINA Ag NITRATO Ag NanoAg Sigma 657"

m CIM90 MDR bacteria(N= 54) B CIM90 MS bacteria(N= 36)

Gréfico 4 - Distribuicdo da Concentracao Inibitéria minima 50 e 90 (CIM50 e

CIM90) de nanoAg IFSC 5° lote estratificados entre isolados
bacterianos sensiveis e resistentes

* para a nano Sima 60 nao foi possivel estabelecer a CIM e CIM90 por que
todos os resultados ficaram acima da maior concentracédo testada (MIC > 10
ng/ml)

Complementando os resultados de CIM50 e CIM90 o Gréfico 5

traz a distribuicio da CIM para as populacbes sensiveis e resistentes

avaliadas.

Jh .HL il i‘l. .Ju- .

>54 27 135 6,7 33 16 0,8 >54 27 1356,7 33 16 08 »54 27 13567 33 16 08 >271356,7 33 16 08 04 >2713567 33 16 08 04 >10 5 25 12 06 03 01

CITRATATO N1 (108 mcg/ml)  QUITOSANA N2 (108 meg/mi) PVA N3 (108 mcg/ml) SULFADIAZINA N4 (54 mcg/ml) | NITRATO AG N5 (54 meg/ml) SIGMA N6 (20 mg/ml)

® Distribuigao proporcional para MR ® Distribuigao proporcional para MS = Distribui¢ao proporcional para Candida spp.

Grafico 5 — Distribuicdo proporcional de isolados bacterianos MR e sensiveis e

Candida spp. frente as nanoAg do 5° lote IFSC e controles
testados
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Para ilustrar a questdo da interferéncia do meio enriquecido
com sangue no efeito dos compostos de prata avaliados, o Anexo C, Figura 8,
traz o comparativo grafico entre CIM em MHB Il e CIM em MHBII Sg 1,25%,
para isolados MR, sensiveis e Candidas, testados com as nanoAg 5° lote IFSC

e controles.

5.5 Determinacao da concentragcdo bactericida minima (CBM)

O efeito inibitério (CIM) foi complementado pela determinacgéo
da CBM. Realizada de acordo com documento CLSI, M7-A9 (2012) auxiliou na
classificacdo do efeito de cada nanoAg como bacteriostatico ou bactericida

(Anexo C, Tabelas 19 e 20).

No Anexo C, a Tabela 21 apresenta os resultados de CBM para
0 5° lote de nanoAg IFSC frente a micro-organismos sensiveis e MR. Estes
resultados quando relacionados as CIM permitem definir o modelo de acéo da
prata sobre 0s micro-organimos entre  bactericida/fungicida  ou

bacteriostatico/fungistatico

O Grafico 6 revela o efeito antimicrobiano estratificado entre
Gram positivos, negativos e leveduras nos modelos de morte microbiana ou
inibicdo do crescimento. Fica evidente o maior efeito bactericida/fungicida de
nanoAg citrato, nanoAg quitosana e nitrato de prata enquanto nanoAg PVA e
sulfadiazina de Ag apresentaram efeito bactericida detectavel somente frente

Gram negativos.
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Gréfico 6 — Modelo de efeito inibitorio estratificado em morte ou inibicéo celular
(CBM/CIM) entre Gram negativo, positivo e leveduras para o 5° lote de nanoAg
IFSC

No Grafico 7 foi realizada a mesma estratificacdo da relacédo
CBMI/CIM, tomando como base a caracteristica de resisténcia antimicrobiana.
E possivel evidenciar a equivaléncia de efeito bactericida tanto sobre multi-

resistentes quanto sobre micro-organismos sensiveis.
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Grafico 7 — Modelo de efeito inibitério estratificado em morte ou inibicdo celular
(CBM/CIM) entre micro-organismos multirresistentes e sensiveis para o 5° lote
de nanoAg IFSC
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O Anexo C, Figura 9, traz o comparativo grafico entre CIM e
CBM em MHB Il para o 5° lote de nanoAg IFSC e controles, frente a 107
isolados MR, sensiveis e Candidas. Enquanto o Anexo C, Figura 10, ilustra o

comparativo entre CIM e CBM em MHII Sg 1,25%.

5.6 Determinacao do tempo de morte (time Kill)

Com o tempo de morte microbiana foi possivel observar a
dindmica de inibicdo das nanoAg frente aos diferentes micro-organismos
sensiveis e MR. De acordo com as respectivas curvas (Giamarellos-Bourboulis
et al. 1997). Foram avaliados S. aureus MRSA (MO1), S. aureus MSSA
(MSSA3) (Figura 11), Enterobacter sp MR (K3) e Enterobacteria sensivel

(ENB3) (Figura 12).

Para as cepas com CIM indeterminada, ou seja, acima da
maior concentracdo testada (>54, > 27,5 e > 10) nao foi avliada a curva de
morte. Com excec¢dao dos isolados MRSA MOL1 frente a nanoAg Sigma 60 nm, e
MSSA 3 a PVA e nanoAg Sigma 60. Estes foram deliberadamente testados

para evidenciar o tracado das curvas em condic¢des subinibitérias
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'S. aureus MRSA (MO1)
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Figura 11 —Comparagéo entre o tempo de morte para S. aureus MRSA (MO1)
e S. aureus MSSAOQ3, para o 5° lote de nanoAg IFSC e controles.
Para MRSA (MO1) foi realizada uma curva comparativa com
caldo MHII e MHII sangue 1,25%

MHB Il CTL-controle negativo, somente caldo; MHB Il — teste
MHB Il CTL SGE-controle negativo, somente caldo e sangue
MHB Il SGE-micro-organismos e caldo enriquecido com sangue;
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Klebsiella pneumoniae MR/KPC (K3)

Citrato (CIM=6,7, CBM =13,5)

Quitosana (CIM=67; CBM=67)

PVA (CIM=13,5; CBM = 54)

LE+0E
LE+O7
."'r.
LE+0B i
."I
/
LE+HD5 d
!
|
LEHD4 \ /
\\ /
16403 —
T0 T3 T6 Ti2 T24
—MHB I MHB I CTL

1LEHOE
1LEHOT
LEHOG
LEHOS
1LE+04 N

LE+D3 \
1LEH0Z \

1E+01 \ -
1E400 A .t

T T2 T6 T2 T24

—MHBII MHE I CTL

1E+08

LE+07

LE+06

1E+05

1,E+04

1E+03
T T3 T T12 T2

—MHaI MHB I CTL

Sulfad Ag (CIM=13,5; CBM=13,5)

Nitrato Ag (CIVM=6.7, CBM=6.7)

Sigma 60 (CIM= 10; CBM= 10)

LE+08
LE+07
LE+06 .
16405 ~_ -

LE+D4

1E+03
T0 T3 T6 Ti2 T24

—MHBN MHB Il €TL

1E+08
1E407

LE+DE

1E+05 \
1E+D4 AN

o\
N

1E+02
1E+0L

T0 T3 T6 Ti2 T24
—MHB Il

LE+DD

MHB I ETL

n/a

Enterobactéria Sensivel (ENB3)

Citrato (CIM= 3,4, CBM=34)

Quitosana (CIM=34; CBM=34)

PVA (CIM=13,5; CBM=13,5)

1LE+0B

LE+OT

LE+06

LE+05

1LE+04

LE+03
TO T3 T6 T2 T24

—MHB I MHE 11 CTL

1E+DE
LEHAT
LE+0B
1LE+OS

1LE+04 \

1LE+03 \

1,E402
\ /_/

LEH1
LE+DD

T T3 6 Ti2 T24
MHE I CTL

—MHBII

1E+08

1E+07

LE+06 "

1E+05

1,E+04

1LE+03
T0 T3 T Tz ™

—MHan MHB Il CTL

Sulfad Ag (CIM=135; CBM=13,5)

Nitrato Ag (CIV=3.4; CBM=6.7)

Sigma 60 (CIM= 10 ; CBM= 10)

LE+08
LE+O7
LE+06
LE+05
LE+04
1E+03
1LE+0Z -
1,E+01
T0 T3 To Tz 124

—MHBN MHB Il CTL

LE+DE
LE+O7 /

1LE+06 S

\/./

0 LE} Th T2 T24

—MHB Il

1E+05

LE+D4

1E+D3

MHB I CTL

n/a

Figura 12 -Comparacao entre o tempo de morte para K. pneumoniae (K3) MR
e Enterobacteria (ENB3) sensivel, para o 5° lote de nanoAg IFSC

e controles.

MHB II CTL-controle negativo, somente caldo; MHB |l — teste;
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5.7 Teste de inibicao de biofilme com violeta

Foram obtidas as DO relativas ao crescimento de A. baumannii
Sensivel (AS1, AS2, AS3, AS4 e AS5S) na presenca das nanoAg e controles em
dois tempos de incubacdo, para avaliar a inibicdo (apés 16 a 18 horas de
incubacdo com a prata) e o descolamento do biofilme formado (apés 2 horas

de incubacgéo com a prata).

Os resultados expressam a porcentagem de inibicdo na
presenca de prata, comparada aos controles positivos e negativos de cada
micro-organismo. A Figura 13 ilustra a interpretacdo dos resultados possiveis
para inibicdo/descolamento de biofilme. Resultados entre 0 e 100% indicam a
porcentagem de reducdo do biofiime aderido na placa de microdiluicao.
Resultados > 100% séo resultado de testes com a DO inferior a DO do branco.
Enquanto que resultados < 0% indicam resultados de DO de testes superiores

a DO do controle positivo.

>100%
DO de teste <
branco (<0%)
0-100%
% de reducdo do
biofilme <0%
DO de teste >
controle+ (>100%)

Figura 13 — Interpretacdo dos resultados possiveis de inibicdo/descolamento
de biofilme.
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Uma vez que a concentracdo final de nanoAg no teste de
inibicdo ficou superior a CIM para os isolados AS1 e AS2, os testes foram
repetidos com pré-diluicdo das nanoAg e controles, alcancando concentracao

final abaixo da CIM para todos os micro-organismos (0,27 pug/ml).

Os resultados foram calculados com a média de 6 a 8 réplicas
para os testes e 12 para os controles. A curva de calibracdo com solugcao de
violeta de genciana foi utilizada para definir a porcentagem de reducdo do
biofilme e resultou na equacado y = 0,0404x + 0,01. Onde: y= densidade otica e

x= concentracéo de violeta de genciana 0,1% (Figura 14).

