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EMERGÊNCIA E DISSEMINAÇÃO DA RESISTÊNCIA AOS ANTIMICROBIANOS



MECANISMOS  GENÉTICOS

DE  EMERGÊNCIA  E

DISSEMINAÇÃO  DA

RESISTÊNCIA

Aquisição de novos genes

Transferência Horizontal de Genes

Mudanças aleatórias em genes intrínsecos

Geração de mutações pontuais

- Modificação do local alvo

- Mudança nos níveis de expressão génica

- Enzimas modificadoras de antibiótico

- Enzimas modificadoras do local alvo

- Efluxo do antibiótico



Genes de resistência e sua mobilidade



Genes de resistência e sua mobilidade
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Lista de Patógenos 
Prioritários OMS

Mudanças aleatórias em 
genes intrínsecos
- Mutações espontâneas

Aquisição de novos 
genes (THG)
- Conjugação
- Transformação
- Transdução
- Vesículas de ME



Confirmação molecular de mecanismos 
de resistência

Avaliação 
fenotípica da 
sensibilidade aos 
ATMs

Confirmação fenotípica de 
mecanismos de resistência



Detecção de genes

- Amplificação DNA

- Hibridação de DNA

- Sequenciação completa de genoma

Confirmação molecular de mecanismos de resistência

BLEE

AMC

CTX

CAZi) Mudanças de temperaturas  Reação

em cadeia da polimerase (PCR)

ii) Isotérmica Amplificação isotérmica 

mediada por loop (LAMP)

blaCTX-M  CTX-M



Extração de
ácidos nucleicos

Fervido ou 
boiling

Sistema comercial

100uL H2O biologia 
molecular estéril

2-3 colônias 10-15 minutos

Banho Maria ou 
bloco a 100°C

5 minutos

80uL sobrenadante

PCR Conservar 
a -20°C

Centrifugar a 
máxima velocidade

Área extração DNA



Preparação
mistura reaçãoÁrea livre de DNA 

Instrumental exclusivo para este procedimento

Cabine para PCR Espaço exclusivo

Suporte refrigerado ou 
recipiente com gelo



Reativos para PCR

Mistura de reação (Master Mix)
- DNA polimerase termoestável
- Buffer de reação comercial
- Cloreto de Magnésio (Mg2+)
- dNTP´s = ATP + CTP + GTP + TTP
- Primeiro Forward/Plus/Mais
- Primeiro Reverse/Minus/Menos
- Água qualidade biologia molecular

- DNA molde (suspeito de conter o gene 
em questão) (adiciona-se em uma área 
diferente na qual é preparada a mistura de 
reação)

- ALTAMENTE SENSÍVEL
- ESPECÍFICA
- ECONÓMICA
- RÁPIDA

Master Mix Comercial 
(opcional)

- Master Mix
- Primeiro Forward/Plus/Mais
- Primeiro Reverse/Minus/Menos
- Água qualidade biologia molecular



Amplificação e 
detecção

Adição de DNA molde 
aos tubos de reação

PCR

Termociclador

Área adição DNA



92-95°C 45-62°C 72°C

Fundamento da PCR



Amplificação e 
detecção

Adição de DNA molde 
aos tubos de reação

PCR

Termociclador

Área de eletroforese

BrEt
SyBr-Safe
GelRed

Agarose 1%
TBE / TAE

Loading Buffer



PCR

Termociclador

Sistema de 
eletroforese

Visualização e registro

Transiluminador UV

Análise de resultados

1       2       3     C+     C- PM

Amplificação e 
detecção

Adição de DNA molde 
aos tubos de reação

Área de eletroforese



COMPARTIMENTALIZAÇÃO DE ÁREAS PARA PCR

Millar, BC. JCM 40:1575-80 (2002)



Controles positivos e negativos

Amostra

- Detecção gene X

- Detecção gene 16S

controle extração

Tubos

1 Amostra

2 Controle (+) gene X

3 Controle (-) gene X

4 Amostra

5 Controle (+) gene extração

6 Controle (-) gene extração

Possíveis resultados
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Análise de resultados

PM    1     2     3      4     5     6      7     8     9    10    11    C+    C-

mcr-1
309pb

PM     1       2     C+     C-

blaVIM
261pb

PCR detecção gene mcr-1 PCR detecção gene blaVIM



Fatores que influenciam sobre a amplificação por PCR - 1
- Água  qualidade óptima MilliQ ou bidestilada ou similar

