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RESUMO

Um dos desafios encontrados em todo o mundo é o aumento dos tipos de resisténcias
antimicrobianas, tendo em vista que as bactérias estdo por toda parte e quando patogénicas
desenvolvem infeccdes no hospedeiro humano. Em ambientes hospitalares causam
repercussoes irreversiveis, algumas vezes, incontroldveis pelos 6rgaos de saude. Dessa forma,
a pesquisa objetivou realizar uma andlise observacional de microrganismos bacterianos em seis
ambientes hospitalares no municipio de Cuité/Paraiba, desenvolvendo estudo populacional
molecular das bactérias e triagem antimicrobiana. Metodologicamente, as amostras em
triplicatas foram coletadas em pontos estratégicos do Hospital, posteriormente foi realizado o
cultivo microbiano, contagem e isolamento de linhagens, bem como triagem antibacteriana em
diferentes concentragdes de Ampicilina. Para andlise das amostras, foram realizadas técnicas
como: extracdo de DNA, Rea¢do em cadeia da Polimerase utilizando marcadores de RAPD —
Amplificagdo Aleatdria de DNA Polimérfico - e o gene ribossdmico 16S. Os resultados obtidos
evidenciaram alto grau de contaminagdo das superficies avaliadas, levando em consideracio o
nimero elevado de colonias 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 andlises dos perfis de RAPD nos isolados bacterianos se mostraram
promissoras. Em sintese, ¢ importante a preocupacdo com a higiene dos ambientes e corpo
clinico no ambito hospitalar, principalmente, em areas de alto contato para auxiliar no controle
de bactérias patogénicas e possiveis infecgdes futuras. A compreensio da populagdo microbiana
presente nestes locais € de grande importancia cientifica, social e econdmica, pois auxilia na
tomada de decisodes e soluc¢des pelo poder publico.

PALAVRAS-CHAVE: Bactérias; Resisténcia; Ambiente hospitalar.



ABSTRACT

One of the challenges encountered all over the world is the increase in the types of antimicrobial
resistance, given that bacteria are everywhere and when pathogens infect infections in the
human host. In hospital environments, they cause irreversible repercussions, sometimes
uncontrollable by health agencies. The research aims to perform an analysis of hospital
microorganisms in hospital settings without bacteria screening, eliminating multicultural,
population screening, molecular and microbial bacterial screening. Methodologically, as
triplicate samples were collected at strategic points of the Hospital, later the cultivation of
strains, counting and isolation of strains, as well as antibacterial screening in different results
of Ampicillin. For sample analysis, techniques such as: DNA collection, Polymerase Chain
Reaction, Random Polymorphic DNA RAPD markers - and the 16S ribosomal gene were
performed. The results obtained with the degree of importance, the degree of cleanliness and
the identification of suitable characteristics, taking into account the high number of colonies
and the variability that demonstrates the great need for cleaning of local communities
Antibacterial screening with ampicillin showed significance, and as molecular techniques, as
the evaluations of studies of RAPD bacterial isolates if promissory. In summary, it is important
to be concerned with the hygiene of environments and clinical staff in the hospital environment,
especially in areas of high contact, to assist in the control of pathogenic bacteria and possible
future infections. The understanding of the microbial population present in these places is of
great scientific, social and economic importance, as it helps in decision-making and solutions
by the government.

KEY WORDS: Bacteria; Resistance; Hospital environment.
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1 INTRODUCAO

Nos tltimos anos, a resisténcia antimicrobiana tem se tornado uma ameaca a satde
humana, afetando negativamente a qualidade de vida de pacientes hospitalizados, com
organismos multirresistentes (MDROs), podendo ser adquiridos diretamente de outros
pacientes hospitalares ou indiretamente do ambiente hospitalar, seja de equipamentos,
sondas, ou até mesmo de procedimentos. Esses microrganismos sdo considerados um
receptiaculo de genes de resisténcia antimicrobiana com os mais diferentes principios e
habilidades de sobrevivéncia em condi¢Oes extremas ou assépticas (MOREIRA et al.,
2020). Além disso, as bactérias adotam estratégias moleculares, persistindo cada vez mais
a diversas classes de antibidticos clinicamente utilizaveis (SZE; SCHLOSS, 2019).

A formacao de biofilme é um dos fatores de viruléncia mais importante de bactérias
patogénicas, pois permitem que estas escapem do mecanismo de defesa do
hospedeiro. Nesta perspectiva, as bactérias no biofilme s@o 1000 vezes mais resistentes
devido 2 lenta penetracdo dos medicamentos e a0 microambiente alterado (LEPESOVA et
al., 2020). Assim, a exposi¢do humana a patdgenos resistentes ocorre no contexto de
ecossistemas microbianos, € 0 ambito hospitalar pode ser uma fonte para uma série de
outros microrganismos patogénicos oportunistas (DALTON et al., 2020).

As infecc¢des associadas aos cuidados de saude (HAIs) favorecem internacdes
hospitalares prolongadas, aumento da mortalidade bem como elevados custos. De modo
geral, o paciente internado estd sujeito a diversas terapias medicamentosas que afetam o
sistema imune e o torna susceptivel a adquirir infeccdo hospitalar, exemplificada pelo
cardter oportunista das bactérias afetando hospedeiros que ji estdo imunossuprimidos,
como exemplo disso sdo as infeccdes secunddrias em pacientes com COVID-19 que estdo
internados em unidades de terapia intensiva, e a todo momento vulnerveis a adquirir uma
infeccdo bacteriana. Além disso, hd fatores que favorecem essas infeccdes, como a
transmissdo de microrganismos por superficies, pias, bebedouros, leitos e maos de
profissionais contaminados, podendo desencadear maiores surtos de HAIs (KOCH, 2015;
BOADA et al., 2018; ASMARAWATI et al., 2021).

