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RESUMO

Um dos desafios encontrados em todo o mundo € o aumento dos tipos de resisténcias
antimicrobianas, tendo em vista que as bactérias estdo por toda parte e quando
patogénicas desenvolvem infeccbes no hospedeiro humano. Em ambientes
hospitalares causam repercussoes irreversiveis, algumas vezes, incontrolaveis pelos
orgdos de saude. A pesquisa objetivou identificar microrganismos bacterianos em
amostras de ambientes hospitalares e analisar possiveis linhagens resistentes a
antimicrobianos no municipio de Cuité-PB. Metodologicamente, as amostras em
triplicatas foram coletadas em seis pontos diferentes do Hospital, posteriormente foi
realizado o cultivo, contagem e isolamento de linhagens, bem como triagem
antibacteriana em diferentes concentracdes de Ampicilina. Para analise das amostras,
foram realizadas técnicas como: extracdo de DNA, Reac¢do em cadeia da Polimerase
utilizando marcadores de RAPD e o gene ribossémico 16S. Os resultados obtidos
evidenciaram alto grau de contaminacdo das superficies avaliadas, levando em
consideracdo o numero elevado de colbnias por placa e a variabilidade fenotipica das
amostras, fato que demonstra a grande necessidade de biomonitoramento e limpeza
adequada dos locais. A triagem antibacteriana com ampicilina apresentou resisténcia
significativa, e as técnicas moleculares, como as analises dos perfis de RAPD nos
isolados bacterianos se mostraram promissoras. Em sintese, é importante a
preocupacao com relagdo ao uso indiscriminado de antibioticos pela sociedade bem
como a higiene dos ambientes e corpo clinico, principalmente, em areas de alto contato.
A compreensdo da populacdo microbiana presente no ambito hospitalar € de grande
importancia cientifica, social e econbmica, pois auxilia na tomada de decisbes e
solucdes pelo poder publico.
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IDENTIFICATION OF ANTIMICROBIAL RESISTANT BACTERIA IN HOSPITAL
ENVIRONMENT IN THE CITY OF CUITE-PB.

ABSTRACT

One of the challenges found around the world is the increase in the types of antimicrobial
resistance, considering that bacteria are everywhere and when pathogens develop, they
occur in the human host, in hospital environments they cause irreversible, sometimes
uncontrollable, repercussions for health agencies. A research aimed to identify bacterial
microorganisms in hospital environments and identify possible strains resistant to
antimicrobials in the city of Cuité-PB. Methodologically, as triplicates were collected in
six different points of the Hospital, the cultivation, counting and isolation of strains was
subsequently carried out, as well as antibacterial screening at different levels of
Ampicillin. Techniques such as: DNA extraction, Polymerase chain reaction using RAPD
markers and the 16S ribosomal gene were performed to analyze the rescued ones. The
results obtained evidenced the high degree of contamination of the surfaces evaluated,
taking into account the high number of colonies per plate and the phenotypic variability
of the previous ones, a fact that demonstrates the great need for biomonitoring and local
cleaning. Antibacterial screening with ampicillin showing resistance, and molecular
techniques such as the analysis of RAPD profiles of bacterial high if high are promising.
In summary, it is important to be concerned about the indiscriminate use of antibiotics
by society, as well as the hygiene of environments and clinical staff, especially in areas
of high contact. The understanding of the microbial population present in the hospital
environment is of great scientific, social and economic importance, as it helps the public
authorities to take decisions and solutions.
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INTRODUCAO

As infec¢des associadas aos cuidados de saude (HAIs) propiciam internacdes
hospitalares prolongadas, aumento da mortalidade bem como elevados custos. De um
modo geral, o paciente internado esté sujeito a diversas terapias medicamentosas que
afetam o sistema imune e o torna susceptivel a adquirir infeccdo hospitalar,
exemplificada pelo carater oportunista das bactérias afetando organismos que ja estao
imunossuprimidos, como exemplo disso sdo as infec¢des secundarias em pacientes
com COVID-19 que estéo internados em unidades de terapia intensiva. Além disso, ha
fatores que favorecem essas infec¢fes, como a transmissao de microrganismos por
superficies, pias, bebedouros, leitos e maos de profissionais contaminados com
bactérias patogénicas, podendo desencadear maiores surtos de HAls (BOADA et al.,
2018; ASMARAWATI et al., 2021; KOCH, 2015).

Uma variedade de patdgenos microbianos infecciosos jA sdo resistentes a
maioria das classes de antibidticos clinicamente utilizaveis, diminuindo fortemente as
opcOes de tratamentos alternativos, que as vezes sdo simplesmente inexistentes. Os
mecanismos de resisténcia adotados pelas bactérias envolvem mutagcdes genéticas e
aquisicdo de genes, assim, essas estratégias evolutivas ou por transferéncia lateral
entre microrganismos no mesmo ambiente, fazem com que um microbioma hospitalar
aumente as taxas de infec¢des (SZE; SCHLOSS, 2019).

Um dos desafios encontrados no sistema de saude publica em todo o mundo € o
aumento do numero e dos tipos de resisténcias antimicrobianas, o uso e mau uso de
antimicrobianos na medicina é uma das principais causas desse problema crescente
(PEREZ-ETAYO et al., 2020). Pacientes hospitalizados que utilizam tratamento com
antibidticos expressam boas condi¢cfes para o desenvolvimento de resisténcia devido a
alta pressao seletiva, ademais, ambientes hospitalares séo locais onde se encontram
excelentes habitats para bactérias adquirirem resisténcia aos antibioticos (LEPESOVA
et al., 2020).