Foi possivel visualizar efeitos inibitérios préximos a 100% com
as nanoAg citrato e quitosana (Gréfico 8) e efeito de descolamento do biofilme
em graus variados com todos os compostos de prata (Gréfico 9). Apés diluicao
para 0,27 pug/ml, apenas nanoAg Citrato manteve o potencial de inibicdo em
torno de 70% com 16 a 18 horas de incubacéo e 20 a 30% de descolamento do

biofilme apds 2 horas.
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com nanoAg e controles, frente a isolados de A. baumannii

sensiveis
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6 DISCUSSAO
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6 Discusséao

Ha séculos utilizamos derivados de prata com o objetivo de
tratamento antimicrobiano (Nowack et al., 2011) e desde o final do século IX no
formato nanoparticulado. A utilizacdo da nanotecnologia é capaz de
potencializar caracteristicas de metais encontrados nas formas tradicionais
(Schacht et al.,, 2013). A elevada proporcao entre superficie/volume permite
gue aconteca o contato direto entre estrutura alvo e nanoparticula (Reijnders,
2006; Hsin et al., 2008). Entre os metais utilizados a prata apresenta vantagens
devido ao seu maior potencial antimicrobiano (Zhao and Stevens, 1998).
Embora ndo esteja totalmente elucidado, o mecanismo de acdo das nanoAg
parece basear-se em alvos principais, tais como desequilibrio da integridade de
parede e membrana celular, interferéncia na duplicacdo do DNA e ligacdo com
elementos de enxofre e fosforo presentes em proteinas. Uma acédo
complementar e inespecifica seria ainda a producao de radicais livres (Schacht

et al., 2013; Chaloupka et al., 2010; Morones et al. ,2005).

No presente estudo foram utilizadas bactérias Gram positivas.
Gram negativas e leveduras provenientes de amostras clinicas de pacientes
com complicacdes infecciosas relacionadas a assisténcia a saude. Um ponto
interessante se comparado a literatura foi a inclusdo de isolados clinicos MR
com genes de resisténcia previamente estudados, pareados com isolados
sensiveis e amostras de banco de cultura tais como ATCC e INCQS.
Considerando A. baumannii, P. aeruginosa, Enterobactérias, S. maltophilia, S.

aureus e Enterococcus sp.. Além de C. albicans, C.tropicalis e C.parapsilosis,
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totalizaram mais de uma centena de isolados, o que reforca a

representatividade dos resultados (Anexo A, Tabela 4).

Atualmente ndo ha recomendacéo formal sobre como avaliar a
eficdcia de nanoAg in vitro. Os estudos utilizam métodos de difusédo (Pirnay et
al., 2003) em meio solido e determinacdo de CIM e CBM de acordo com
recomendacdo do documento CLSI vigente (por exemplo: CLSI M7-A9, 2012).
Entretanto, ndo existe correlacdo padronizada entre os resultados in vitro e
tampouco entre resisténcia e sensibilidade in vivo, como acontece
tradicionalmente com antimicrobianos e antifungicos (Trott et all. 2007).
Buscando enriquecer esta avaliacdo, foram incorporados métodos que
guantificam a inibicdo de biofilme e o estudo do tempo de morte bacteriana e

fungica.

O método de difusdo, em superficie ou em profundidade
(AWD), foi utilizado como triagem para detectar formulagdes com maior
atividade (Pirnay et al., 2003) em funcdo da sua simplicidade de execucéao.
Sendo a poténcia do antimicrobiano diretamente proporcional ao tamanho do
halo de inibicdo formado, medido em milimetros. Entretanto, os resultados
obtidos em milimetros apresentam menor acuracia quando comparados aos
obtidos por microdiluicdo, em ug/ml. Na amostra estudada foi possivel verificar
correlacdo entre os resultados dos dois métodos para algumas nanAg, por
exemplo, com as nanoAg IFSC 3° lote frente a S. aureus ATCC 29213, nanoAg
quitosana e PVA para P. aeruginosa ATCC 27853. Com relagcdo ao efeito

inibitério associado a presenca de sangue, as nanoAg produzidas no 3° lote
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IPT apresentaram a menor interferéncia, tanto nos testes de difusdo quanto de

CIM.

O Grafico 1 ilustrou as diferencas entre as nanoAg sintetizadas
no 4° lote, com predominio de halos na faixa de 17 mm para nanoAg quitosana
e 16 mm para nano IPT 60’, 85°C, pH 7,0 ndo centrifugado. Com excecdo de
trés isolados para quitosana (com halos de 10, 12 e 14 mm); uma amostra para
nanoAg 60’, 85°C, pH 7,0 centrifugado (10 mm) e duas amostras para 60’,
85°C, pH 7,0 ndo centrifugado (12 e 14 mm), todos os demais compostos de
prata deste lote apresentaram auséncia de halo em MHA sangue 5% (< 6 mm).

Na medida em que a resisténcia aos antimicrobianos se mostra
como um problema médico mundial e que reduz drasticamente as
possibilidades terapéuticas, aumentam as taxas de mortalidade e morbidade,
tempo de internagdo e custos de tratamento, assim o desenvolvimento de
novos produtos e novas aplicagbes vém sendo estimuladas (Humberto et
al.,2010). Considerando que nanoAg atua sinergicamente em alvos distintos
espera-se que nao haja interferéncia com mecanismos de resisténcia
antimicrobiana habituais. A auséncia de uma distribuicao bimodal nos Gréficos
1 e 2 vao ao encontro desta afirmagcdo. A homogeneidade entre os halos
obtidos frente a um grupo de micro-organismos sensiveis e resistentes
evidenciou que a presenca de genes de resisténcia antimicrobiana néao foi uma
variavel a ser considerada para o efeito das nanoAg. Inclusive, para nanoAg
quitosana os halos obtidos foram maiores para cepas MR quando comparados

as cepas sensiveis.
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Os resultados de CIM para nanoAg quitosana IFSC entre os
trés primeiros lotes apresentaram maior reprodutibilidade, variando apenas +
uma diluicdo. Enquanto citrato e PVA oscilaram entre duas ou mais (Tabela
15). As diferentes sinteses do 1°, 2° e 3° lotes de nanoAg IPT demonstraram
variacdes entre bactérias Gram negativas e positivas, representados por S.
aureus ATCC 29213 e P. aeruginosa ATCC 27853. Ja os resultados para
Candida spp. no 3° lote IPT mostraram melhor efeito inibitorio (3,4 a 13,5

ug/ml) quando comparados aos obtidos com bactérias (> 27 ug/ml).

Egger et al (2009) avaliaram cepas de micro-organismos Gram
negativos (n=5), positivos (n= 4) e fungos (n= 2) frente a nanoAg-silica e nitrato
de prata. As CIM destes trés grupos apresentaram resultados
significativamente diversos, com CIM 90 para nanoAg-silica de 62,5 ug/ml, 500
ug/ml e 2.000 ug/ml respectivamente. Enquanto que para nitrato de prata a
CIM90 foi de 7,8 ug/ml, 31,2 ug/ml e 31,2 ug/ml. Alguns estudos demonstraram
que micro-organismos Gram positivos sdo mais tolerantes a Ag"® (Kim et al.,
2007, Rhim, et al.,, 2006). Especula-se que este efeito se deva as
peculiaridades de parede celular. Pois Gram positivos contém multiplas
camadas de peptidoglicano (em torno de 30 nm) comparado a parede de
bactérias Gram negativas (em torno de 3 nm) (Morones et al., 2005). Outra
justificativa relaciona-se aos acidos teiclicos e lipoteicdicos com carga
fortemente negativa, podendo haver sequestro de ions livres de Ag®. Desta
forma, Gram positivos liberariam menos ions Ag* para atingirem a membrana
citoplasmatica e os demais alvos no espacgo intracelular (Egger et al., 2009).

Sondi | & Salopek-Sondi B (2004), descrevem a acdo nas nanoAg aderindo e
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formando poros na membrana celular de E. coli, resultando em penetracao das

particulas no citoplasma e lise celular.

Entretanto, no estudo de Dawy, et al., (2012) esta maior
tolerancia entre Gram positivos ndo € percebida. Comparando o efeito de
nanoAg sobre S. aureus, E. coli e P. aeruginosa, através da difusdo em agar,
descrevem halos maiores para S. aureus em comparagédo com os halos obtidos
para 0s micro-organismos Gram negativos testados. Ja Kong and Jang (2008)

descrevem equivaléncia de efeito sobre E. coli e S. aureus.

Para o 5° lote IFSC foram comparadas a CIM50 e CIM90 para
micro-organismos sensiveis (h= 36) e MR (n=54) (Grafico 4). Também para
este lote os resultados mostraram equivaléncia entre 0s dois grupos.
Permitindo concluir que o0s mecanismos de resisténcia antimicrobiana
presentes ndo influenciaram o efeito inibitério dos ions Ag®. Baseado nos
valores de MIC90, pudemos definir nanoAg citrato e nanoAg quitosana como
de maior poténcia (6,75 ug/ml). Seguidas de sulfadiazina de Ag (27 pg/ml) e
nanoAg PVA (54 upg/ml). Para nanoAg Sigma 60 nm néo foi possivel
estabelecer a CIM50 e CIM90 pois os resultados obtidos ficaram acima da

concentragdo maxima avaliada (CIM > 10 ug/ml).

Como complemento, o Grafico 5 trouxe a distribuicdo
acumulada das CIM para as populagbes sensiveis e MR. Demonstrando a

superposicao dos resultados para ambos os grupos.
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O mesmo aconteceu com os isolados de Candida spp. com
CIM mais baixas para nanoAg citrato e quitosana e elevadas para a NanoAg
comercial Sigma 60 nm. Chamou atencdo também a menor dispersao de

resultados entre a populacéo de Candida spp. estudada.

Alguns trabalhos ja demonstraram efeito antifGngico de nanoAg
em concentragfes ainda mais baixas, chegando a 0,21 ug/ml para Candida
spp. (Panaceka et al., 2009), MIC 80 de 1 a 7 ug/ml para T. mentagrophytes e
Candida spp.. Inclusive com efeito comparavel ao efeito obtido com anfotericina
B (MIC80 1 a 5 ug/ml) e superior ao fluconazol (MIC80 10 a 30 ug/ml) (Kim et

al., 2008).