Pesquisas realizadas no inicio da pandemia relataram que as infec¢des bacterianas
foram detectadas em 19,7% dos pacientes com COVID-19 internados em unidades de alta
e de terapia intensiva, predominando as infec¢des secundarias. Nesse contexto, a

coinfec¢do bacteriana em pacientes hospitalizados € considerada fator de risco critico para
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a gravidade de seu quadro clinico. Circunstincias como estas dificultam ainda mais um
diagnéstico, tratamento e prognoéstico precisos (SINGH et al., 2021; ASMARAWATI et
al., 2021).

As cepas bacterianas responsaveis pela maioria das infec¢des neonatais invasivas
sdo frequentemente resistentes aos antibidticos usados atualmente, € muitos sao resistentes
a antibidticos de varias classes diferentes, incluindo novos medicamentos do mercado, o
que complica e limita as possibilidades de uma terapia satisfatéria (TUMUHAMYE et al.,
2021). 20 a 30% dos pacientes hospitalizados recebem tratamento com antibiéticos durante
a hospitalizacdo, isso permite boas conjunturas para o desenvolvimento de resisténcia
devido a sua alta pressdo seletiva (LEPESOVA et al., 2020).

Sendo assim, cerca de 1% das bactérias que sdo encontradas em determinado
ambiente representam parte 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, ambientes hospitalares comecaram a ser investigados com
tecnologias de biologia molecular, na tentativa de caracterizar a composicao daquele local,
pois ainda que os organismos multiresistentes (MDROs) possam ser detectados por
métodos microbioldgicos de diagndstico de rotina, esses métodos sdo escassos para
identificar as cadeias de transmissdo, tendo em vista que varias cepas de cada MDRO
podem estar circulando no hospital e na comunidade (PARCELL et al., 2021).

Diante do exposto, o trabalho realizou uma anélise microbioldgica das populagcdes
presentes do ambito hospitalar em estudo. Pesquisas dessa natureza possibilitam a
aquisicdo de informacgdes prévias importantes para as agéncias de vigilancia, permitindo
entender sobre o aparecimento de microrganismos resistentes ou até mesmo monitora-los.
O estudo também auxilia no engrandecimento nao s6 do meio académico, mas também da
sociedade local de modo geral que terd informagdes dos departamentos hospitalares a
respeito do quantitativo de bactérias, e qual deles merecem maior atencdo na assepsia e
higienizacdo antes de realizar qualquer procedimento, respaldando ainda mais sobre o

cuidado e a precaucdo que se deve ter em ambientes com grande fluxo de pessoas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Realizar uma andlise observacional de microrganismos bacterianos em ambiente

hospitalar no municipio de Cuité, Paraiba.

2.2 Objetivos especificos

e Desenvolver um estudo populacional molecular das bactérias presentes em
ambientes hospitalares;

e Realizar contagem direta e indireta dos microrganismos para os locais
analisados;

e Aplicar técnicas baseadas ou ndo em cultivo microbiano nessa populagdo global
de microrganismos;

e Avaliar atividade antimicrobiana do antibidtico Ampicilina frente aos locais

coletados com elevados indices de contaminagao.
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3 METODOLOGIA

3.1 Area de Estudo e Coletas

O estudo foi realizado no Hospital e Maternidade Nossa Senhora das Mercés,
situado em Cuité, Paraiba, em periodo pandémico, de 2020 a 2021, contemplando a
vigéncia do projeto de iniciacdo cientifica proposto. Dessa forma, em cada departamento
foram selecionadas 4reas de alto contato pelos pacientes e corpo clinico, incluindo itens e
superficies, como obstetricia, pediatria, salas, postos de urgéncia, laboratdrios e banheiros.
As coletas foram realizadas em triplicatas com auxilio de SWABs e os locais foram
nomeados de P1 a P6, onde cada um deles refere-se a um ambiente composto por subdreas.
Sendo assim, os ambientes P1 e P2 sdo de setores proximos e foram coletadas amostras no
banheiro maternidade (sanitdrio, pia, barra de segurar) e obstetricia (berco, maca,
equipamento), respectivamente. Os ambientes P3, P4 e P5 foram coletados na sala de
urgéncia (bancada, armdrio, maca), no posto I (armério de medicacdo, mesa, maganeta) e
no laboratério (macganeta, equipamento, bancada). Enquanto o P6 estd em uma drea mais
afastada e foi coletada no setor de pediatria (pia, prateleira e armério), como mostra a figura
1. Todas as coletas realizadas foram respaldadas por acordo mutuo entre os pesquisadores
e os representantes das instituicdes envolvidas tomando todas as precaucdes

principalmente em tempos de pandemia.

Figura 1- Distribuicio dos locais selecionados para coleta das amostras dos ambientes hospitalares.

¢ P1- Banheiro;
* P2- Obstetricia;
6 ambientes hospitalares | « P3- Sala de Urgéncia;
foram selecionados * P4- Posto I;
¢ P5- Laboratério;
¢ P6- Pediatria.

* P1- Sanitério, pia e corrimao;
. * P2- Berco, maca e equipamento;
Cada amb}ente » P3-Bancada, armdrio e maca;
selecionado foi coletado « P4-Armirio, mesa e macaneta;
em triplicatas ’ . ’
* P5- Macanetra, equipamento e bancada;
* P6- Pia, prateleira e armdrio.