Cerca de 1% das bactérias encontradas em determinado ambiente representam
metade dos filos bacterianos conhecidos, isso significa dizer que existe uma vasta gama
oculta de diversidade que nunca foi vista antes (LAGIER et al., 2015). Fundamentado
nisso, habitats hospitalares comecaram a ser investigados com tecnologias de
sequenciamento com alto rendimento de DNA, na tentativa de identificar e caracterizar
a composicdo daquele local. Essas abordagens sédo respaldadas em métodos de
microbiologia e genética molecular dependentes e independentes de cultivo, sendo
possivel acessar informacdes do material genético através de uma simples amostra por
metagendmicas.

O sequenciamento de DNA permite que as bactérias sejam identificadas via
sequéncia de nucleotideos do gene 16S rRNA, um gene curto e conservado especifico

para o género bacteriano capaz de diferenciar os organismos (MUHAMAD RIZAL et al.,
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2020). O ensaio de PCR especifico deste gene é util na caracterizacdo detalhada do
patdgeno causador, mesmo em infec¢bes polibacterianas, presenca de bactérias
fastidiosas e incultivdveis na amostra (BEHERA et al.,, 2021). Apesar dessa
possibilidade essas técnicas nao s&o baratas nem usuais em analises desse tipo,
dificultando substancialmente a sua realizagdo em larga escala. De todo modo, varias
técnicas da biologia e genética molecular utilizadas atualmente possibilitam descobrir
microbiomas ocultos e revelar sua distribuicdo onipresente, contribuindo assim para a
identificacdo e possibilidade da manutengcdo de niveis mais baixos de infeccdes
auxiliando na melhoria da assisténcia a saude.

O trabalho utiliza métodos dependentes e independentes de cultivo microbiano,
técnicas microbioldgicas classicas e andlises metagenémicas permitindo a andlise
global dos microrganismos mais representativos do ambiente estudado. As
amostragens foram realizadas no Hospital Municipal de Cuité-PB, nos locais mais
utilizados pelos pacientes, como leitos, enfermarias, banheiros e recepcdes. Além disso,
foram realizados testes com ampicilina, possibilitando a visualizagédo de populagbes
microbianas com capacidade de resisténcia em diferentes concentragcdes deste
antibidtico. Com isso € possivel se precaver e compreender o aparecimento de
microrganismos resistentes que afetam a saude humana em diversos locais bem como
monitora-los. O objetivo geral da pesquisa foi realizar um estudo de identificacdo de
microrganismos bacterianos presentes em amostras de ambientes hospitalares e
analisar possiveis linhagens resistentes a antimicrobianos no municipio de Cuité-PB.

MATERIAIS E METODOS
Coletas e locais das amostragens

A amostragem foi realizada no Hospital Nossa Senhora das Mercés, situado na
cidade de Cuité-PB. Em cada departamento foram selecionadas areas de alto contato
pelos pacientes e corpo clinico, incluindo itens e superficies, como obstetricia, pediatria,
salas, postos de urgéncia, laboratérios e banheiros. As coletas foram realizadas em
triplicatas com auxilio de SWABSs e os locais foram nomeados de P1 a P6, onde cada
um deles refere-se a um ambiente composto por subareas. Sendo assim, os ambientes
P1 e P2 séo de setores proximos e foram coletadas amostras no banheiro maternidade
(sanitario, pia, barra de segurar) e obstetricia (ber¢co, maca, equipamento),
respectivamente. Os ambientes P3, P4 e P5 foram coletados na sala de urgéncia
(bancada, armario, maca), no posto | (armério de medicacdo, mesa, macganeta) e no
laboratério (macaneta, equipamento, bancada). Enquanto o P6 estd em uma area mais
afastada e foi coletada no setor de pediatria (pia, prateleira e armario).

Contagem e Cultivo dos Microrganismos
As bactérias obtiveram crescimento esperado em razao do meio de cultura rico

em nutrientes que favoreceu o seu desenvolvimento. O meio LB (Luria Bertani) é
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composto de 10g de Triptona, 5g de Extrato de Levedura, 10g NaCl e 1ml de NaOH 1N,
quando solido foi utilizado 40g de Agar Bacterioldgico para 1L de agua destilada
autoclavada. Posteriormente, as colonias de bactérias foram contadas, com a
contribuicdo de uma lupa dispostas em quadrantes, facilitando esse processo. Algumas
amostras passaram por diluicdo seriada, objetivando diminuir a quantidade de colbnias
presentes por placas, com isso foi determinado o fator de diluicdo que em seguida foi
multiplicado pela quantidade de col6nias existentes. O método de diluicdo simplificou a
contagem, tornando-a mais acertada e precisa.

Seguidamente, o0s microrganismos foram isolados diante das suas
caracteristicas morfolégicas para futuros testes moleculares. Esses isolados foram
cultivados novamente em microtubos contendo 1,5 ml do meio LB liquido, onde cada
um deles cresceu por trés dias, o que favoreceu um aumento de células e DNA dos
microrganismos, facilitando, assim, a extracdo do material genético.

Extracdo do DNA Metagendmico (DNAm)

O DNA metagendmico foi extraido dos seis ambientes e suas respectivas
subéreas, totalizando dezoito extracdes. O procedimento de extracdo de DNA total foi
realizado pelo método CTAB.

Reacdes de PCR

Nas reacOes de PCR foram utilizados os primers 16S construidos (ISBA) bem
como os RAPD (H-09 e N-15) ja descritos por Santos et al., 2010. Apés a confirmacao
in vitro da eficiéncia dos primers desenvolvidos estes foram aplicados em larga escala
nas amostras analisadas.