O efeito inibitorio sobre fungos baseia-se na ligagdo de nanoAg
a fracao de enxofre de proteinas de membrana, como consequéncia, causando
lesbes e depletando os niveis de ATP intracelulares (Kim et al., 2009; Zheng et
al., 2008). Outro mecanismo de ac¢do é a ligacdo com DNA, comprometendo a
multiplicacéo celular (Damm et al., 2008). Kim et al. (2009) demonstraram por
microscopia de transmissao a formacao de “lesdes” na superficie da membrana

celular que evoluiram mais tarde para poros e morte celular.

A auséncia de associacdo entre mecanismos de resisténcia
antimicrobiana e efeito de nanoAg ja foi avaliada. Estudos indicam que o modo
de acao de nanoAg difere do modo de ag&o antimicrobiana, onde existem alvos
que dependem de especificidade nas reacfes e participacdo de sitios

farmacoforicos (Ayala-Nufiez et al., 2009). Os ifons Ag® ligam-se a grupos
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sulfidrila levando a desnaturacdo proteica. Complexam-se com grupos
doadores de elétrons normalmente presentes em fragmentos tiol ou fosfato de
aminoacidos e &cidos nucleicos e ativam a producdo de radicais livres

(Chaloupka et al., 2010; Morones et al. 2005).

Embora os achados estejam em concordancia com a literatura,
vale ressaltar que a maior parte destes estudos utilizou casuisticas com

limitado numero de isolados (Tabela 2).

Além disso, os critérios para classificacdo do que é MR variam
de acordo com a época em que o trabalho foi realizado e com 0s mecanismos
de resisténcia considerados. Dependem também dos critérios adotados pelos
autores para classificarem com MR ou nao-MR. Prabakara et al., (2013)
estudaram trés isolados clinicos obtidos de pacientes em UTI e definiram como
MR a resisténcia as quinolonas, cefalosporinas, penicilinas e aminoglicosideos
para Acinetobacter sp.; resisténcia as cefalosporinas e fluoroquinolonas para K.
pneumoniae e as fluoroquinolonas, cefalosporinas, gentamicina e tobramicina
para P. aeruginosa. Considerando a recomendacdo de pelo menos 3
mecanismos de resisténcia adquiridos para se classificar um MR (Schwarz et
al., 2010), o critério de cefalosporinas e fluoroquinolonas adotado ndo definiria

K. pneumoniae como MR.

Na tentativa de aproveitar o efeito da Ag® em tratamento
antimicrobiano convencional buscando possiveis sinergias, De Souza et al.

(2006) estudaram o efeito inibitério de 19 antibidticos isoladamente e
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combinados com nanoAg (15 nm). Encontraram efeito aditivo entre nanoAg e
amoxicilina ou clindamicina frente a alguns géneros bacterianos MR.
Entretanto, evidenciaram efeito antagbnico quando associados nanoAg e
amoxicilina para S. aureus MRSA. Dentre 96 testes, cinco apresentaram efeito
sinérgico, 89 com efeito aditivo e dois com antagonismo. Ja, Gajbhiye et al.
(2009), estudaram fungos, demonstraram aumento no efeito de fluconazol

quando associado a nanoAg frente a Candida albicans e outras leveduras.

Embora os mecanismos de resisténcia antimicrobiana nédo
afetem a acdo das nanoAg, Pirnay et al. (2003) e Humberto et al. (2010),
destacam a questdo da resisténcia aos biocidas. Durante trés semanas foi
induzida a resisténcia a nanoAg com mudltiplos repiques em um isolado de S.
aureus MRSA, S. aureus MSSA, P. aeruginosa MR e E. coli O157H7 ampicilina
resistente. O aspecto macroscoépico das colbnias resistentes a nanoAg tornou-
se diferente. Apresentavam um brilho metalico quando cresciam em meio
contendo nanoAg, indicando a habilidade de incorporar a prata do substrato e
acumula-la bloqueando seu efeito. Apds subcultivo em meio livre de nanoAg o
fenotipo de resisténcia deixou de existir. llustrando o poder de reversédo da
mutacdo que controla a resisténcia a Ag®, principalmente quando interfere na

saude celular - fitness costs (Chopra 2007).

A razdo entre CBM/CIM define a capacidade
bactericida/fungicida de um composto (Ayala-Nufiez et al., 2009). Os resultados
de CBM comprovaram a natureza do efeito de morte microbiana

(bactericida/fungicida) e ndo apenas inibitério para algumas nanoAg testadas
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com valores de correlacdo préximo ou igual a 1 (Gréafico 6). Semelhante ao
descrito por outros autores, tanto em Gram positivos, quanto em Gram
negativos e leveduras (Humberto et al., 2010). O mesmo quando se avalia
micro-organismos sensiveis e MR (Grafico 7). No presente estudo, NanoAg
citrato frente A. baumannii MR foi a excecédo deste comportamento, com
combinacdo que apresentou maior efeito bacteriostatico, conforme ilustra o

Anexo C, Figura 9.

Idealmente deve-se priorizar 0 uso de drogas com efeito
bactericida no tratamento de infeccbes graves. A morte microbiana, e nao
somente inibicdo, deve resultar em uma evolucdo mais segura, reduzindo o
surgimento de isolados resistentes ou a disseminacéo da infeccdo. Quando os
patdogenos sdo mortos e ndo somente inibidos o surgimento de resisténcia em

decorréncia da presséo seletiva é eliminada (Frinberg et al., 2004).

As Figuras 11 e 12 trazem o comportamento do tempo de
morte microbiana para S. aureus MRSA (MO1) e em paralelo S. aureus MSSA
(MSSA3), além de K. pneumoniae MR KPC+ (K3) e E. aerogenes sensivel aos
antimicrobianos (ENB3). Os testes foram desenhados para que o crescimento
microbiano fosse acompanhado nos tempos 0 (T0), T3, T6, T12 e T24, sob
concentracdo de 1 x a CIM do micro-organismo (Giamarellos-Bourboulis et al.

1997).

Com o objetivo de acompanhar o efeito inibitdrio causado pelo

enriquecimento com sangue de carneiro, o tempo de morte para o isolado S.
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aureus MRSA (MO1) foi analisado em paralelo com MHB Il sangue. A curva
com sangue mostrou uma rapida multiplicacdo microbiana, igualando-se a
curva do controle em algumas horas. Este efeito foi observado para todos os
compostos de prata avaliados. Foi possivel avaliar a viabilidade microbiana
apos o tratamento e determinar o tempo minimo necessario para que se
alcance efeito inibitorio ou bactericida. A queda mais expressiva ho numero de
ufc no menor periodo de tempo aconteceu com quitosana frente S. aureus
MSSA3 (4 diluigbes) e S. aureus MRSA (3 diluicdes). Entretanto, o isolado
resistente retomou a multiplicacdo ao final de 24 horas enquanto o sensivel
permaneceu em baixas contagens. Para o representante Gram negativo a
maior reducéo foi observada para quitosana tanto com K. pneumoniae MR (4
diluicdes) quanto com o isolado sensivel (4 diluicdes). Ambos permaneceram
em 10" ufc/ml ao final de 24 horas. A NanoAg PVA apresentou a curva com

menor inibicdo para ambos os isolados (MR e sensivel).

A inibicdo de biofilme revelada com uso de solugéao de violeta
genciana demonstrou quanto da biomassa foi removida ou permaneceu apos
exposi¢do a nanoAg ao final de um dado tempo. Foi possivel observar efeitos
inibitérios proximos a 100% com as nanoAg citrato e nanoAg quitosana (1mM)
frente aos isolados de A. baumannii sensiveis e efeito de descolamento do
biofilme de 35 a 89% e 52 a 72%, respectivamente (Kalishwaralal et al. 2010).
Excecéo feita ao isolado A. baumannii AS5, para nanoAg PVA (Gréfico 8 e

Grafico 9).



74

Considerando que a concentracado final de nanoAg citrato e
quitosana ficou acima da CIM no experimento inicial, foram realizados novos
testes com as nanoAg diluidas para concentracbes subinibitérias que
reduzissem a interferéncia sobre a multiplicacdo celular. Apos diluicdo para a
concentracdo final de 0,27 pg/ml, apenas nanoAg Citrato e nitrato de Ag
mantiveram o potencial de inibicdo com 16 a 18 horas de incubagédo, em torno
de 70% e 50% respectivamente para A. baumannii sensivel (AS1), e 30% de
descolamento do biofilme com nanoAg citrato contra A.baumannii (AS4) apés 2

horas.

Embora existam evidéncias quanto aos mecanismos de acgéo
de lesédo celular, pouco se sabe sobre os mecanismos de descolamento e
inibicdo de biofilme. Suspeita-se que seja resultado da penetracdo da Ag
através dos canais de agua do biofilme (poros) responsaveis pela nutricdo da
biomassa. Monteiro et al. (2011), em experimento semelhante, avaliaram o
efeito de nanoAg citrato com tamanho médio de 5 nm, frente C. albicans (n= 2)
e C. glabrata (n=2) sobre biofilme pré-formado com apenas 2 horas de
incubacéo, e sobre o biofilme maduro, com 48 horas. Apds estes intervalos foi
aplicada a nanoAg por um periodo de 24 horas a 37°C e as células aderidas
foram quantificadas. Verificaram que as nanoAg foram mais ativas na reducéo
da biomassa de C. glabrata quando aplicada as ceélulas aderidas (2h) que
sobre biofilme maduro pré-formado. Coincidindo com Chandra et al. (2001),
que atribuiu este efeito da maior resisténcia do biofiime maduro a maior
presenca de matriz extracelular. Além disso, as células jovens ainda se

apresentam em um estado metabdlico mais ativo e por consequéncia mais
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expostas aos efeitos deletérios da nanoAG. Outra razdo seria a conversao
estrutural entre formas leveduriformes para a formacédo de pseudo-hifas no
biofilme maduro (Seneviratne, 2009). Ou ainda, que a matriz extracelular possa
adsorver os ions Ag" reduzindo sua ac&o deletéria sobre as células (Harrison et

al., 2006).