Fonte: Propria autora, 2021.
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3.2 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 composto
de 10g de Triptona, 5Sg de Extrato de Levedura, 10g NaCl e ImL de NaOH 1N, quando
sélido foi utilizado 40g de Agar Bacteriolégico para 1L de dgua destilada autoclavada.
Posteriormente, as colonias de bactérias foram contadas, com a contribuicdo de uma lupa
dispostas em quadrantes, facilitando esse processo, como mostra a figura 2. Algumas
amostras passaram por diluicdo seriada, objetivando diminuir a quantidade de col6nias
presentes por placas, com isso foi determinado o fator de diluicio que em seguida foi
multiplicado pela quantidade de colonias existentes. O método de diluicao simplificou a

contagem, tornando-a mais acertada e precisa.

Figura 2 - Lupa disposta em quadrantes utilizada para contagem direta das colonias de bactérias.

Fonte: Prépria autora, 2021.

Os calculos necessarios foram realizados para obter o valor final das unidades
formadoras de colonias (UFCs). Para a contagem das células vidveis nesse ambiente foram
utilizados métodos dependentes de cultivo. O método utilizado para contagem indireta foi
a turbidimetria, que tem por objetivo avaliar a massa total de uma populacdo de
microrganismos presentes em um determinado meio liquido, para que assim seja possivel
estimar sua concentracgdo celular, ou seja, € um procedimento através do qual se pode medir
a absorbancia do meio em um espectrofotdmetro, verificando-se que a turvagdo esta

relacionada com a massa de microrganismos presente.
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Comprimentos de onda frequentemente usados para medicio da Densidade Optica
de suspensoes de células de bactérias ou leveduras incluem 540, 600 ou 640 nm uma vez
que ha poucas substincias que podem estar presentes em solucdo que absorvem nesse
comprimento de onda que poderiam ser interferentes.

Seguidamente, os microrganismos foram isolados diante das suas caracteristicas
morfoldgicas para testes moleculares. Esses isolados foram cultivados novamente em
eppendorff 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

extra¢do do material genético.

3.3 Extraciao de DNA Metagenomico (DNAm)

O DNA metagendmico foi extraido dos seis ambientes e suas respectivas subdreas,
totalizando dezoito extragdes. O procedimento de extracdo de DNA total foi realizado pelo

método Brometo de Cetil-Trimetil- Amdnio (CTAB) descrito por Doyle e Schoeni (1987).

3.4 Reaciao em Cadeia da Polimerase (PCR)

Nas reacdes de PCR foram utilizados os primers 16S construidos (ISBA) bem como
os RAPD (H-09 e N-15) ja descritos por Santos ef al., 2010. Apéds a confirmagao 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 concentragcdes
2,5mM de MgCl2, 10nmole de DNTPs, 40ng de DNA molde, 40pmole de cada Primer,
2Un de Taq DNA Polimerase (Ludwig Biotech) e 2l de Tampao de Enzima 10x, para um
volume final de 20ul. O programa utilizado para as amplificagdes dos DN As foi nomeado
de RAPD répido que consistiu em ciclos sucessivos de: desnaturagdo inicial de 94°C por
Smin, seguida de 35 ciclos de 94°C por 30s, 50°C por 30s, 72°C por 30s, € uma extensao
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.
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3.5 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 concentragdes de 100ug/mL, 200ug/mL e 500ug/mL do
antibiotico, além disso, foram realizados controles negativos (contendo meio de cultura) e
controles positivos (contendo meio de cultura juntamente com inéculo). 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 concentragdo final de 250 pul de meio por pogo. A avaliagao
da atividade antimicrobiana da ampicilina foi examinada através da visualizacdo da
turvagdo da cultura, sendo utilizada como uma indicacdo do crescimento bacteriano. Da
mesma forma que a inibigdo do crescimento foi definida pela redugdo da turbidez da
cultura. Além disso, também foi utilizado a triagem da atividade antibacteriana da
Ampicilina em placas de petri. O meio de cultivo foi acrescido com o antibiético de estudo
em concentracdes distintas: 10ug/mL, 50ug/mL, 100ug/mL, 150ug/mL, utilizadas na
amostra do sanitdrio do banheiro da maternidade, uma vez que esta apresentou um maior

grau de multiplicidade bacterioldgica.

3.6 Analise Estatistica

Todos os testes estatisticos de médias, desvios padrdo e coeficientes de correlagdo
e regressao lineares utilizados para o comparativo entre as triplicatas dos dados analisados
e sua relevancia foi dada pela ANOV A utilizando o teste preciso de Fisher a um (p<0,05)
para ser considerado como significativo com um grau de confiabilidade do experimento de
95% na contagem dos microrganismos. Adicionalmente o teste t de student servird como
teste paramétrico servindo para comparagdo entre os diferentes compostos independentes

analisados assumindo que o experimento possua uma distribui¢do normal.

3.7 Viabilidade

Este trabalho prospectivo estd em acordo com a Lei N° 13.123, de 20 de maio de
2015 e segue as normas do CGEN - Conselho de Gestao do Patrimodnio Genético. Dito isto,

a presente pesquisa cumpre todos os requisitos estabelecidos pela referida lei, bem como
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Ja estd cadastrada no acesso ao patrimonio genético do SISGen e ndo realiza suas

amostragens em humanos, apenas no ambiente hospitalar.
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4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 Importancia Bacteriana

A atuacdo das bactérias também merece destaque, elas sdo essenciais para a vida na
terra, podendo ser encontrada em qualquer lugar, como a pele, as mucosas e recobrindo o
trato intestinal dos homens e dos animais, no ar, no solo (SANTOS, 2004). Em sua imensa
maioria passam despercebidos a olho nu, mas podem ser caracterizadas através de
equipamentos e técnicas moleculares. Algumas sdo consideradas comensais, residem no
organismo e nao trazem prejuizo a este, pelo contrério, protegem contra a colonizacio de
bactérias consideradas patogénicas, por competir com estas por espaco e alimento. Sdo
identificadas cientificamente desde a invencdo do microscopio. Com um curto tempo de
reproducgdo, 30 a 40 minutos, as bactérias possuem a capacidade de responder de maneira
rapida as mudancas e condicOes ambientais. Sendo assim, ja existe um interesse em
enzimas isoladas de bactérias termofilicas, nas quais as reagdes podem ser realizadas a
taxas mais altas devido as temperaturas elevadas em que estas suportam (HERMANN,
2003).