As Reacdes em Cadeia da Polimerase foram realizadas no termociclador BIOER
Life touch (Hangzhou Bioer Technology Co. Ltd.) contendo as seguintes concentragbes
2,5mM de MgCI2, 10nmole de DNTPs, 40ng de DNA molde, 40pmole de cada Primer,
2Un de Tag DNA Polimerase (Ludwig Biotech) e 2ul de Tampao de Enzima 10x, para
um volume final de 20ul. O programa utilizado para as amplificacdes dos DNAs foi
nomeado de RAPD rapido que consistiu em ciclos sucessivos de: desnaturacao inicial
de 94°C por 5min, seguida de 35 ciclos de 94°C por 30s, 50°C por 30s, 72°C por 30s, e
uma extenséo final de 72°C por 10 min.

Os amplicons foram analisados em gel de agarose a 1,5% durante 1 hora a 80V
e 80mA, corados com corante sybr gold, submetidos ao transiluminador de UV e
fotodocumentados com o equipamento L-PIX.

Triagem da atividade antibacteriana da Ampicilina

O teste antimicrobiano com ampicilina foi realizado em microplacas dispondo de
96 pocos fundo V, estéreis e resistentes a temperatura entre -10°C e 70°C. Para cada
amostra, utilizou-se diferentes concentra¢gdes de 100ug/mL, 200ug/mL e 500ug/mL do
antibidtico, além disso, foram realizados controles negativos (contendo meio de cultura)
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e controles positivos (contendo meio de cultura juntamente com indculo). O meio LB
liquido foi inoculado com col6nias bacterianas, que foram, posteriormente, incubadas a
37° C por 24 horas. As suspensdes bacterianas foram padronizadas com 10 pl para
cada teste, onde o in6culo foi diluido para uma concentragéo final de 250 pl de meio por
poco. A avaliacdo da atividade antimicrobiana da ampicilina foi examinada através da
visualizacdo da turvacdo da cultura, sendo utilizada como uma indicacdo do
crescimento bacteriano. Da mesma forma que a inibicdo do crescimento foi definida
pela reducao da turbidez da cultura.

Viabilidade

Este trabalho prospectivo esta em acordo com a Lei N° 13.123, de 20 de maio de
2015 e segue as normas do CGEN - Conselho de Gestéo do Patrimbnio Genético. Dito
isto, a presente pesquisa cumpre todos o0s requisitos estabelecidos pela referida lei, bem
como ja esta cadastrada no acesso ao patriménio genético do SISGen e ndo realiza
suas amostragens em humanos, apenas no ambiente hospitalar.

DESENVOLVIMENTO
Os patdgenos responsaveis pela maioria das infec¢des neonatais invasivas séo
frequentemente resistentes aos antibiticos comumente usados, e muitos sao
resistentes a antibioticos de varias classes diferentes, incluindo medicamentos de ultimo
recurso, o que complica ainda mais e limita as possibilidades de tratamento
(TUMUHAMYE et al., 2021).

Superficies hospitalares sédo altamente contaminadas com bactérias, que sao
uma fonte potencial de infeccfes nosocomiais. Um estudo realizado por Somia (2021)
identificou comunidades bacterianas isoladas de superficies hospitalares
negligenciadas apos rotina de limpeza em um hospital publico argelino. A triagem de
contaminacgao bacteriana no leito do paciente, telefones fixos de recepgédo, maganetas
e equipamentos meédicos durante cinco meses gerou 108 inoculos. As Bactérias Gram
negativas foram o grupo dominante (62,03%) representado principalmente
por Enterobacteriaceae (42,59%), enguanto Staphylococcus aureus pertencentes a
Gram positivas foi o principal patégeno expandido (15,74%).

Pesquisas com o patdgeno Acinetobacter baumannii relatou 0 aumento do uso
de antibiéticos e de organismos resistentes a mdultiplos medicamentos sendo um
problema emergente nesta situacdo de pandemia. Os pacientes com COVID-19 que
sofreram de infec¢do bacteriana tém um tempo de internacdo mais longo e tém maior
mortalidade. Por conseguinte, a pratica de controle de infeccdo deve ser estritamente
conduzida para reduzir a infeccdo secundaria ou associada aos cuidados de saude
(ASMARAWATI et al., 2021).

A microbiologia clinica, os métodos dependentes de cultura permanecem
altamente utilizados, uma vez que a grande maioria dos patdgenos humanos
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conhecidos sdo facilmente cultivhveis e podem estar presentes em quantidades
extremamente baixas para serem detectados sem enriquecimento seletivo. Essas
abordagens dependentes de cultura, no entanto, se concentram principalmente na
identificacdo de microrganismos, obtendo resultados que provavelmente subestimarao
a verdadeira diversidade microbiologica ao considerar o todo no contexto do ambiente
(Lax et al., 2017).

A amplificacdo por PCR de genes 16S rRNA é uma etapa critica, embora
subestimada, na geracdo de dados de sequéncia para descrever a composicao
taxondmica das comunidades microbianas. Desde a década de 1990, uma série de
técnicas de marcadores moleculares genéticos baseados em DNA foram
desenvolvidos, incluindo DNA polimérfico amplificado aleatoriamente (RAPD) (SZE;
SCHLOSS, 2019). Desde entéo, a técnica de RAPD isoladamente ou em combinacao
com outras técnicas € amplamente utilizada para a caracterizacdo genética de
diferentes plantas medicinais e microrganismos (FU, 2013).

RESULTADOS E DISCUSSOES

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima que milhdes de pessoas todos
0s anos sao infectadas no ambito hospitalar. Estas infeccbes podem ocorrer em
decorréncia da condi¢do clinica do paciente, auséncia da vigilancia epidemiolégica e
sanitéria, péssima educacado em higienizacao pelos profissionais e do uso irracional ou
inadequado dos antimicrobianos (FIOCRUZ, 2010; WHO, 2014; ANVISA,
2020). Abaixo séo descritos os resultados obtidos com os experimentos empregados.