Kalishwaralal et al. (2010), demonstraram que nanoAg
biossintezadas com Bacillus licheniformis foram capazes de inibir também a
producdo de biofilme. Ou seja, uma acdo especifica anti-producédo de
exopolissacarideos. Feng et al. (2000) demonstraram o efeito contra biofilme
de nanoAg alcancado através da inibicAio da sintese da matriz

exopolissacaridica em P. aeruginosa.

Estes efeitos de descolamento e inibicdo poderiam ser mais
bem explorados como forma de potencializar tratamentos clinicos, uma vez que
a persisténcia de biofilme apesenta-se como forma de resisténcia ao

tratamento antimicrobiano (Mah e O’Toole, 2001).

A nanotecnologia vem abrindo grandes possibilidades,
permitindo novas solu¢des para antigos recursos. Foi possivel verificar a
equivaléncia dos resultados para micro-organismos MR e sensiveis aos
antimicrobianos com CIM50 e CIM90 idénticas para os dois grupos e melhor
efeito inibitorio para nanoAg citrato e quitosana. Combinado aos resultados de
CBM permitiu descrever a caracteristica bactericida das formulagbes, com

excecdo da nanoAg citrato, com correlacdo CBM/CIM de 4 a 8 frente aos
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isolados de A. baumannii MR. E descrever a curva do tempo de morte para
isolados. Mais uma vez, nanoAg citrato e nanoAg PVA (1mM) apresentaram
maior capacidade inibidora de biofilme, préximo a 100%, e de descolamento do
biofilme, com 35 a 89% e 52 a 72%, respectivamente. Com base nestes
resultados novos estudos deveriam ser desenvolvidos buscando aplicacfes

praticas para as nanoAg com melhores caracteristicas.



7

7 CONCLUSOES
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Efeito inibitorio avaliado por método de difusdo (agar well
diffusioni) equivalente também entre gram negativos, gram positivos e

leveduras.

o Melhor efeito inibitorio para nanoAg citrato e
quitosana.baseado em CIM50 e CIM90, agindo de igual maneira sobre

populacao de micro-organismos MR e sensiveis aos antimicrobianos.

o nanoAg citrato apresentou maior capacidade inibidora

de biofilme.

. Correlacdo entre CBM e CIM caracterizou efeito
bactericida sobre A. baumannii. Excec¢éo feita a um unico isolado, que sofreu

efeito bacteriostatico.

o A NanoAg comercial (Sigma, 60 nm) apresentou

resultados inferiores ao de nanoAg Citrato, Quitosana, PVA e nitrato de prata.

o As curvas do tempo de morte ilustraram a dinamica de
inibicdo dos compostos de prata e a interferéncia de sangue nos testes in vitro.
As curvas para micro-organismos sensiveis e resistentes apresentaram-se

semelhantes.

. A partir dos testes de inibicdo de biofilme foi possivel
concluir a maior eficacia para nanoAg Citrato e Quitosana, seguido por nitrato

de prata e baixo efeito para sulfadiazina de prata, PVA e nanoAg Sigma 60
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8 ANEXO
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ANEXO A-

Tabela 4 - Micro-organismos utilizados na avaliagdo comparativa das
diferentes nanoAg sintetizadas

A. baumannii MR (12°) A. baumannii Sensivel (5)

ID®  descrigdo do isolado® ID descrigdo do isolado

Al LIM 61 - oxa23, oxal4d3, CLONE A12 AS1 ALERTA 55715

A2 LIM 65 - oxa23, oxald3, CLONEA1 AS2 ALERTA 55923

A3 LIM 69 - oxa23, oxald3, CLONE Al AS3 ALERTA 55951

A4 LIM 73 - oxa23, oxal43, CLONE C2 AS4 ALERTA 55987

A5 LIM 76 - oxa23, oxal4d3, CLONE Al AS5 ALERTA 55991

A6 LIM 77 - oxa23, CLONE Al

A7 LIM 35- o0xal43, CLONE A7

A8 LIM 38 - 0xal43, CLONE A6

A9 LIM 36- oxal4d3

A10 LIM 57-o0xal43, CLONEA3

A1l LIM 30-imp, oxal43, CLONEF

MO12 LIMA.baumannnii polimixina R

Enterococcus sp. Vancomicina Resistente (8) Enterococcus sp. Vancomicina Sensivel (6)

Vi Lim 707 VSE1  ALERTA 56417

V2 LIM 709 VSE2  ALERTA 56422

V3 LIM 710 VSE3  ALERTA 56423

\Z: LM 711 VSE4  ALERTA 56446

V5 LM 713 VSE5  ALERTA 56521

V6 LM 714 VSE6  ALERTA 56445

V7 LIM 715

V8 LIM 716

Enterobactérias Carbapenem Resistente (12) Enterobactérias Carbapenem Sensivel (9)

K1 LIM 1133 K. pneumoniae KPC ENB1  LIM 55E. aerogenes

K2 LIM 1134 K. pneumoniae KPC ENB2 LIM 45E. aerogenes

K3 LIM 1135K. pneumoniae KPC ENB3  LIM 40E. aerogenes

K4 LIM 1136 K. pneumoniae KPC ENB4 LIM 32E. aerogenes

K5 LIM 1137 K. pneumoniae KPC ENB5 LIM 65E. aerogenes

K6 LIM 1138 K. pneumoniae KPC ENB6 LIM 67E. aerogenes

K7 LIM 1139 K. pneumoniae KPC ENB7 LIM 69E. aerogenes

K9 LIM 1141 K. pneumoniae KPC ENB8 LIM 72E. aerogenes

K14 LIM 777 K. pneumoniae KPC ENB9 LIM 73E. aerogenes

MO13 LIM K. pneumoniae KPC
MO8 LIM E. aerogenes KPC
MO10 LIM S. marcescens KPC

(continua)
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(conclusdo)

P. aeruginosa Carbapenem Resistente (5)

P. aeruginosa Carbapenem Sensivel (8)

P1
P2
P3
P4
PS5

LIM
LIM
LIM
LIM
LIM

23VIM, CLONEB
28 GES, CLONE A5
29 GES,CLONE A5
30 GES, CLONE A5
81VIM, CLONED

PS1
PS2
PS3
PS4
PS5
PS6
PS7
MO18

LIM
LIM
LIM
LIM
LIM

1381
1380
1368
1376
1360

INCQS 0091 /ATCC 25003
INCQS 0230 /ATCC 9027
ATCC 27853

S. aureus Oxacilina Resistente (15)

S.aureus Oxacilina Sensivel (8)

S1
S2
S3
S4
S5
S6
S7
S8
MO1
MO2
MO3
MO4
MO5
MO6
MO7

LM
LIM
LIM
LIM
LIM
LIM
LIM
LIM
LM
LIM
LM
LIM
LM
LIM
LIM

AMB coA+/mecA+, tipo Ill (Z), CLONE A10a
KAREN coA+/mecA+, tipo Il (Z), CLONE A

721 coA+/mecA+, tipo Il (Z), CLONE A10b
98l-B coA+/mecA+, tipo IVa (Z), CLONE A6a
P14NA coA+/mecA+, tipo | (Z), CLONE A8a
P31N2 coA+/mecA+, tipo v (ion torrent), CLONE A3
P39NC coA+/mecA+, tipo | (Z), CLONE A6
P39N-2B coA+/mecA+, tipo | (Z), CLONE A8b
SCCmec | (NCTC)

SCCmec I N315

SCCmec 11 85/2082

SCCmecIVa 1698

SCCmec IVb 1978

SCCmec IVc MR108

SCCmec ?? 85/4547

Stenotrophomonas maltophilia Sulfametoxazol Resistente (2)

MO9 LIMS. matophilia Levo R 27
MO11 LIMS. matophilia Sul 1 e Sul 2

MSSA1
MSSA2
MSSA3
MSSA4
MSSAS
MSSA6
MO16
MO17
39

LIM
LIM
LIM
LIM
LIM
LIM

241
815
435
501
4241
384

ATCCSS. epidermidis INCQS 198
ATCCS. aureus 29213
INCQS 0039 /ATCC 6538

Candida albicans (11)

Candida tropicalis (5)

CA1 LM
CA2 UM
CA3 LM
CA4 LM
CAS LM
CA6 LM
CA7 LM
CA8 LM
CAS LM
CA10 LIM

52 hemocultura
42 hemocultura
47 hemocultura
21 hemocultura
23 hemocultura
24 hemocultura
16 hemocultura
48 hemocultura
50 hemocultura
69hemocultura

MO15 INCQS 40175 / ATCC 14053
40277 INCQS 40277 / ATCC 90028

CT1
CT2
CT3
CT4
CT5

LIM
LIM
LIM
LIM
LIM

43 hemocultura
45 hemocultura
49 hemocultura
64 hemocultura
69 hemocultura

Candida parapsilosis (1)

MO14
40304

INCQS 40280/ ATCC 90018
INCQS 40304 / ATCC 96139

Legenda: * Niimero de amostras testadas

® |dentificacdo da cepa ao longo do estudo

¢ Descri¢do do isolado no banco de cepas
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Tabela 5 — Primers utilizados na caracterizagao prévia dos isolados clinicos de
Stenotrophomonas maltophilia MR e Enterococcus spp. utilizados
neste estudo

Mecanismo de

resisténcia genes primers Referéncia
F-GACGGTGTTCGGCATTCT
o sull R-TTTGAAGGTTCGACAGC
Resisténcia ao Gene Bank
sulfametoxazol/ n°
trimetoprim F:GCAGGCGCGTAAGCTGA3' AJ313522
sul 2 (Barbolla et
R:GGCTCGTGTGTGCGGATG3’ al, 2004)
fluoroquinolona  multiplex  R:TGCCAGGCACAGATCTTGACS’
van Al F-5-GCTGCGATATTCAAAGCTCA3Z’
Resisténcia 4 van A2 R-5'-CAGTACAATGCGGCCGTTAZ3’ (Petrich
vancomicina van B1 F-5’ATGGGAAGCCGATAGTCTC3’  etal. 1999)

van B3

R-5’GTTACGCCAAAGGACGAACT
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Tabela 6 — Primers utilizados na caracterizagao prévia dos isolados clinicos de
Enterobacterias MR utilizadas neste estudo