Ademais, as bactérias também estdo interligadas na fabricacdo de varios produtos,
bem como a aplicac@o das reacdes anaerdbias da fermentagcdo do agucar e a conversao do
leite. Da mesma forma, a producdo de etanol por leveduras é explorada pela industria
cervejeira hd milhares de anos e € usada na producdo de combustiveis. Além dessas
aplicacdes, uma das mais relevantes € a que diz respeito aos estudos para desenvolvimento
e otimizacdo de antibidticos, um exemplo precipuo € a penicilina (GUIMARAES;
MOMESSO; PUPO, 2010; PEREIRA; PITA, 2018).

Inesperadamente, em 1928 era descoberta a primeira penicilina pelo médico e
bacteriologista Alexander Fleming, que observando uma colonia de S. aureus havia uma
contaminagdo com o fungo Penicillium notatum e em volta deste percebia um halo em que
a bactéria ndo se desenvolveu. Com isso, apds vdrios testes com a cultura isolada desse
fungo, ele concluiu que provavelmente estava sendo produzida uma substincia que
eliminava as bactérias, denominando-a como penicilina (NICOLAOU et al., 2017).

Alguns autores desacreditam que o género Staphylococcus coagulase-positivo,
como S. aureus, faca parte das bactérias comensais da pele, em razdo destas acarretar
infec¢des importantes e graves como bacteremia, pneumonia, endocardite e sindrome do

choque téxico, como infeccdes de cardter oportunista. Muito embora, bactérias como,
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Staphylococcus epidermidis e outros estafilococos coagulase negativos colonizem a
microbiota humana residente (PEACOCK; PATERSON, 2015; WILLIAMS; GALLO,
2015; PRESCOTT et al., 2017; LEE et al., 2018).

4.2 Infeccoes bacterianas hospitalares

7z

Aproximadamente 70% das infeccdoes nosocomiais (INs), isto €, infecgdes
adquiridas nos hospitais, estdo associadas as bactérias patogénicas (AGABA et al., 2017).
As INs se desenvolvem pelo menos 48-72 h apds a admissao, sendo mais frequentes em
setores de terapia intensiva onde os surtos geralmente se originam (ASENSIO et al., 2000).
Esses setores sdo destinados aos pacientes em situagdes graves, que necessitam de
monitoramento continuo de suas funcdes vitais basicas. Em contrapartida, sdo setores que
exigem uma atencdo minuciosa, tanto pela instabilidade funcional dos pacientes quanto
pelo risco elevado destes adquirirem infecgdes (PEREIRA et al., 2016; SOUSA;
OLIVEIRA; MOURA, 2016).

Doencas cronicas degenerativas, uso incorreto dos antimicrobianos, idade do
paciente, procedimentos invasivos também sdo fatores que contribuem para as infec¢des
bacterianas nosocomiais e primérias (SANTOS et al., 2014). A Klebsiella pneumoniae € o
agente etioldgico mais prevalente em infec¢des primdrias de corrente sanguinea em
pacientes adultos das unidades de terapia intensiva (UTI) (ARAUJO, 2017). Essa bactéria
também pode ser encontrada na orofaringe de pessoas saudaveis (KONEMAN; ALLEN,
2008).

Com o passar do tempo, as infeccdes adquiridas em unidades hospitalares e
ambulatoriais foram sendo considerado um dos problemas de satide mais recorrente
mundialmente (WHO, 2016). Trés principais géneros estdo envolvidos nas Infeccoes
Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS), sdo as Gram-negativas: Acinetobacter,
Pseudomonas e Escherichia. Ademais, vale destacar também as Gram-positivas,

enfatizando os géneros Staphylococcus e Enterococcus (ARAUJO et al., 2018).

4.3 Identificacao bacteriana e técnicas moleculares utilizadas

O fato de as bactérias passarem despercebidas a olho nu, favorece sua camuflagem
nos ambientes tornando-se imprescindivel seu monitoramento e caracterizagdo. Assim,

muitos sdo os investimentos em pesquisas que desenvolvam estratégias e produtos capazes
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de combater esses microrganismos no tratamento de infeccdes, sem gerar maiores prejuizos
a satde publica (KOCHINSKI; BARBOSA; ROMANELLO, 2020). Estudos relacionados
as bactérias tem sido indispensdveis para o melhor entendimento da sua fisiologia e
morfologia, mecanismos patogénicos, caracteristicas antigénicas e identificacdo de
espécies, além de se mostrar uma ferramenta ttil no diagndstico de doencas e na prevengao
de infeccoes (TORTORA; CASE; FUNKE, 2016).

A vista disso, a microbiologia utiliza métodos dependentes de cultura, uma vez que
o grande predominio dos patégenos humanos conceituados sdo de fécil cultivo e podem
estar presentes em quantidades baixas para serem detectados sem enriquecimento
seletivo. Abordagens dependentes de cultura, no entanto, se concentram principalmente na
identificacdo de microrganismos, objetivando resultados que provavelmente subestimardao
a verdadeira diversidade microbiolégica quando considera toda a populagdo bacteriana do
ambiente (LAX et al., 2017). Todavia, as pesquisas ndo devem se basear apenas nos dados
obtidos por esse método, mas também procurar integralizar entre esses dados e os obtidos
por metodologias independentes de cultivo (HOVER et al., 2018).