Contagem e Cultivo dos Microrganismos

A vista disso, microrganismos como as bactérias fazem parte da estrutura global,
constituindo a microbiota terrestre que pode viver em associagdo harmoénica ou néo
com outros organismos. Em ambientes hospitalares sua patogenicidade compromete a
saude das pessoas, ou ainda agrava os quadros desencadeando infeccoes
secundarias. Nesta perspectiva, os resultados do cultivo bacteriano demonstraram
uma diversidade de populacbes para as seis areas analisadas do hospital. Isto
expressa a relevancia de conhecer a presenca de potenciais cepas resistentes aos
antibiéticos bem como monitorar cada ambiente.

O quadro 1 apresenta o cultivo microbiologico de algumas das areas que foram
coletadas, podendo enxergar a heterogeneidade entre as espécies de bactérias
presentes nas localidades do hospital. As placas A, B e C sdo referentes ao sanitario
do banheiro da maternidade, mesa de recepcédo do posto de urgéncia e barra de
segurar do banheiro, respectivamente. A placa “A” demonstrou uma variedade de
colénias disponiveis, apresentando uma Unica caracteristica morfolégica, enquanto as
demais placas revelam caracteristicas morfoldgicas significativas. Esta gama de
patdgenos das mais variadas formas pode ser um dado preocupante onde cada um
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deles pode possuir um certo grau de periculosidade, oferecendo riscos a saude da
populacdo Cuiteense.

Quadro 1: Amostras do cultivo microbiano realizado com amostras do Hospital
Municipal de Cuité. Placa A — sanitario; placa B — mesa de recepc¢dao; placa C — barra
de seguranca.

Placa A Placa B Placa C

Fonte: Autoria propria.

Apés o cultivo, foram realizadas contagens das populacdes pelas Unidades
Formadoras de Colbnias (UFCs) de cada departamento hospitalar, onde o ambiente 5
apresentou maior quantidade de microrganismos em relacdo aos demais, possuindo
246,3 UFCs, as amostras desse ambiente sdo especificamente do laboratério do
Hospital. Por conseguinte, se sabe que a presenca de bactérias € comum em
superficies inanimadas e equipamentos, e € por essa razao que as medidas de limpeza
e desinfeccao devem ser criteriosas, independente da restricdo ao nimero de pessoas
gue frequentam aguele ambiente. Isto comprova que em todos os setores do hospital,
sem excecdo, devem ser realizadas rotinas de limpeza para melhore assegurar a
qualidade sanitaria desses microrganismos.

Gréfico 1: Analise populacional das Unidades Formadoras de Col6nias de cada
ambiente do Hospital Municipal de Cuité/PB.
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Fonte: Autoria Propria.

A contaminacdo de locais aparentemente limpos reforca a possibilidade da
disseminacdo de patogenos, locais esses analisados como superficies limpas, sem
aparente sujidade, fazendo com que muitas vezes sejam ignoradas medidas eficazes
de limpeza. O transito de pessoas, equipe de saulde, visitantes na unidade e,
consequentemente, 0 contato com pacientes, objetos e superficies aumenta a
possibilidade de propagacdo de microrganismos (OLIVEIRA et al., 2010). Portanto, é
provavel gue no hospital de estudo, uma parcela bacteriana tenha ressurgido apos a
limpeza, bem como os métodos utilizados para limpar ndo tenham removido
adequadamente as bactérias das superficies. Isto é um pressuposto para que rotinas
de limpeza e materiais e solugfes utilizadas sejam revistas para melhor alcancar o
objetivo que é a desinfeccdo dos ambientes.

Para este fim, o monitoramento microbiano de superficies hospitalares pode
ajudar a identificar areas-alvo e melhorar a prevencéo e controle de infec¢des (IPCs).
Logo, a implementacdo de praticas de IPC pode ajudar a reduzir o risco de infeccdes.
Contudo, foi visto que em alguns hospitais mesmo realizando a limpeza subdétima, as
superficies permanecem contaminadas com patégenos microbianos (ODOYO et al.,
2021). Essa contaminacao residual ocorre em parte porque muitos hospitais realizam
apenas inspecodes visuais dos ambientes hospitalares para avaliar os procedimentos
de limpeza, ao invés do biomonitoramento efetivo utilizando técnicas mais apuradas de
microbiologia ou até mesmo de genética molecular.

Uma nova pesquisa da Fundagédo Oswaldo Cruz (Fiocruz) Pernambuco deste
ano, revelou que os locais que representam 0S maiores riscos em termos de
contaminacao do coronavirus e outros microrganismos sdo em terminais de 6nibus,
ambientes hospitalares com foco em macanetas, interruptores ou catracas. Por isso, 0s
demais ambientes (P1, P2, P3, P4 e P6) também merecem destaque, possuindo um
namero que esta aproximadamente entre 50 e 200 unidades formadoras de colbnias,
indicando que a contaminacdo bacteriana € alta o suficiente para representar uma
ameaca, destacando, assim a necessidade de melhores praticas de controle de
infeccéo utilizando provavelmente descontaminantes mais efetivos.