Tamanho
Mecanismo de Gene Seqliéncia de oligonucleotideos do Referéncia
resisténcia iniciadores (5'- 3") Amplicon
(pb)
Carbapenemase GAATAGAATGGCTTAACTCTC Mendes et al.,
MBL blajyp CCAAACCACTAGGTTATC 188 2007
Carbapenemase GTTTGGTCGCATATCGCAAC Mendes et al.,
MBL blaym AATGCGCAGCACCAGGATAG 382 2007
Carbapenemase TCGACACACCTTGGTCTGAA Mendes et al.,
MBL blagiu-1 AACTTCCAACTTTGCCATGC 477 2007
Carbapenemase GTACAAGGGATTCGGCATCG Mendes et al.,
MBL blagy.1 TGGCCTGTTCCCATGTGTGAG 569 2007
Carbapenemase CTA AATCGAGAGCCCTGCTTG Mendes et al.,
MBL blaspy CCT TTTCCGCGACCTTGATC 798 2007
Carbapenemase GGCGGAATGGCTCATCACGA Chenetal.,
MBL Blanpwm CGCAACACAGCCTGACTTTC 287 2011
Carbapenemase ATGCGCTTCATTCACGCAC
Classe A blages CTATTTGTCCGTGCTCAGG 846 Kim et al., 2007
Carbapenemase ATGTCACTGTATCGCCGTCT Bradford et al.,
Classe A blayec TTTTCAGAGCCTTACYGCCC 893 2004
TAATGCTTTGATCGGCCTTG
Carbapenemase Woodford et al.,
Oxacilinase blaggs, | COATTGCACTTCATCTTGG 353 2006
GATCGGATTGGAGAACCAGA
Carbapenemase Woodford et al.,
Oxacilinase blaoya.o3 ATTTCTGACCGCATTTCCAT 501 2006
GGTTAGTTGGCCCCCTTAAA
Carbapenemase Woodford et al.,
Oxacilinase blaggze  HCTTCAGCGAAAAGGGGATT 246 2006
AAGTATTGGGGCTTGTGCTG
Carbapenemase Woodford et al.,
Oxacilinase blaggss  CCCCTCTGCGCTCTACATAC 599 2006
AGTTAACTTTCAATAATTG .
Carbapenemase Higgins et al.,
Oxacilinase blaoa.143 TTGGAAAATTATATAATCCC 149 2009
GCATCCTCGGTTTTC TGG Shibata et al
- bla,,  GCT GTG GCG GGC TTC GTG 457 2003
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG
Mendes et al.,
- 16S ACGGCTACCTTGTTACGACTT 1499 2007
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Tabela 15 - Comparativo da CIM (em ug/ml) entre 1°, 2° e 3° lotes de nanoAg
da IFSC frente a S. aureus ATCC 29213 e P. aeruginosa ATCC
27853 em MHB Il

S. aureus P. aeruginosa

ATCC 29213 ATCC 27853
IFSC 1° Lote MHB (ug/ml) MHB (ug/ml)
Citrato > 54 > 54
Quitosana 13,5 13,5
PVA > 54 > 54
IFSC 2° Lote
Citrato 13,5 3.4
Quitosana 27 27
PVA 27 27
IFSC 3° Lote
Citrato 1,7 1,7
Quitosana 6,7 13,5

PVA 6,7 6,7
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Tabelal6 - Comparativo das CIM (em pg/ml) obtidas com o 1°, 2° e 3° lote
produzidos no IPT utilizando MHB Il e MHB Il com 1,25% e sangue
frente a diferentes micro-organismos ATCC e INCQS

S. aureus P. aeruginosa S. epidermidis C. albicans C. parapsilosis
ATCC 29213 ATCC 27853 INCQS 198 INCQS 40175 INCQS 40280
IPT 1° lote MHB MH-SG MHB MH-SG MHB MH-SG MHB MH-SG MHB MH-SG
20", 85°C,pH8,0 34 >54 1,7 >54
30°,85°C,pH8,0 34 >54 1,7 >54
30°,85°C,pH8,0 34 >54 1,7 >54
40’,85°C,pH8,0 34 >54 1,7 >54
40’,85°C,pH8,0 34 >54 1,7 >54
3,25°C,pH8,0 >54 >54 135 >54
3,25°C,pH8,0 135 >54 6,7 >54
IPT 2° lote MHB MH-SG MHB MH-SG MHB MH-SG MHB MH-SG MHB MH-SG
25’,85°C,pH 8,0 135 >54 34 >54
50’, 85°C,pH8,0 27 >54 135 >54
20,90°C,pH8,0 27 >54 6,7 >54
50, 90°C,pH 8,0 >54 >54 >54  >54
20,95°C,pH80 27 >54 135 >54
50’, 95°C,pH 8,0 >54 >54 >54 >54
IPT 3°lote MHB MH-SG MHB MH-SG MHB MH-SG MHB MH-SG MHB MH-SG
10, 90°C,pH 9,0 -* - - - - - - - - -
20’,90°C, pH 9,0 13,5 27 6,7 13,5 135 27 6,7 13,5 6,7 6,7
40’,90°C,pH 9,0 >27 >27 > 27 >27 27 >27 3.4 34 135 135
60’, 90°C,pH 9,0 >27 >27 > 27 >27 >27 >27 34 3.4 13,5 135
10, 90°C,pH 7,0 6,7 6,7 34 27 34 34 3.4 6,7 6,7 6,7
20’,90°C,pH 7,0 6,7 6,7 34 135 34 34 3.4 6,7 6,7 27
40’,90°C,pH 7,0 6,7 6,7 34 135 34 34 3.4 3.4 6,7 6,7
60’, 90°C, pH 7,0 13,5 6,7 34 27 6,7 13,5 6,7 6,7 6,7 27
90’, 90°C,pH 7,0 27 27 13,5 135 135 135 6,7 13,5 135 135

*NanoAg 10min 90°C, pH9,0 — material acidentado, ndo foi possivel avaliar a CIM.
Valores expressos em pg/ml.
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Tabela 17 — Resultados de CIM (em ug/ml) para o 4° lote de nanoAg IFSC e

IPT, frente a diversos micro-organismos Gram positivos, negativos

e leveduras.

IFSC IPT
o S S o
N~ N~ N~ -%
_ _ 506 9850 © =4
Micro-organismos o B S 5 B G B G E
= o)) o o) =
o 8 Be88232 86
g £ 4 X®EXEESeE 09
= 5 > 50 soo ow
(@) @4 o ©O0OON~NOTO < C
S. aureus MRSA SCC mec | 6,7 13,5 27 27 6,7 27 6,7
S. aureus MRSA SCC mec |l 6,7 13,5 13,5 13,5 6,7 27 6,7
S. aureus MRSA SCC mec Il 6,7 6,7 27 13,5 6,7 27 6,7
S. aureus MRSA SCC mec IVa 6,7 13,5 27 27 6,7 27 6,7
S. aureus MRSA SCC mec IVb 6,7 6,7 27 27 6,7 27 6,7
S. aureus MRSA SCC mec IVc 6,7 13,5 27 13,5 6,7 27 6,7
S. aureus MRSA 6,7 13,5 27 27 6,7 27 6,7
S.aureus MRSA (S1) 27 6,7 >54 >54 6,7 >54 13,5
S.aureus MRSA (S2) >54 6,7 >54 >54 13,5 >54 13,5
S.aureus MRSA (S3) >54 6.7 >54 >54 13,5 >54 13,5
S.aureus MRSA (S4) 27 13,5 >54 >54 6,7 >54 13,5
S.aureus MRSA (S5) 27 6,7 27 27 6,7 >54 13,5
S. aureus ATCC 29213 6,7 13,5 >54 27 6,7 27 13,5
S. epidermidis INCQS 198 6,7 0,4 13,5 13,5 3.4 27 6,7
S. maltophilia Levo R 34 13,5 6,7 13,5 3.4 13,5 34
S. maltophilia Sulfa R 3,4 13,5 3,4 13,5 3,4 13,5 3,4
A. baumannii MR (A1) >54 >54 >54 27 13,5 >54 13,5
A. baumannii MR (A2) 27 27 >54 27 6,7 >54 13,5
A. baumannii MR (A3) 13,5 27 >54 13,5 6,7 >54 6,7
A. baumannii MR (A4) 13,5 27 >54 13,5 6,7 >54 6,7
A. baumannii MR (A5) 13,5 13,5 >54 13,5 3,4 >54 3,4
A. baumannii Polimixina R 3,4 13,5 6,7 13,5 3.4 13,5 6,7
Enterobactéria MR (K1) 27 13,5 >54 27 6,7 >54 13,5
Enterobactéria MR (K2) >54 27 >54 >54 >54 >54 >54
Enterobactéria MR (K3) >54 27 27 >54 13,5 >54 13,5
Enterobactéria MR (K4) >54 >54 >54 >54 13,5 >54 27
Enterobactéria MR (K5) >54 27 >54 >54 6,7 >54 13,5
K. pneumoniae KPC 6,7 >54 >54 27 6,7 27 6,7
S. marcescens KPC 6,7 27 >54 >54 6,7 27 6,7
E. aerogenes KPC 6,7 13,5 >54 27 6,7 27 6,7
P. aeruginosa MR (P1) 13,5 13,5 >54 13,5 6,7 >54 6,7
P. aeruginosa MR (P2) >54 >54 >54 >54 13,5 >54 13,5
P. aeruginosa MR (P3) >54 >54 >54 >54 13,5 >54 27
P. aeruginosa MR (P4) 27 >54 27 >54 6,7 >54 13,5
P. aeruginosa MR (P5) 27 >54 13,5 27 6,7 >54 13,5
P. aeruginosa ATCC 27853 3,4 13,5 6,7 13,5 3,4 27 6,7
Enterococcus sp. VRE (V1) 27 13,5 27 27 6,7 >54 13,5
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IFSC IPT

o S S o
N~ N~ N~ -cos

I I I I
_ ) o058 ©o0ao ©o?¥
Micro-organismos o -2 s B .3 (cE
c O 50 5 O85 O=
© 02003 0% oc
o 0 LEVCE O O
ol e} WS WSS O O O

= < R R L= = R
= 3 > ogoSgoa o®
o 04 o ©OO~NOT O < C
Enterococcus sp. VRE (V2) 27 13,5 27 27 6,7 >54 13,5
Enterococcus sp. VRE (V3) >54 27 27 >54 6,7 >54 13,5
Enterococcus sp. VRE (V4) >54 13,5 27 >54 6,7 >54 13,5
Enterococcus sp. VRE (V5) >54 27 27 >54 13,5 >54 27
C. albicans (C1) 27 27 >54 >54 13,5 >54 13,5
C. albicans (C2) >54 27 >54 >54 13,5 >54 27
C. albicans (C3) 27 27 >54 >54 6,7 >54 13,5
C. albicans (C4) 13,5 27 >54 >54 6,7 >54 13,5
C. albicans (C5) 27 27 >54 >54 13,5 >54 13,5
C. tropicalis (T1) >54 27 >54 >54 13,5 >54 27
C. tropicalis (T2) 13,5 27 27 27 6,7 >54 13,5
C. tropicalis (T3) 27 27 >54 >54 13,5 >54 13,5
C. tropicalis (T4) >54 27 27 >54 13,5 >54 13,5
C. tropicalis (T5) 27 27 >54 >54 13,5 >54 13,5
C. albicans INCQS 40175 13,5 >54 >54 27 6,7 >54 27
C. parapsilosis ATCC 40280 13,5 6,7 >54 >54 13,5 27 13,5

*Valores expressos em ug/mil.