Com as técnicas metagendmicas, ou melhor, com andlise gendmica da populacdo
de microrganismos de um determinado ambiente, a investigacdo da biodiversidade tem
evitado a grande contagem de placas e vieses das reagoes de PCR (VERA-GARGALLO;
VENTOSA, 2018). Sequéncias de DNA gendmico (DNAg) e DNA metagendmico
(DNAm) provenientes de populagdes bacterianas nativas presentes em diversos ambientes
podem ser amplificadas pelo uso da reacdo em cadeia da polimerase (PCR), seja
amplificando um fragmento genético em uma unica ou multiplas cépias. A amplificacdo
de um pedaco do DNA, geralmente € realizada em situacdes em que a quantidade de
material genético para estudos € pequena, como na genética forense, ou na detec¢do de
microrganismos infecciosos (POPOWSKA et al., 2012).

O RAPD (Polimorfismos no DNA Amplificados Aleatoriamente), assim como
tipagem baseados em rRNA 16S sdo técnicas empregadas na identificacdo de diferentes
organismos seja para caracteriza¢io ou para estudos prévios. E uma tendéncia no uso de
primers RAPD que eles sejam curtos e que tenham temperaturas de melting baixas para
favorecer a amplificacdo aleatdria das sequéncias inespecificas randémicas em reacdes de
PCR nos organismos estudados. Apesar da técnica de RAPD ter um marcador molecular
dominante, ou seja, ndo distinguir heterozigotos de homozigotos (MEDRAOQOUI et al.,
2007), dependendo do objetivo que se pretende alcangar, muitas informacdes importantes

podem ser obtidas para selecionar material genético de interesse (SANTOS et al., 2010).
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Para compreender sobre a fun¢do de uma comunidade bacteriana € necessaria uma
descri¢do criteriosa do ecossistema microbiano por métodos e técnicas de biologia
molecular (HOU et al., 2015). Por exemplo, o sequenciamento dos fragmentos do gene
16S rRNA fornecem informacdes sobre a filogenia dos microrganismos, assim juntamente
com a bioinformadtica, as andlises filogenéticas sdo vistas como as mais promissoras
ferramentas nos estudos visando a caracterizagdo das comunidades microbianas e como
elas estdo se comportando em diferentes condi¢cdes ambientais, ou seja, identificando os
isolados com base no principio da semelhanca de sequéncias com outros genomas de
referéncias que ja foram descritos antes (JAKA et al., 2018).

Posto isso, técnicas de biologia molecular estio se tornando cada vez mais comuns
na pesquisa microbioldgica, pelo fato de transparecer propriedades desconhecidas e
insuspeitas sobre doencas infecciosas bacterianas e por conseguinte, reduzir
potencialmente a morbimortalidade dos pacientes em ambientes hospitalares (ROACH et

al., 2015).

4.4 Resisténcia antimicrobiana

A crise de resisténcia aos antibidticos redirecionou a aten¢do para a prevengao e
controle de infec¢des em hospitais. Devido a essa crise, estima-se que até 2050 o mundo
sofrerd impactos econdmicos de $100 trilhdes e milhdes de mortes por todo o mundo. O
ambiente hospitalar é um ponto importante da rede de propagacdo, com evidéncias
crescentes de que abriga patégenos resistentes a antibidticos (CHNG et al., 2020). Além
disso, a variabilidade genética bacteriana também varia entre os diferentes departamentos
do hospital como os corredores, salas de estar, quartos de pacientes e banheiros (DALTON
et al., 2020).

A resisténcia aos antimicrobianos é uma epidemia global crescente na medicina
clinica. E € sabido o esfor¢o para desenvolver novos antibiéticos ou modificar os existentes
para combater patégenos resistentes no mundo. Porém, essa persisténcia dd saltos
evolutivos uma vez que a bactéria pode escapar do efeito dos antibidticos por diferentes
mecanismos, como neutralizar os antibidticos, bombed-los para fora da célula ou modificar
sua estrutura externa, resultando na inibicdo da ligagdo dos medicamentos as bactérias
(BREUJYEH et al., 2020).

Para Wu et al. (2018) ha trés caminhos para a resisténcia dos organismos. Primeiro,

a liberacdo de antibidticos na dose de sub inibicao resultante de atividades antrépicas
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exercendo uma pressao seletiva de longa duragdo sobre a comunidade microbiana. Em
segundo lugar, bactérias resistentes podem continuar proliferando, disseminando e
persistindo no meio ambiente. Em terceiro lugar, o transporte de genes de resisténcia aos
antibidticos (ARGs) entre bactérias de diferentes espécies via transferéncia génica
horizontal (HGT), na qual os genes de resisténcia sdo adquiridos a partir de constituintes
genéticos moveis (BLAIR; RICHMOND; PIDDOCK, 2014; NOGUEIRA et al., 2016;
NODARI; BARTH, 2016).

A resisténcia aos antibidticos classifica-se como natural ou intrinseca e adquirida.
A natural provém do processo de evolu¢do da bactéria; como exemplo tem-se as bactérias
que ndo possuem parede celular, fazendo com que os farmacos que atuam interferindo na
sintese da parede bacteriana, ndo tenham efeito positivo (HABBOUSH; GUZMAN, 2020).
A resisténcia adquirida ocorre por transmissdo horizontal de genes. Alguns componentes
bacterianos que possuem a capacidade de resistir sdo: plasmideos, transposons, integrons
e outros genes provenientes de outras células bacterianas (GUIMARAES et al., 2010). Os
plasmideos sdo moléculas de DNA circulares e destacam-se por conseguir se duplicar
independente do DNA cromossomico; outrossim, ainda existem plasmideos de viruléncia
que acentuam a capacidade da bactéria de causar doencas (VON WINTERSDOREFF et al.,
2016).