Extracdo do DNA Metagendmico (DNAm)

A fim de monitorar o ambiente estudado e prevenir infeccbes bacterianas, um
repertorio de técnicas laboratoriais € realizado. Sendo uma delas o isolamento do DNA
gendmico, incluindo ruptura celular, extragdo e recuperacdo de DNA. A lise das células
bacterianas é uma etapa critica neste processo que ocorre com o auxilio do reagente
CTAB — Brometo de Cetiltrimetilamonio (CLARK et al., 2013). O cloroférmio e alcool
isoamilico séo utilizados, pois melhoram a detec¢gdo de comunidades bacterianas por
meio de lise eficiente de microrganismos e uma melhor qualidade do DNA extraido
(PEREZ-BROCAL et al., 2020). Esse protocolo de extracdo utilizando apds
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enriguecimento das amostras com meio de cultivo demonstrou eficiéncia em obter o
DNA para as posteriores analises.

A extracdo do material genético das amostras representa a etapa essencial na
obtencdo de DNA de boa qualidade e na garantia da identificacdo precisa da
composicdo microbiana. Portanto, € imprescindivel avaliar as metodologias disponiveis
para esse processo, otimizando os protocolos e procedimentos que proporcionem
guantidade, pureza e integridade suficientes do DNA, obtendo assim amostras de alta
qualidade, como mostra a maioria das extracdes na figura 1.

Figura 1: Extracdo de DNA metagendmico dos ambientes avaliados. Extremidades
marcador de peso Molecular DNA Ladder 100pb (M). Amostras de 1 a 3 Posto da
urgéncia (macaneta, armario e mesa de recepcédo); 4 a 6 banheiro da maternidade (pia,
barra de segurar e sanitario); 7 a 9 pediatria (armario, pia e prateleira); 10 a 12
laboratorio (macaneta, equipamento e bancada); 13 a 15 obstetricia (berco, maca e
equipamento); 16 a 18 sala de urgéncia (armario, bancada e maca).

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 M

Fonte: Autoria Propria.

A purificacdo do DNA depende da amostra e do numero de células contidas,
fatores como: condi¢des de transporte, armazenamento e idade das bactérias podem
influenciar na qualidade da extracdo. Isto €, o rendimento e viabilidade do DNA das
amostras diminuem em decorréncia de armazenamento prolongado em freezer ou
geladeiras, podendo ser um dos motivos de algumas bandas ndo aparecerem com
tanta evidéncia. Por essa razdo, a extracao foi baseada na metagendmica de cada
local, tendo em vista que o numero de células contidas em uma populagédo microbiana
€ maior do que em um isolado bacteriano. Contudo, é etapa subsequente do projeto a
realizacdo de novos testes mais promissores para analise dos isolados obtidos nos
procedimentos citados. O que demanda tempo, dinheiro e um trabalho monumental
impossibilitado atualmente pelas restricbes da pandemia COVID-19, bem como pela
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dificuldade em realizar sequenciamentos de nova geragdo para obtencdo desses
dados. Infelizmente esse tipo de projeto sera pausado pelo nosso grupo de pesquisa
devido a esses transtornos e pelo atual preco e disponibilidade desses
sequenciamentos de nova geracao. Apesar disso, outras possibilidades estdo sendo
exploradas para aquisicdo de informagbes pertinentes sobre as comunidades
microbianas hospitalares. Nao é interesse do grupo cessar completamente as analises,
nem trabalhos dessa natureza, mas apenas modifica-las temporariamente para
aguardar melhores condi¢des de trabalho e que sejam menos arriscadas.

Reacdes de PCR

A remocédo de contaminantes € um fator chave importante para uma PCR bem-
sucedida, posto que a qualidade e a integridade do DNA afetardo diretamente o0s
resultados de todos os procedimentos subsequentes. Apesar dos rastros observados
abaixo das amostras de DNA extraidas elas expressaram prosperidade frente as
amplificagcbes dos genes 16S rRNA. Esses rastros podem ser provenientes de
substancias aromaéticas dificilmente separadas no protocolo de extragdo do DNA por
CTAB. Isto é um parametro importante para perceber se o interesse futuro for
sequenciar os amplicons apresentados. O sequenciamento do gene ribossémico 16S
(rRNA) possui normalmente alto rendimento e tem o potencial de fornecer
caracterizacdo detalhada de comunidades microbianas de uma variedade de nichos
ecoldgicos em humanos (CLAASSEN-WEITZ et al., 2020). No planeta pds-pandemia
esta € uma possibilidade real para aquisicdo de informacdes preciosas a respeito da
estrutura populacional dessas bactérias analisadas.

Para as reac6es com o gene 16S rRNA foram utilizados conjuntos de primers
especificos. Os genes foram amplificados concomitantemente com o0s primers
desenvolvidos e com os primers ja descritos na literatura para o 16S rRNA. Os primers
desenvolvidos pelo grupo de pesquisa foram denominados de ISBAf e ISBAr. Estes
foram elaborados utilizando milhares de sequéncias disponiveis nos bancos de dados
do NCBI e do RDP-II. Na figura 2 é possivel observar a clareza na distribuicdo dos
amplicons, tendo em vista que esse dado permitirA analises futuras para o
sequenciamento nucleotidico das popula¢gdes microbianas coletadas.

Todos o0s microrganismos tém pelo menos uma copia do 16S, tornando-o
onipresente e, como é altamente conservado e evolui lentamente, € o alvo Unico mais
amplamente utilizado para estudos filogenéticos de bactérias e arquéias. Este gene
possui aproximadamente 1600 pares de bases de comprimento e inclui nove regides
hipervariaveis de conservacao (V1-V9). Regides mais conservadoras séo Uteis para
determinar os taxons de classificacdo mais alta, enquanto aquelas de evolu¢cdo mais
rapida podem ajudar a identificar géneros ou espécies (BUKIN et al., 2019).