ANEXO C -

88

Tabela 18- Resultados de CIM (em pg/ml) para o 5° lote de nanoAg IFSC,
frente a diferentes micro-organismos sensiveis e MR, avaliados

em caldo MHB Il e MHB Il sangue 1,25%

. g < £
o - c
IFSC 5° Lote g £ < £ < g 5
O 04 o 0 o p (7]
MHB Mg; MHB MSHg' MHB Mgé MHB Mgé MHB Mgé MHB Mg;
A. baumannii MR (A1) >54 6,7 >54 6,7 3,4 >10
A. baumannii MR (A2) 3,4 6,7 27 6,7 3,4 >10
A. baumannii MR (A3) 34 27 67 135 135 27 6,7 >27 3,4 >27 >10 >10
A. baumannii MR (A4) 3,4 6,7 >54 13,5 3,4 >10
A. baumannii MR (A5) 3,4 1355 6,7 13,5 13,5 >54 6,7 >27 3,4 >27 >10 >10
A. baumannii MR (A6) 3,4 27 6,7 13,5 13,5 >54 6,7 >27 3,4 >27 >10 >10
A. baumannii MR (A7) 3,4 6,7 13,5 6,7 3,4 >10
A. baumannii MR (A8) 3,4 6,7 13,5 6,7 3,4 >10
A. baumannii MR (A9) 3,4 6,7 13,5 6,7 34 >10
A. baumannii MR (A10) 3,4 6,7 13,5 13,5 3,4 >10
A. baumannii MR (A11) 3,4 6,7 13,5 6,7 3,4 >10
A. baumannii MR (A12) 3,4 6,7 27 13,5 34 >10
A. baumannii S (AS1) 34 67 34 34 67 135 67 13,5 34 6,7 >10 >10
A. baumannii S (AS2) 1,6 27 16 27 67 >54 6,7 13,5 3,4 >27 >10 >10
A. baumannii S (AS3) 34 67 34 67 67 27 67 135 34 67 >10 >10
A. baumannii S (AS4) 3,4 27 3,4 >54 27 >54 6,7 13,5 3,4 >27 >10 >10
A. baumannii S (ASS5) 3,4 3,4 >54 6,7 3,4 >10
S. maltophilia (MO9) 1,6 13,5 6,7 >54 >54 >54 6,7 >27 3,4 >27 >10 >10
S. maltophilia (M0O11) 1,6 6,7 >54 6,7 6,7 >10
P. aeruginosa MR (P1) 3,4 135 6,7 135 27 >54 6,7 >27 16 >27 >10 >10
P. aeruginosa MR (P2) 3,4 6,7 13,5 13,5 3,4 >10
P. aeruginosa MR (P3) 3,4 6,7 13,5 13,5 3,4 >10
P. aeruginosa MR (P4) 34 135 6,7 13,5 13,5 >54 13,5 >27 6,7 13,5 >10 >10
P. aeruginosa MR (P5) 3,4 135 6,7 13,5 13,5 >54 6,7 >27 3,4 >27 >10 >10
P. aeruginosa S (PS1) 3,4 6,7 13,5 6,7 3,4 >10
P. aeruginosa S (PS2) 3,4 6,7 13,5 13,5 6,7 >10
P. aeruginosa S (PS3) 3,4 3,4 >54 13,5 6,7 >10
P. aeruginosa S (PS4) 1,6 6,7 34 6,7 135 27 34 >27 16 3,4 >10 >10
P. aeruginosa S (PS5) 1,6 6,7 13,5 6,7 3,4 >10
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) = g =
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@] n o] @] ©
IFSC 5° Lote g £ < £ T:B g 5
(&)} (o4 o N o Z n
MH- MH- MH- MH- MH- MH-
MHB Sg MHB Sg MHB Sg MHB Sg MHB Sg MHB Sg
P. aeruginosa S (PS6) 1,6 67 67 67 67 >4 67 >27 34 67 >10 >10
P. aeruginosa S (PS7) 1,6 3,4 6,7 13,5 6,7 >10
P. aeruginosa 27853 (MO18) 3,4 13,5 135 27 13,5 13,5 6,7 >27 34 6,7 >10 >10
Enterobacteria MR (K1) 6,7 6,7 >54 13,5 6,7 >10
Enterobacteria MR (K2) 6,7 6,7 >54 13,5 6,7 >10
Enterobacteria MR (K3) 6,7 27 6,7 13,5 13,5 >54 13,5 >27 6,7 >27 >10 >10
Enterobacteria MR (K4) 6,7 6,7 >54 13,5 6,7 >10
Enterobacteria MR (K5) 6,7 6,7 27 13,5 6,7 >10
Enterobacteria MR (K6) 6,7 6,7 27 13,5 6,7 >10
Enterobacteria MR (K7) 6,7 6,7 27 13,5 6,7 >10
Enterobacteria MR (K9) 6,7 6,7 >54 13,5 6,7 >10
Enterobacteria MR (K14) 6,7 6,7 >54 13,5 6,7 >10
Enterobacteria MR (MO13) 3,3 3,3 13,5 13,5 6,7 >10
Enterobacteria MR (MOS8 33 13,5 6,7 67 >54 >54 13,5 >27 3,4 >27 >10 >10
Enterobacteria MR (MO10) 33 54 6,7 13,5 >54 >54 13,5 >27 6,7 >27 >10 >10
Enterobacteria S (ENB1) 3,4 6,7 27 13,5 6,7 >10
Enterobacteria S (ENB2) 6,7 3,4 >54 13,5 13,5 >10
Enterobacteria S (ENB3) 34 1355 3,4 >54 13,5 >54 13,5 >27 3,4 >27 >10 >10
Enterobacteria S (ENB4) 6,7 3,4 27 13,5 6,7 >10
Enterobacteria S (ENBS5) 6,7 6,7 27 13,5 6,7 >10
Enterobacteria S (ENB6) 6,7 6,7 27 13,5 6,7 >10
Enterobacteria S (ENB7) 6,7 13,5 3,4 >54 13,5 >54 13,5 >27 6,7 >27 >10 >10
Enterobacteria S (ENBS) 3,4 13,5 3,4 >54 13,5 >54 13,5 >27 6,7 13,5 >10 >10
Enterobacteria S (ENB9) 3,4 3,4 >54 13,5 6,7 >10
S. aureus MRSA (51) 6,7 3,4 >54 13,5 13,5 >10
S. aureus MRSA (S2) 6,7 3,4 >54 >27 13,5 >10
S. aureus MRSA (S3) 6,7 3,4 >54 >27 13,5 >10
S. aureus MRSA (S4) 67 67 3,4 67 >54 >54 >27 >27 135 >27 >10 >10
S. aureus MRSA (S5) 6,7 3,4 >54 13,5 13,5 >10
S. aureus MRSA (S6) 6,7 3,4 >54 >27 13,5 >10
S. aureus MRSA (57) 6,7 3,4 >54 >27 13,5 >10
S. aureus MRSA (S8) 6,7 3,4 27 >27 13,5 >10
S. aureus MRSA (M0O1) 6,7 3,4 >54 >27 13,5 >10
S. aureus MRSA (M02) 6,7 >54 3,4 13,5 >54 >54 13,5 >27 13,5 >27 >10 >10
S. aureus MRSA (M03) 6,7 27 6,7 13,5 >54 >54 >27 >27 13,5 >27 >10 >10
S. aureus MRSA (M0O4) 6,7 6,7 >54 >27 13,5 >10
S. aureus MRSA (MO5) 6,7 6,7 >54 >27 13,5 >10
S. aureus MRSA (MO6) 13,5 6,7 >54 >27 13,5 >10
S. aureus MRSA (MO7) 13,5 6,7 >54 >27 13,5 >10
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S. aureus MSSA (MSSA1) 13,5 6,7 >54 >27 13,5 >10
S. aureus MSSA (MSSA2) 6,7 >54 6,7 13,5 >54 >54 >27 >27 13,5 >27 >10 >10
S. aureus MSSA (MSSA3) 6,7 13,5 6,7 13,5 >54 >54 >27 >27 135 >27 >10 >10
S. aureus MSSA (MSSA4) 6,7 6,7 >54 >27 13,5 >10
S. aureus MSSA (MSSA5) 6,7 >54 6,7 13,5 >54 >54 >27 >27 13,5 >27 >10 >10
S. aureus MSSA (MSSA6) 6,7 6,7 >54 >27 13,5 >10
S. aureus ATCC29213 (MO17) 13,5 3,4 >54 >27 13,5 >10
S. epidermidis 198 (MO16) 6,7 27 67 >54 27 >54 67 >27 67 >27 >10 >10
Enterococcus sp. VRE (V1) 6,7 6,7 >54 >27 13,5 >10
Enterococcus sp. VRE (V2) 6,7 6,7 >54 >27 13,5 >10
Enterococcus sp. VRE (V3) 6,7 6,7 >54 >27 13,5 >10
Enterococcus sp. VRE (V4) 6,7 6,7 >54 >27 13,5 >10
Enterococcus sp. VRE (V5) 6,7 6,7 27 >27 13,5 >10
Enterococcus sp. VRE (V6) 6,7 >54 3,4 13,5 >54 >54 >27 >27 6,7 >27 >10 >10
Enterococcus sp. VRE (V7) 6,7 >54 3,4 6,7 27 >54 >27 >27 6,7 >27 >10 >10
Enterococcus sp. VRE (V8) 6,7 >54 6,7 13,5 13,5 27 27 >27 135 >27 >10 >10
Enterococcus sp. VSE (VSE1) 6,7 6,7 27 >27 >27 >10
Enterococcus sp. VSE (VSE2) 6,7 6,7 >54 13,5 >27 >10
Enterococcus sp. VSE (VSE3) 13,5 >54 3,4 6,7 >54 >54 >27 27 27 >27 >10 >10
Enterococcus sp. VSE (VSE4) 6,7 >54 6,7 13,5 >54 >54 13,55 13,5 13,5 >27 >10 >10
Enterococcus sp. VSE (VSE5) 6,7 >54 6,7 13,5 >54 >54 13,5 >27 13,5 >27 >10 >10
Enterococcus sp. VSE (VSE6) 6,7 6,7 >54 13,5 13,5 >10
C. albicans (C1) 6,7 6,7 >54 13,5 13,5 >10
C. albicans (C2) 6,7 13,5 >54 13,5 13,5 >10
C. albicans (C3) 67 >54 6,7 6,7 >54 >54 13,5 >27 67 >27 >10 >10
C. albicans (C4) 6,7 >54 6,7 13,5 >54 >54 135 >27 6,7 >27 >10 >10
C. albicans (C5) 6,7 6,7 >54 13,5 13,5 >10
C. albicans (C6) 6,7 6,7 >54 13,5 6,7 >10
C. albicans (C7) 6,7 6,7 >54 13,5 13,5 >10
C. albicans (C8) 6,7 6,7 >54 6,7 13,5 >10
C. albicans (C9) 6,7 6,7 >54 13,5 13,5 >10
C. albicans (C10) 6,7 6,7 >54 13,5 13,5 5
C. albicans (MO15) 1,6 13,5 3,4 >54 6,7 13,5 3,4 >27 3,4 >27 >10 >10
C. tropicalis (T1) 6,7 6,7 >54 >27 13,5 >10
C. tropicalis (T2) 6,7 6,7 >54 >27 13,5 >10
C. tropicalis (T3) 6,7 >54 6,7 6,7 >54 >54 13,5 >27 13,5 >27 >10 >10
C. tropicalis (T4) 6,7 >54 3,4 6,7 27 >54 13,5 >27 13,5 >27 >10 >10
C. tropicalis (T5) 6,7 >54 6,7 6,7 >54 >54 13,5 >27 13,5 >27 >10 >10
C. parapsilosis (MO14) 34 135 16 6,7 27 >54 13,5 >27 13,5 >27 >10 >10