Frente a necessidade e dificuldade em selecionar um antibidtico sensivel, o uso de
combinacdes tornou-se uma pratica comum na medicina. Em contrapartida, as associa¢des
de antimicrobianos podem produzir efeitos diversos, variando desde efeitos sinérgicos
desejdveis até efeitos antagdnicos em que um antibidtico interfere negativamente na acao
do outro (ULRICH-MERZENICH, 2014). Diante disso, estudos demonstram que as
penicilinas (amoxacilina, ticarcilina, ampicilina e piperacilina) quando isoladas, possuem
atividade para poucas cepas da bactéria em estudo. Entretanto, quando associadas aos
inibidores da B-lactamase, como o tazobactam, sulbactam e clavulanato, apresentam uma
ampla atividade contra cepas de S. aureus e outras bactérias anaerdbias e gram-negativas
(RAYNER; MUNCKHOF, 2005; BRASIL, 2007).

Recentemente, estudos de testes com antimicrobianos em cepas bacterianas dos
anos de 2018, 2019 e 2020 demonstraram aumento na porcentagem de isolados
resistentes, elevando em 28% norfloxacina, 19% oxacilina, 17% clindamicina, 16%
imipenem, 13% eritromicina, 12% meropenem, 12% cefuroxima, 11% gentamicina, 8%
ciprofloxacina, 8% trimetoprim/sulfametoxazol, 5% cefepima, 3% amoxicilina/dcido

clavulanico e 2% ceftriaxona (PEREIRA et al., 2022).



26

A bactéria Gram-negativa Pseudomonas aeruginosa € considerada prioridade
critica na escala de importancia epidemioldgica pela Organizacdo Mundial da Sadde, seu
perfil de resisténcia a carbapenémicos € bastante estudado. Contudo, em 2020, sua
resisténcia era mais expressiva para cefalosporinas, ja em 2021, além das cefalosporinas
isolados de Pseudomonas apresentaram perfil de resisténcia a Piperaciclina/Tazobactam e
carbapenémicos (KIMOTO; MENDES, 2022).

Segundo os estudos de Santos (2004), Pseudomonas aeruginosa t€m aumentado
drasticamente seu percentual de resisténcia, ao passo que o Staphylococcus epidermidis,
antes considerado componente natural da flora, agora tém sido causa de infeccdes
hospitalares nos ultimos anos. A Serratia marcescens além de resistir aos antibidticos vem
sendo resistente também a solug¢des desinfetantes e antissépticas, que sdo utilizadas nos

hospitais como medidas de controle desses microrganismos (TIMOTHY et al., 2017).

4.5 Coinfec¢ao bacteriana em periodo pandémico de COVID-19

A atual pandemia da doenga por coronavirus (COVID-19) colocou o sistema de
saide em uma crise sem precedentes. Aproximadamente 14,3% dos pacientes que
apresentaram o virus COVID-19 foram afetados por uma infec¢do bacteriana secundaria. A
coinfec¢do bacteriana e a infec¢do bacteriana secundaria em pacientes hospitalizados sao
consideradas fatores de risco criticos para a gravidade e as taxas de mortalidade (SINGH
etal., 2021).

Pesquisas com o patégeno Acinetobacter baumannii relatou o aumento do uso de
antibioticos e de organismos resistentes a multiplos medicamentos sendo um problema
emergente nesta situagdo de pandemia. Os pacientes com COVID-19 que sofreram de
infeccdo bacteriana tém um tempo de internacdo mais longo. Por conseguinte, a prética
de controle de infecc¢do deve ser estritamente conduzida para reduzir a infec¢ao secundaria
ou associada aos cuidados de saide (ASMARAWATI et al., 2021).

Além dos mecanismos intrinsecos e componentes de viruléncia que as bactérias
possuem em adquirir resisténcia antimicrobiana, ha também a imunocompeténcia do
paciente em progredir a doenga viral inicial, cujo hospedeiro propicia condi¢des favordveis
em que a célula bacteriana se mantenha aderida e/ou invada tecidos, resista aos mecanismos
de defesa e/ou sobreviva ao tratamento terapéutico que estd sendo utilizado no paciente

(MARTIN; BACHMAN, 2018).
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Surtos pandémicos anteriores de infec¢des respiratorias virais relataram infecgdes
bacterianas complicando o quadro clinico do paciente. Para isso, existem vdrios tipos de
coinfec¢ao na COVID-19, como: SARS-CoV-2 secunddrios apds infeccdo bacteriana ou
colonizacdo; uma infeccdo mista entre pneumonia viral e bacteriana e superinfec¢do
bacteriana secunddria apds infeccdo por SARS-CoV-2.Os mecanismos subjacentes
dependem do inicio e envolvem interagdes complexas entre trés agentes diferentes: virus,
hospedeiro e bactérias. Portanto, pode-se levantar a hipotese de que qualquer coinfecgao
piorard o desfecho e a gravidade em infeccoes virais (BENGOECHEA; BAMFORD,
2020).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Cultivo dos Microrganismos

Os resultados do estudo revelaram uma diversidade significativa de populagdes
bacterianas nas seis dreas analisadas em triplicatas do hospital. Foram isoladas 140
coldnias, o que demonstra a heterogeneidade microbiana desse local e expressa a relevancia
de conhecer a presenca de potenciais cepas patogénicas a satide humana.