Church e colaboradores (2020) salientaram que primers com construcdes
semelhantes ao ISBA geralmente tém como alvo os primeiros 500 pb do gene da
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subunidade ribossémica pequena, pois a andlise das regibes V1-V3 é considerada
suficiente para permitir a identificacdo precisa da maioria dos géneros e
espécies. Portanto, a maioria das sequéncias 16S atualmente depositadas em bancos
de dados publicos correspondem a essa parte do gene. Sendo assim, a metodologia
empregada para a construcado dos primers bem como para sua aplicacdo, seja para
sequenciamento direto ou para construcdo de bibliotecas genbémicas, se mostrou
efetiva podendo contribuir substancialmente para o isolamento e analise global das
populacdes microbianas.

Figura 2: Amplificacdo de DNA metagendmico utilizando os primers RAPD e 16S.
Extremidades marcador de peso Molecular DNA Ladder 100pb (M). 1 a 5 RAPD - HO9;
CN6 (Controle Negativo) Mix RAPD H-09; 7 a 11 RAPD — N15; CN12 (Controle
Negativo) Mix RAPD N15; 13 a 17 16S rRNA; CN18 (Controle Negativo) Mix 16S rRNA.

M1 2 3 4 5CN 7 8 9 10 11CN13 14 15 16 17CN M
12 18

Fonte: Autoria Prépria.

A figura demonstra a amplificacdo de 5 amostras escolhidas aleatoriamente
entre as 18 existentes e a plenitude da eficiéncia dos primers utilizados, tendo em vista
gue sao vistas bandas diversas nos primers de RAPD e as bandas claras e fortes
analisadas em gel de agarose corroboram com a qualidade da amplificacdo do gene
16S. As amostras referentes aos pontos de coleta revelam, em sua maioria, uma boa
viabilidade. Tais resultados implicam em um futuro sequenciamento nucleotidico
préspero.

Contudo, devido as dificuldades impostas pela pandemia global de COVID-19 as
tentativas de sequenciamento genético dos produtos génicos da PCR do gene 16S das
bactérias isoladas e do DNA metagenémico foram frustradas. Sendo assim, estratégias
adicionais foram empregadas na tentativa de suprir essa demanda do projeto. Onde
para isso foram realizadas analises dos perfis de RAPD dos isolados bacterianos e os
resultados se mostraram bastante promissores, ensejando inclusive a possibilidade de
projetos futuros envolvendo essa técnica que utiliza pequenas quantidades de amostra
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de DNA sem envolver marcadores radioativos e sdo mais simples e rapidas na
identificacé@o de varias espécies de plantas, bactérias e microrganismos conforme visto
seu teste na figura 2.

O RAPD (Polimorfismos no DNA Amplificados Aleatoriamente) é uma das
técnicas empregadas na identificacdo de diferentes organismos seja para
caracterizacdo ou para estudos prévios. Apesar de ser um marcador molecular
dominante, ou seja, nao distinguir heterozigotos de homozigotos (MEDRAQUI et al.,
2007), dependendo do objetivo que se pretende alcancar, muitas informagdes
importantes podem ser obtidas para selecionar material genético de interesse
(SANTOS et al., 2010).

E uma tendéncia no uso de primers RAPD que eles sejam curtos e que tenham
temperaturas de melting baixas para favorecer a amplificacdo aleatéria das sequéncias
inespecificas randémicas em reacfes de PCR nos organismos estudados. Contudo,
melhorias nos parametros de reacdo podem tornar os primers mais seletivos e com
uma maior reprodutibilidade experimental, neste caso foi utilizada uma temperatura de
50°C para o anelamento dos primers e um tempo curto de 30s. Isto favorece a
reprodutibilidade do experimento e diminui os produtos inespecificos da reacao
aumentando a confiabilidade do experimento e permitindo a obtencdo de padrdes de
bandeamento mais eficientes, contaveis e analisdveis com maior facilidade. S&o, no
momento, pretensdes futuras do grupo de pesquisa a continuidade dessas analises
para obtencdo de procedimentos experimentais que permitam a identificacado
bacteriana sem a necessidade de cultivo ou de sequenciamento génico utilizando
apenas a técnica de RAPD.

Na figura 3 a seguir € possivel perceber a semelhanca genética entre certas
bactérias e a diferenca genética entre outras, permitindo inferir que certos isolados sao
na verdade bactérias idénticas geneticamente e outros isolados sdo realmente
organismos unicos que fazem parte da cole¢do de microrganismos do trabalho. Dessa
forma, possibilitando a compreensao de que ha padrées com carater monomoficos e
polimdéficos nas amostras.

Foram utilizados dois primers RAPD para a construgcao desses perfis séo eles o
HO9 e o N15 descritos por Santos et al., 2010. Esses primers foram desenvolvidos para
analisar inicialmente acessos de cultivares de sorgo, mas os resultados se mostraram
efetivos em bactérias gerando perfis reproduziveis, como também diferenciados para
microrganismos iguais ou diferentes respectivamente. Visualmente é notéria a
diferenca observada entre a maior parte das linhagens bacterianas analisadas, contudo
s6 um estudo aprofundado podera definir claramente o que foi observado nestes testes
e que futuramente serdo objetivos de novos trabalhos do grupo de pesquisa.
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Figura 3: Amplificagbes RAPD com linhagens aleatérias utilizando os primers H09 e
N15 em isolados provenientes de ambiente hospitalar na cidade de Cuité-PB. Linha A
utilizando o Primer HO9 e Linha B com o N15.

A 178 =356 oS e S R RO @112 1314 PG 16

Fonte: Autoria propria.