Valores expressos em mg/ml.
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Figura 8 — Comparativo entre CIM em MHIl e CIM em MH 1l Sg 1,25%, para o
5° lote de nanoAg IFSCar e controles, frente a isolados sensiveis,
MR e candidas
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Tabela 19. Determinacdo da CBM com 3° Lote de nanoAg IFSC e IPT contra
S. aureus ATCC 29213, P. aeruginosa ATCC 27853, S. epidermidis
INCQS 198, C. albicans INCQS 40175 e C. parapsilosis INCQS

40280
S. aureus P. S. C. albicans C.
ATCC aeruginosa epidermidis  INCQS parapsilosis
29213 ATCC 27853 INCQS 198 40175 INCQS 40280
3° lote IFSC
Citrato 27 1,7
Quitosana >54 13,5
PVA >54 13,5
3° Lote IPT
10min 900C, pH9,0 -* - - - -
20min 900C, pH9,0 6,7 > 27 13,5 > 27 27
40min 900C, pH9,0 > 27 > 27 >27 > 27 > 27
60min 900C, pH9,0 > 27 > 27 > 27 > 27 > 27
10min 900C, pH7,0 3,4 > 27 6,7 > 27 13,5
20min 900C, pH7,0 3,4 > 27 13,5 > 27 13,5
40min 900C, pH7,0 13,5 > 27 6,7 > 27 6,7
60min 900C, pH7,0 27 > 27 13,5 > 27 13,5
90min 900C, pH7,0 13,5 > 27 > 27 > 27 27

*NanoAg 10min 90°C, pH9,0 — material acidentado, néo foi possivel avaliar a CBM
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Tabela 20 — Resultados de CBM para o 4° lote de nanoAg IFSC e IPT, frente a
diversos micro-organismos sensiveis e MR.

IFSC IPT
- (@)]
Q. S o < © o <
N N g N N~ g %
Micro-organismos £0 525052 « <
© 8 e .8 8 c© <
c OS O0OEO0OZSOE N o
] o3 oc o oc ® ©
) 105} LE VYOS OV T @)
E 9 < [o0] E 0 O O E o O @ *c—d'
s 3 S gS5o8osow 3 0=
o (@4 O ©Oooc o< Cc O Z
S. aureus MRSA SCC mec | >54 135 >54 >54 135 >54 >54 >54 >54
S. aureus MRSA SCC mec Il 27 135 >54 >54 >54 >54 >54 >54 >54
S. aureus MRSA SCC mec lll >54 >54 >54 >54 >54 >54 >54 >54 >54
S. aureus MRSA SCC mec IVa >54 27 >54 >54 >54 >54 >54 >54 >54
S. aureus MRSA SCC mec Ivb >54 135 >54 >54 >54 >54 >54 >54 >54
S. aureus MRSA SCC mec Ivc 6,7 >54 27 >54 >54 >54 >54 >54 >54
S. aureus MRSA 27 27 >54 >54 >54 >54 >54 >54 >54
E. aerogenes KPC 6,7 135 >54 27 6,7 27 6,7 >54 135
S. maltophilia Levo R 6,7 27 27 27 6,7 27 6,7 >54 135
S. marcescens KPC 6,7 >4 >54 >54 >54 >54 135 >54 135
S. maltophilia Sulfa R 6,7 27 6,7 135 34 135 6,7 135 6,7
A. baumannii Polimixina R 6,7 27 >54 135 27 27 6,7 3,5 6,7
K. pneumoniae KPC 27 >54 >54 >54 >54 >54 >54 >54 135
C. parapsilosis ATCC 40280 >54 135 >54 >54 >54 >54 >54 >54 >54
C. albicans INCQS 40175 >64 >54 >54 >54 >54 >54 >54 >54 >54
S. epidermidis INCQS 198 >54 16 >54 >54 27 27 27 >54 >54
S. aureus ATCC 29213 >54 >54 >54 >54 >54 >54 >64 >54 >54
P. aeruginosa ATCC 27853 135 >54 >54 27 >54 27 6,7 >54 135
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Tabela 21 — Resultados de CBM para o 5° lote de nanoAg IFSC, frente a
diversos micro-organismos sensiveis e MR.

IFSC Controles
(@]

: O -

IFSC 5° Lote ° g £ o o P

c 2 < £ < s £

5 5 2 B8 Z »
MHB MHB MHB MHB MHB MHB
A. baumannii MR (A1) 13,5 6,7 >54 6,7 3,4 >10
A. baumannii MR (A2) 3,4 6,7 27 6,7 3,4 >10
A. baumannii MR (A3) 13,5 6,7 13,5 6,7 3,4 >10
A. baumannii MR (A4) 13,5 6,7 >54 13,5 3,4 >10
A. baumannii MR (A5) 13,5 6,7 13,5 6,7 3,4 >10
A. baumannii MR (A6) 13,5 6,7 13,5 6,7 3,4 >10
A. baumannii MR (A7) 27 6,7 27 13,5 13,5 >10
A. baumannii MR (A8) 27 27 13,5 13,5 13,5 >10
A. baumannii MR (A9) 27 6,7 13,5 6,7 3,4 >10
A. baumannii MR (A10) 3,4 6,7 13,5 13,5 3,4 >10
A. baumannii MR (A11) 13,5 6,7 27 6,7 3,4 >10
A. baumannii MR (A12) 3,4 6,7 27 13,5 3,4 >10
A. baumannii S (AS1) 3,4 6,7 13,5 6,7 3,4 >10
A. baumannii S (AS2) 3,4 1,6 13,5 13,5 3,4 >10
A. baumannii S (AS3) 3,4 3,4 13,5 6,7 3,4 >10
A. baumannii S (AS4) 3,4 3,4 27 6,7 3,4 >10
A. baumannii S (AS5) 3,4 6,7 >54 6,7 3,4 >10
S. maltophilia (MQ9) 13,5 6,7 >54 6,7 3,4 >10
S. maltophilia (MO11) 3,4 6,7 >54 6,7 6,7 >10
P. aeruginosa MR (P1) 3,4 13,5 >54 6,7 1,6 >10
P. aeruginosa MR (P2) 6,7 13,5 27 13,5 6,7 >10
P. aeruginosa MR (P3) 3,4 13,5 27 13,5 3,4 >10
P. aeruginosa MR (P4) 13,5 13,5 >54 13,5 >27 >10
P. aeruginosa MR (P5) 3,4 13,5 27 6,7 6,7 >10
P. aeruginosa S (PS1) 34 13,5 13,5 6,7 13,5 >10
P. aeruginosa S (PS2) 3,4 6,7 >54 13,5 13,5 >10
P. aeruginosa S (PS3) 1,6 3,4 >54 13,5 6,7 >10
P. aeruginosa S (PS4) 1,6 6,7 13,5 13,5 3,4 >10
P. aeruginosa S (PS5) 3,4 13,5 27 6,7 3,4 >10
P. aeruginosa S (PS6) 3,4 13,5 >54 13,5 3,4 >10
P. aeruginosa S (PS7) 3,4 13,5 13,5 13,5 6,7 >10
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o 2 E