A figura 3 demonstra o crescimento microbiano cultivado bem como a alta
contaminagdo e grau de variabilidade entre as espécies, das dreas e subdreas estudadas,
sendo estas: o banheiro da maternidade representando o primeiro ponto de coleta refere-se
as amostras do sanitdrio (A1), pia (A2) e corrimao (A3), respectivamente. Enquanto que a
obstetricia retrata as amostras coletadas de equipamentos (A4), maca (AS) e ber¢co (A6). A
sala de urgéncia caracteriza as amostras da bancada da sala (A7), armario de medicamentos
(A8) e maca (A9). Ja o Posto de urgéncia constitui as amostras do armério (A10), mesa
(Al1) e macaneta (A12). Por sua vez, o laboratério de andlises clinicas representa as
amostras coletadas da maganeta (A13), equipamento (A14) e bancada (A15). E por dltimo,
o departamento da pediatria, cujas amostras sdao da pia (A16), prateleira de medicacdo

(A17) e armario de injetaveis (A18).

Figura 3 - Cultivo microbiano de amostras ambientais do Hospital de Cuité.
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Fonte: Propria autora, 2021.

Com o cultivo foi possivel observar uma complexa gama de bactérias presentes nas
localidades do hospital. As placas apresentam um enorme nimero de coldnias disponiveis,
algumas com uma tnica caracteristica fenotipica, outras com caracteristicas morfolégicas
significativas, evidenciando tonalidades translicidas, brancas, amareladas, alaranjadas,
avermelhadas e marrons. Esta gama de patégenos das mais variadas formas ¢ um dado
preocupante, pois cada um desses poderd compreender um grau de periculosidade
diferente. Esse conjunto de bactérias diferenciadas nos ambientes estudados denota a
necessidade de conhecimento destes para futuras acdes de controle mais efetivo de
populagdes microbianas que podem ser responsdveis por acometimentos diversos em
pacientes que frequentam este ambiente.

Na pratica clinica padrdo, classificar um isolado dentro da taxonomia bacteriana
muito se baseia em caracteristicas fenotipicas, como coloracdo de Gram, morfologia da
coldnia, caracterizagdo bioquimica e sequenciamento de genomas (DINGLE; BUTLER-
WU, 2013). Dessa forma, é possivel vislumbrar, levando em consideracdao a morfologia das
colonias e o meio de cultura utilizado que espécies prevalentes de infec¢cdes nosocomiais
estdo presentes nas amostras coletadas no Hospital de Cuité, podendo ser citadas a Serratia
marcescens, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Enterococcus ssp. e Acinetobacter ssp. Essas espécies supracitadas denotam
uma estimativa a representacdo morfolégica da populacdo bacteriana envolvidas em

infec¢Oes presentes nos diversos ambientes hospitalares.
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No ambito hospitalar, a E. coli é um dos patégenos Gram-negativo que mais causa
infec¢do, envolvido na sepse e choque induzido por endotoxina. Além de estar presente em
doencas urindrias, diarreicas e pneumonia em pacientes imunossuprimidos (BEREKET et
al., 2012).

A Klebsiella pneumoniae é um patégeno associado a infec¢des hospitalares que sdao
responsaveis, principalmente, por doencas urindrias e abdominais, relacionadas a
dispositivos médicos, como os cateteres utilizados em diversos procedimentos
clinicos (POMAKOVA et al., 2012). Outra bactéria oportunista causadora de indmeras
infeccdes nosocomiais € a Pseudomonas aeruginosa, que também estd associada a infeccoes
do trato urindrio e infeccdes do trato respiratorio, possuindo a capacidade de formar biofilme
nos mais variados ambientes. A formagdo de biofilme por esse microrganismo € referente a
doencas pulmonares e a fibrose cistica cronica (ONSARE; ARORA, 2015).

O patégeno Acinetobacter baumannii € um dos membros da gamaproteobactéria,
de dificil caracterizagdo com as demais espécies deste género. No entanto, com a presenga
de técnicas moleculares € possivel distingui-los (WONG et al., 2017). A. baumannii é um
organismo que persiste no ambiente clinico através da sua capacidade de sobreviver em
condi¢des extremas, sendo a mais relevante do género Acinetobacter por desenvolver
grande parte das infeccdes hospitalares (BENNETT; DOLIN; BLASER, 2019).

A bactéria Staphylococcus aureus € uma Gram-positiva que faz parte da microflora
humana, sendo encontrada no trato respiratério superior, principalmente. Contudo, este
patégeno quando oportunista poderd desenvolver uma série de doengas graves,
relacionadas as Infec¢des Primarias de Corrente Sanguinea (IPCS), como a meningite e
bacteremia (PAPADOPOULOS et al., 2018). De forma semelhante, os Enterococcus spp.
sd@o Gram-positivos habitantes natural da cavidade oral, gastrointestinal e do trato genital
feminino. Embora habitem nossa microbiota, as espécies desse género conseguem causar
infeccdes no trato urindrio, no sangue e até no sistema nervoso (MOHAMED; HUANG,

2007).

5.2 Contagem microbiana

A contagem em placas presume que cada bactéria viva cres¢a e tenha potencial de
se dividir para produzir uma tdnica coldnia, embora isso nem sempre ocorra, pois, as
bactérias desenvolvem-se em agregados celulares ou até mesmo cadeias. Dessa forma, uma

Unica bactéria pode d4 origem tanto a uma coldonia como a um agregado microbiano.
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Contabilizar as UFCs em uma determinada suspensdo bacteriana pode ser realizada por
diferentes metodologias (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012). Uma delas € a contagem
direta em placas, sendo esta a mais utilizada para medir popula¢des bacterianas e sua
grande vantagem € a medicdo de células vidveis, uma vez contada o ntimero de colonias
por placa, com auxilio da cdmera de neubauer, € realizada a média dos 6 seis pontos de

coleta que foram selecionados para estudo em triplicatas, como mostra o grafico 1.

Grafico 1 - Média dos valores das Unidades Formadoras de Colonias apds 72 horas de incubac¢io em
meio de cultura LB para os seis ambientes avaliados.
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Fonte: Propria autora, 2021.