De acordo com os primers, percebeu-se que o niumero de bandas amplificadas
variou, uma vez padronizadas em bandas de alta intensidade e outras ténues ou menos
intensas. A variacdo na intensidade das bandas pode ser relatada pelas diferencas no
namero de coépias amplificadas do fragmento, causadas pela competicdo entre
produtos no processo de PCR. Enquanto as bandas consideradas comuns sao
comparadas como presentes ou ausentes e convertidas em dados (1 ou O,
respectivamente), sendo utilizados na analise de comparacdo entre 0s genotipos
(BINNECK et al., 2002). Para isso, andlises futuras de matrizes binarias com
coeficientes de similaridade podem ser empregadas para que esses perfis possam ser
comparados e que seus padrdes para determinadas espécies sejam definidos,
favorecendo identificagcdes futuras mais rapidas e diversos desdobramentos para os
novos projetos do grupo de pesquisa.

Triagem da atividade antibacteriana da Ampicilina

Segundo a ANVISA a ampicilina quando em associa¢do com sulbactam é ativa
contra cepas produtoras de beta-lactamases incluindo S. aureus, H. influenzae, M.
catarrhalis, E. coli, Proteus spp., providencia spp., Klebsiella spp. e anaerébios. Por
outro lado, ndo possui atividade antimicrobiana contra P. aeruginosa ou cepas de
enterobacteriaceas indutoras de beta-lactamases. Ja existem relatos de cepas de E.

14



coli resistentes a esta associacdo. Um estudo anélogo, relatou que o aumento da
resisténcia antimicrobiana a ampicilina/sulbactam entre E. colie
outras Enterobacteriaceae incluindo isolados adquiridos na comunidade, durante a
tltima década, comprometeu a utilidade clinica desses agentes para terapia empirica
de infeccdes Gram-negativas graves. ISso provavelmente se deve ao uso excessivo
dessas drogas em criancas e adultos.

Assim como as associacdes com sulbactam sdo realizadas no intuito de
melhorar a eficacia da Ampicilina estudos denotam que os cientistas estdo tentando
aumentar a atividade de antibiéticos menos ativos de tal forma que sejam conjugados
a nanoparticulas e consigam o éxito da atividade antimicrobiana contra microrganismos
multirresistentes, incluindo Staphylococcus aureus sensivel a
meticilina e Staphylococcus aureus resistente a meticilina. Por conseguinte, a
ampicilina conjugada foi ativa contra todas as bactérias testadas (MUREI et al., 2020).

Um estudo publicado na revista Science em 2016, trouxe demonstracdes em
larga escala de como uma bactéria reage a doses crescentes de antibidticos, a cada
nivel de concentracdo da droga, um pequeno segmento das bactérias se adaptava as
condi¢cBes adversas, resultado de sucessivas mudancas genéticas (BAYM, 2016). De
outro modo, qualquer organismo pode sofrer alteracdes genéticas e dar saltos
evolutivos rapidos capazes de infectar outras espécies ou de se tornarem resistentes
aos tratamentos conhecidos. Tal fato € semelhante com a amostra da pia do banheiro,
uma vez que ao se adaptar aquela determinada concentragdo, sendo ela mais alta ou
ndo, a bactéria ainda consegue se proliferar e prosseguir com sua patogenicidade,
como mostra na figura 4 a seguir.

E notdrio que nem todos 0s pocos presentes na microplaca expressaram
turbidez acentuada, isto ndo quer dizer que inexistam bactérias ou que elas ndo possam
se proliferar ou até mesmo mutar e se adaptar ao meio. Este experimento foi realizado
por 3 dias. No estudo da Science alguns experimentos duraram mais de 30 dias e ainda
sim mostraram adaptacdo e crescimento bacteriano. Percebe-se que as amostras 4,
gue apresentou maior crescimento, referente a pia do banheiro da maternidade
atestaram resisténcia a essa droga em altas concentracfes. Isso mostra o quanto as
terapias farmacoldgicas diminuem ao longo do tempo, a0 mesmo passo que as
bactérias se tornam cada vez uma ameaca para a sociedade. Além disso, as amostras
6, 7 e 8 também demonstraram visualmente uma tendéncia na queda do crescimento
na medida que a concentracdo de antibidtico aumenta. Varios insights podem ser
tirados sobre este teste enseando a possibilidade de trabalhos futuros que utilizem
esses testes rapidos para controle da qualidade de limpeza e desinfecgéo hospitalar,
independentemente do isolamento e identificacdo das bactérias presentes.
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Figura 4: Triagem da atividade antibacteriana da Ampicilina. Linha vertical: Amostras
de 1 a 3 Posto da urgéncia (macaneta, armario e mesa de recep¢ao); 4 a 6 banheiro
da maternidade (pia, barra de segurar e sanitario); 7 e 8 pediatria (armario e pia). Linha
horizontal: Controle Negativo (CN); Controle Positivo (CP); e concentracdes de
100ug/mL, 200ug/mL e 500ug/mL.

CN CP CP [100ug/mL] [200 ug/mL] [500 ug/mL]

Fonte: Autoria propria.

Hospitais e superficies sdo reservatérios negligenciados para uma série de
microrganismos que podem impactar diretamente a saude humana por meio de
contaminacdes ou infecces. Assim, a analise microbiana de determinados locais
auxilia na descoberta de novos métodos de controle e prevencdo desses
microrganismos, a pia do banheiro, retratada pela amostra 4, designa uma superficie
aparentemente limpa, mas que pode estar ocasionando maiores problemas para 0s
enfermos, posto que bactérias e virus ndo sao observaveis a olho nu. Neste cenario,
as inspecdes devem dispor de metodologias mais seguras e eficazes, ainda mais em
tempos de coronavirus, onde requer maior prudéncia e dedicagdo aos pacientes.