g 5 g 3

IFSC 5° Lote I 3 5 o o ©

o 2 < S < o £

5 & 2 3¢ = »
MHB MHB MHB MHB MHB MHB
P. aeruginosa ATCC27853 (MO18) 6,7 13,5 >54 6,7 3,4 >10
Enterobacteria MR (K1) 6,7 6,7 >54 13,5 >27 >10
Enterobacteria MR (K2) 6,7 6,7 >54 13,5 6,7 >10
Enterobacteria MR (K3) 13,5 6,7 >54 13,5 6,7 >10
Enterobacteria MR (K4) 6,7 6,7 >54 13,5 6,7 >10
Enterobacteria MR (K5) 6,7 6,7 >54 13,5 6,7 >10
Enterobacteria MR (K6) 13,5 6,7 >54 13,5 6,7 >10
Enterobacteria MR (K7) 6,7 6,7 27 13,5 6,7 >10
Enterobacteria MR (K9) 6,7 6,7 >54 13,5 6,7 >10
Enterobacteria MR (K14) 27 13,5 >54 13,5 >27 >10
Enterobacteria MR (MO13) 3,3 3,3 13,5 13,5 >27 >10
Enterobacteria MR (MOS8) 13,5 6,7 >54 13,5 3,4 >10
Enterobacteria MR (MO10) 3,3 6,7 >54 13,5 6,7 >10
Enterobacteria S (ENB1) 3,4 6,7 27 13,5 6,7 >10
Enterobacteria S (ENB2) 6,7 6,7 >54 13,5 13,5 >10
Enterobacteria S (ENB3) 3,4 3,4 13,5 13,5 6,7 >10
Enterobacteria S (ENB4) 6,7 6,7 27 13,5 >27 >10
Enterobacteria S (ENB5) 6,7 6,7 27 >27 6,7 >10
Enterobacteria S (ENB6) 6,7 6,7 27 13,5 6,7 >10
Enterobacteria S (ENB7) 6,7 3,4 13,5 13,5 6,7 >10
Enterobacteria S (ENBS) 3,4 3,4 27 13,5 6,7 >10
Enterobacteria S (ENB9) 27 3,4 >54 13,5 6,7 >10
S. aureus MRSA (S1) 6,7 27 >54 13,5 >27 >10
S. aureus MRSA (S2) 13,5 6,7 >54 >27 >27 >10
S. aureus MRSA (S3) 13,5 3,4 >54 >27 >27 >10
S. aureus MRSA (S4) 13,5 3,4 >54 >27 >27 >10
S. aureus MRSA (S5) 13,5 34 >54 13,5 13,5 >10
S. aureus MRSA (S6) 13,5 27 >54 >27 13,5 >10
S. aureus MRSA (57) 13,5 3,4 >54 >27 13,5 >10
S. aureus MRSA (S8) 13,5 3,4 27 >27 13,5 >10
S. aureus MRSA (MO1) 27 27 >54 >27 13,5 >10
S. aureus MRSA (MO2) 13,5 3,4 >54 >27 13,5 >10
S. aureus MRSA (MO3) 13,5 6,7 >54 >27 13,5 >10
S. aureus MRSA (MOA4) 13,5 27 >54 >27 >27 >10
S. aureus MRSA (MO5) 13,5 27 >54 >27 13,5 >10
S. aureus MRSA (MO6) 27 6,7 >54 >27 13,5 >10
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o 2 E

g 5 g 3

IFSC 5° Lote I 3 5 o o ©

o 2 < S < o £

5 & 2 3¢ = »
MHB MHB MHB MHB MHB MHB
S. aureus MRSA (MO7) 13,5 6,7 >54 >27 13,5 >10
S. aureus MSSA (MSSA1) 27 27 >54 >27 13,5 >10
S. aureus MSSA (MSSA2) 13,5 6,7 >54 >27 13,5 >10
S. aureus MSSA (MSSA3) 13,5 6,7 >54 >27 13,5 >10
S. aureus MSSA (MSSA4) 13,5 >54 >54 >27 13,5 >10
S. aureus MSSA (MSSA5) 13,5 6,7 >54 >27 13,5 >10
S. aureus MSSA (MSSA®6) 13,5 6,7 >54 >27 13,5 >10
S. aureus ATCC29213 (M0O17) 27 6,7 >54 >27 >27 >10
S. epidermidis INCQS 198 (MO16) 6,7 6,7 27 13,5 6,7 >10
Enterococcus sp. VRE (V1) 27 27 >54 >27 13,5 >10
Enterococcus sp. VRE (V2) 27 6,7 >54 >27 13,5 >10
Enterococcus sp. VRE (V3) 27 6,7 >54 >27 13,5 >10
Enterococcus sp. VRE (V4) 27 13,5 >54 >27 13,5 >10
Enterococcus sp. VRE (V5) 27 13,5 >54 >27 13,5 >10
Enterococcus sp. VRE (V6) 13,5 13,5 >54 >27 13,5 >10
Enterococcus sp. VRE (V7) 27 6,7 >54 >27 13,5 >10
Enterococcus sp. VRE (V8) 27 6,7 13,5 >27 13,5 >10
Enterococcus sp. VSE (VSE1) 27 13,5 >54 >27 >27 >10
Enterococcus sp. VSE (VSE2) 6,7 13,5 >54 >27 >27 >10
Enterococcus sp. VSE (VSE3) 13,5 3,4 >54 >27 >27 >10
Enterococcus sp. VSE (VSE4) 6,7 6,7 >54 13,5 13,5 >10
Enterococcus sp. VSE (VSE5) 6,7 6,7 >54 13,5 13,5 >10
Enterococcus sp. VSE (VSE6) 6,7 6,7 >54 >27 >27 >10
C. albicans (C1) 6,7 6,7 >54 >27 13,5 >10
C. albicans (C2) 6,7 >54 >54 >27 13,5 >10
C. albicans (C3) >54 6,7 >54 >27 >27 >10
C. albicans (C4) >54 6,7 >54 >27 >27 >10
C. albicans (C5) 13,5 27 >54 >27 13,5 >10
C. albicans (C6) 27 6,7 >54 >27 13,5 >10
C. albicans (C7) 27 6,7 >54 >27 13,5 >10
C. albicans (C8) 13,5 6,7 >54 >27 13,5 >10
C. albicans (C9) 27 6,7 >54 >27 >27 >10

C. albicans (C10) 13,5 6,7 >54 >27 13,5 5
C. albicans (MO15) 6,7 3,4 13,5 6,7 3,4 >10
C. tropicalis (T1) 27 6,7 >54 >27 13,5 >10

C. tropicalis (T2) 13,5 6,7 >54 >27 13,5 >10
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IFSC Controles

3 o 2 E

: 3 g 8

IFSC 5° Lote o 3 S o o ©

© £ < 8 < © £

o} = e} [@)]

o & 3 a3 = o
MHB MHB MHB MHB MHB MHB

C. tropicalis (T3) 27 27 >54 >27 13,5 >10
C. tropicalis (T4) 13,5 3,4 >54 >27 13,5 >10
C. tropicalis (T5) 13,5 27 >54 >27 13,5 >10

C. parapsilosis (M014) 27 13,5 >54 >27 13,5 >10
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Citrato Quitosana PVA Sulfadiazina Ag Nitrato Ag Sigma 60 Sigma 10
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Figura 9 — Comparativo entre CIM e CBM em MHII para o 5° lote de nanoAg

IFSCar e controles, frente a 107 isolados sensiveis, MR e candidas
Legenda: verde — CIM, Vermelho — CBM
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Abstract (pubbication only)

In vitro acton of silver nanopartele: against multidrug-reastant microorgamsms

ED. Cavassm*, BLA. Olrvewra, LM. Henyden V. Zucolotto, LE.F. Figuemwedo, MM Seckler, 5.F. Costa (Sac
Paulo, BR)

Objectives: To evaluate the antibactenial effect of miver nanoparticleser synthesized under condiions vaned of
time, temperature, pH and reducing agent, agamst ATCC and chimeal multi-drog resistant (MDE)
mucroorganesms. Methods: 22 vanations of nanoparticles had been produced. We evaluated the achon of sibrer
nanoparticles on MDE microorgamsms through the measure of halos of mibition m mmlhmeters produced i
swface and depth with selid Mueller Himton Agar. Determimation of the mimmwm inhibitory concentration
(MIC) of silver nanoparticles by mmerodilution agzinst different ATCC strains and chmieal MDE 1solates were
performed. The followmg MDE mucrosrgamsms were evaluated: K preumomae harbonng EPC, P. asruginosa
e A baumarmn carbapenem resistant barbonng carbapenemase genes, VEE, MESA. With different PFGE
paterns. And veast 1solated from blood: C. albicans and C. tropicahs. Results: The evaluston of halos of
inhibition camied against P. sempmesa ATCC 27853 and 5. aureus ATCC 29213 had shown greater effect of
the formmlarizations with ethate (ManoAgS) agamst P. asrmuginosa, with halo of 10 mm in the test mn swface and
20 mm m the test in depth However, agamst MDE strams this NanoAg showed poor results. On the other hand
Manols? (produced under 8350C, pHT, 60 munutes) showed the best results, with MIC90 of 13,5
microgramas’ml. The MIC results are shown in Table 1, in microsrams'ml. Conclusion: The methods of
evalmation of the halo of inlibition of silver nanoparhcles presented low reprodubbihiy and greater difficuliy.
The evaluation of the MIC showed the best effect of panofg? syntethezed under 850C, pHT, 60 pumites. The
development of WanoAg with inlibating effect agamst MDFE. bactena associated with healtheare associated
infaction can be a use to treat these mfections m the future.

Takde 1. Minimum inhibitory concentration (MIC) MICS0 and MICSO for MOR organisma against different ManoAg

nanopamicles

A houmony K. poeameniod, | P SRETe SogpieuE | ERARORSRERER SRE- | O albinoms < frapknils

RIICED BUCOD | MMCSG MICSD | MICSO MIC30 (MICSE MICSD (MICED  MICSD  [MICSD MICIE |MICSE  MIC3D

Hanoagl 13,50 27,00 7 227 =27 =17 =27 27 =27 =27 =27 =27 =17 =17
Hanpigl 673 1350 13,5 =27 573 135 &75 135 | 673 13.5 135 13,5 | 135 155
MNarokgd w37 =27 =27 =37 =27 w23 =37 w23 w33 i w7 =27 =37 w33
Hanodgd 13,50 11,50 7 =27 135 13,5 13,5 135 | 135 27 135 7 13,5 17
HarcAzs 2700 =27 =Z7 =27 i7 =27 7 =27 27 =27 27 7 7 =27
Narohgd 700 =27 a7 3T 23T #23 BTy 675 1=3 ) 7 7 T T
HancAg? =27 =27 =7 =27 =27 =27 =27 =27 27 27 =27 =T 27 =27
Hlver
Syltaiazine 2700 =37 L =27 =T =27 =FT =27 =27 Ly =17 =ET =T =37
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