- DNA molde  qualidade de extração (óptimo kit)
 quantidade de DNA
 presença de inibidores da PCR

- dNTP´s  concentração 
 qualidade

PCR Setup—Six Critical Components to Consider. https://www.thermofisher.com/ar/es/home/life-science/cloning/cloning-learning-center/invitrogen-
school-of-molecular-biology/pcr-education/pcr-reagents-enzymes/pcr-component-considerations.html

Faixa concentração  50-200 µM

Sc. Stock : 10 mM/cada dNTP
Conc. Final: 200 µM /cada dNTP



- Magnésio (Mg2+)  >> concentração << adstringência 

- Primers  concentração
 temperatura de anelamento ou annealing
 sequência nucleotídica (anelamento
próprio/formação de dímeros)

Faixa concentração  0,1-0,5 µM

Faixa concentração  1-5 mM

PCR Setup—Six Critical Components to Consider. https://www.thermofisher.com/ar/es/home/life-science/cloning/cloning-learning-center/invitrogen-
school-of-molecular-biology/pcr-education/pcr-reagents-enzymes/pcr-component-considerations.html

Conc. Final: 1,5 mM

Sc. Stock : 10 µM
Conc. Final: 0,2µM /cada primer

Fatores que influenciam sobre a amplificação por PCR - 2



DESENHO DE PRIMERS
Longitude: 18-24 nucleotídeos (cumprimentos 30-35 ntds)
Conteúdo GC: 40-60%
Tºannealing: Tm= 2ºC x (A+T) + 4ºC x (C+G) – 5ºC (óptima 50-64ºC)
Sequência: Evitar ≥3 C ou G no extremo 3´

Evitar complementariedade interna no extremo 3´
Evitar complementariedade entre primers (dimerização)

Concentração: 0,1-0,5 μM  0,2μM útil para a maioria de casos
Armazenamento: Solução stock 1-0,1mM em H2O ou buffer TE a -20ºC

- Primers  sequência nucleotídica (anelamento próprio/formação de dímeros)

Fatores que influenciam sobre a amplificação por PCR – 3 Primers



Genes e variantes, o que estou detectando?

2014: 159 alelos 
2022: 252 alelos

O caso de CTX-M  PRIMERS UNIVERSAIS

Y=C+T          R=A+G

>> concentração de 
primers

Pagani, et al, JCM 41(9):4264-4269, 2003
C A



Protocolos de PCR





PCR de ponto final

PM    1     2     3      4     5     6      7     8     9    10    11    C+    C-

mcr-1
309pb

PCR detecção gene mcr-1

Reações
1 2 3

PCR monoplex



Reações
1

PCR Multiplex

PCR de ponto final
Multiplex

739 pb PER-2

593 pb CTX-M-U

462 pb CMY

PM       1      2      3      4     5     C+   C+    C-



916 pb KPC

512 pb NDM
404 pb IMP

PM    1      2       3       4      5       6      7       8    C+    C+    C- PM

763 pb OXA-163

261 pb VIM

OXA
NDM
VIM

KPC
IMP

PCR de ponto final
Multiplex



C(+)

vanA
vanC1vanB

-------vanA--------

731 pb  vanA549 pb  
16SEnt 448 pb  vanC2/3

329 pb  vanC1
175 pb vanB

van
C1

van
C2/3

PCR de ponto final
Multiplex



¿Quais mecanismos de resistência deveriam ser procurados por PCR?

E. coli
Cef. 3ra. Gen.  blaCTX-M; blaCMY

Colistina  mcr-1

E. coli /  Salmonella spp.
SE FOR CONFIRMADA RESISTÊNCIA 
FENOTÍPICA A CARBAPENEMAS

 Encaminhar para LNR para PCR 

multiplex e/ou sequenciação  blaKPC; 
blaNDM; blaVIM; blaIMP; blaOXA-48L

Enterococcus spp.

Glicopeptídeos  vanA; vanB

Salmonella spp.

Cef. 3ra. Gen.  blaCTX-M; blaCMY

Colistina  mcr-1
Macrolídeos mphA

Dependendo da epidemiologia 
local

Prioridade Opcionais

Outros



MUITO OBRIGADO!!!
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