Por essa razédo, o grupo de pesquisa aprovou uma nova vigéncia com tematica
semelhante, abordando identificagdo microbiana em ambientes publicos, incluindo as
amostras do hospital de Cuité. Além disso, sera realizado testes com antimicrobianos
bem como substancias que possui esse potencial, a titulo de exemplo esta o 6leo de
copaiba. Como dito anteriormente o grupo de pesquisa estda comprometido com este
tipo de trabalho, no entanto o estado de pandemia atual requer maior cautela e cuidado
na elaboracdo e desenvolvimento de pesquisas dessa natureza. Independentemente
desses novos desafios o grupo ainda realizara testes adicionais sobre esta tematica.
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CONCLUSAO

Apesar de ser um trabalho prospectivo, em sintese, embora a pesquisa tenha
sido desafiadora, foi possivel analisar satisfatoriamente o ambiente pretendido. Dado o
exposto, conclui-se que os resultados encontrados neste estudo refletem um nivel alto
de contaminacédo, levando em consideracao que as superficies, equipamentos, macas,
salas de urgéncia, laboratorio, leitos e outras areas do Hospital estavam altamente
infectadas, como exibe os resultados supracitados. Bactérias sdo potencialmente
patogénicas a saude dos pacientes, sendo estas resistentes aos meios contendo
ampicilina, antibiético de amplo espectro comumente utilizado em infeccdes
antibacterianas. Diante das observacdes da disseminacéo de patdgenos no ambiente
hospitalar, faz-se necesséario maior entendimento, controle das fontes e disponibilizacédo
de recursos, considerando que o conhecimento destes microrganismos € relevante
para otimizar o tratamento da infeccao e estabelecer medidas preventivas. E importante
gue o trabalho ndo pare e que analises futuras sejam realizadas como parametros
comparativos dos resultados atuais e que testes adicionais sejam realizados para
esclarecer melhor o comportamento dessas comunidades microbianas no referido
ambiente.

Todavia, a presenca de microrganismos em ambientes seja ele qual for ndo é
um fato surpreendente, é uma realidade. Mas, ainda importuna os 6rgaos de saude
mundiais, este ndo € um problema Cuiteense e sim global, uma vez que uma
porcentagem significativa de virus e bactérias podem ser biomonitorados com
inspecdes frequentes e/ou investimentos em estudos moleculares para identificacéo
microbana naquela determinada populacdo e assim, buscar métodos eficientes e
especificos para este fim, auxiliando no dominio das bactérias e posteriormente das
infeccbes nosocomiais. As técnicas demonstraram eficacia e qualidade para um futuro
sequenciamento e apesar de todas as particularidades que os métodos dependentes e
independentes de cultura baseados na microbiologia molecular, possuam, elas
permitem a compreensao de microbiomas de hospitais e outros ambientes mesmo que
de modo global e superficial. Dessas analises varios outros desdobramentos podem
ser pensados e assumidos para melhoria da qualidade dos atendimentos hospitalares
nao s6 em Cuité, mas no brasil. A analise direta da amostra, 0 sequenciamento de DNA
de amplicon ou metagendémica e as técnicas de bioinforméatica estéo revolucionando a
analise microbiol6gica em ambientes hospitalares, além de serem rapidas e sensiveis.

N&o € objetivo do trabalho, mas nessa conjuntura também se faz importante a
preocupacdo com a automedicacdo de antibioticos pela sociedade, sendo nitida a
presenca de microrganismos resistentes, principalmente em unidades de saude. A
maioria das pessoas praticam automedicacao e trazem prejuizos a sua saude devido a
falta de informacdo. Em contrapartida, atualmente os centros desenvolvidos de saude
sdo repletos de profissionais que levam conhecimento a populagéo acautelando futuros
problemas relacionados a medicamentos e resisténcia antimicrobiana.
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MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DE CAMPINA GRANDE
UNIDADE ACADEMICA DE BIOLOGIA E QUIMICA - CES
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FICHA DE ACOMPANHAMENTO DO(A) ALUNO(A) A SER PREENCHIDA
PELO ORIENTADOR

Titulo do IDENTIFICACAO DE BACTERIAS RESISTENTES AOS

Projeto: ANTIMICROBIANOS EM AMBIENTE HOSPITALAR NO
MUNICIPIO DE CUITE-PB.

Programa: PIBIC

Orientador(a): | Igor Luiz Vieira de Lima Santos

Aluno(a): Amanda Geovana Pereira de Araujo

Centro: CES

Unidade

Académica: UABQ

Area: Genética

1. A apreciagao suscita do orientador(a) sobre o(a) aluno(a) (Iniciativa,
Responsabilidade, Assiduidade e Criatividade):

A aluna cumpriu com todas as suas obrigagbes para com o programa de iniciagao cientifica
realizando todas as suas atividades.

2. Atividades do aluno(a):

Laboratorial, Pesquisa, Escrita e todas as obrigacdes do programa de iniciagao.

3. Andamento do Projeto, de acordo com o cronograma proposto no Plano de
Trabalho do(a) Aluno(a):

O projeto foi desenvolvido suficientemente apesar dos desafios impostos pela pandemia, alguns
atrasos foram percebidos e dificuldades na obtengéo de alguns resultados, mas de modo geral
os objetivos foram alcangados.

4. Justificativa (no caso do ndao cumprimento ao Cronograma):

sel o

eletrbnica

Documento assinado eletronicamente por IGOR LUIZ VIEIRA DE LIMA
SANTOS, PROFESSOR 3 GRAU, em 29/09/2021, as 22:19, conforme
horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 89, caput, da Portaria SEI
n% 002, de 25 de outubro de 2018.
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