O banheiro da maternidade foi o ambiente que apresentou maior quantidade de
microrganismos em relacdo aos demais, totalizando 241,33 UFCs. Por conseguinte, as
demais dreas analisadas (Laboratério, Obstetricia, Pediatria, Posto e Sala de urgéncia)
também merecem destaque, com uma média entre 100 e 200 UFC, indicando que a
contaminag¢do bacteriana € alta o suficiente para representar uma ameaca, refor¢cando, assim
a necessidade de melhores préticas de controle de infecc@o utilizando provavelmente
descontaminantes mais efetivos.

Uma pesquisa realizada por Saadi et al (2021) caracterizou comunidades

bacterianas isoladas de superficies hospitalares negligenciadas apds rotina de limpeza em
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um hospital publico argelino. A contaminagdo por bactérias em maganetas, recepgoes €
telefones fixos gerou 108 coldnias. O grupo dominante foram as Bactérias Gram negativas
com 62,03% representado pelas Enterobacteriaceae, enquanto que as Gram positivas o
principal patégeno expandido foi Staphylococcus aureus com 15,74%.

Uma pesquisa realizada em 2021 na cidade de Recife-PE, afirmou que os locais que
representam os maiores riscos em termos de contaminac¢ao de microrganismos bem como
do coronavirus sao em ambientes hospitalares com foco em maganetas, interruptores ou
catracas e em terminais de Oonibus (SILVA et al., 2021). No entanto, é sabido que a presenca
de bactérias € comum em superficies inanimadas e equipamentos, e € por essa razao que as
medidas de limpeza e desinfeccdo devem ser criteriosas, independente da restricdo ao
nimero de pessoas que frequentam aquele ambiente. Isto comprova que em todos os setores
do hospital, sem excecdo, devem ser realizadas rotinas de limpeza para que assegurar a
qualidade sanitdria desses microrganismos.

Durante a pandemia de COVID-19, méscaras, luvas e desinfetantes para as maos
foram usados para prevenir a transmiss@o do virus. E por isso, a prevaléncia de infec¢do
hospitalar respiratéria, predominada pelos patégenos Acinetobacter, Enterobacter
pylori, Pseudomonas  aeruginosa e Staphylococcus  aureus, foram  reduzidas
significativamente (SU et al., 2021). Assim, as medidas de prevencdo e controle da
pandemia reduziram as taxas de infeccdes nosocomiais em muitos departamentos
hospitalares, demonstrando a efetividade de protocolos de higiene do corpo clinico e
ambiental mais rigidos.

A contaminagdo de locais aparentemente limpos corrobora com a possibilidade
da disseminacdo de patdgenos, locais esses analisados como superficies limpas, sem
aparente sujidade, fazendo com que muitas vezes sejam ignoradas medidas eficazes de
limpeza. O transito de pessoas, visitantes na unidade e, consequentemente, o contato com
pacientes, objetos e superficies aumenta a possibilidade de propagacio de
microrganismos (OLIVEIRA; DAMASCENO, 2010). Portanto, € provavel que no
Hospital de estudo, uma parcela bacteriana tenha ressurgido apds a limpeza, bem como
os métodos utilizados para limpar ndo tenham removido adequadamente as bactérias das
superficies. Isto € um pressuposto para que rotinas de limpeza e materiais e solucdes
utilizadas sejam revistas para melhor alcancar o objetivo que € a desinfec¢do dos
ambientes.

Para este fim, o monitoramento microbiano de superficies hospitalares pode

ajudar a identificar dreas-alvo e melhorar a prevencdo e controle de infeccoes (IPC).
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Logo, a implementacdo de préticas de IPC pode ajudar a reduzir o risco de infecgdes.
Contudo, foi visto que em alguns hospitais mesmo realizando a limpeza subdtima, as
superficies permanecem contaminadas com patégenos microbianos (ODOYO et al.,
2021). Essa contaminac¢do residual ocorre em parte porque muitos hospitais realizam
apenas inspecdes 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.

Outro método para quantificar microrganismos € a turbidimetria, que se trata de um
método indireto em que sdo contadas as células totais (células mortas e vivas) por meio da
turvacdo do meio liquido, onde se dé o crescimento microbiano. A turbidez é obtida por
meio do espectrofotdmetro, que mede a intensidade da radiacdo, para um determinado
comprimento de onda estabelecido, desviada e/ou absorvida (VERMELHO et al., 2011).

Dentro do espectrofotdmetro a luz incidird sobre a suspensdo bacteriana até um
detector fotossensivel. Com o aumento no numero de bactérias em suspensao, menos luz
atingird o detector. Essa alteracdo € registrada pela escala do préprio instrumento em
termos de porcentagem de transmissao, pois sdo grandezas complementares. A densidade
Optica (absorbancia), por sua vez, € a unidade de medida da turvacdo do meio, isto é quanto
maior a turbidez da suspensao maior serd sua absorbancia, em contrapartida, menor sera a
quantidade de luz transmitida (transmitancia), como mostra a figura 4 (VERMELHO et.

al.,2011; TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

Figura 4 - Representacdo do método turbidimétrico em analise de Densidade Optica.
Prisma 1 Registo dos

Lente resultados

Detector

Fonte: PINHEIRO, 2016.

Na Figura 4 observa-se a representacio do método turbidimétrico para a
quantificacdo indireta do crescimento bacteriano. Os raios de luz que incidem sobre a
suspensdo bacteriana sio dispersos, pois algo (microrganismos) estard impedindo a total

passagem do feixe de luz enquanto os ndo dispersos, sdo registrados em termos de luz
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transmitida (PINHEIRO, 2015). Com isso, a leitura no espectrofotdmetro consegue
representar graficamente o crescimento microbiano, através da turva¢do do meio, que foi
analisada como parametro para estimar a concentragao celular total das amostras, ou seja,
quantificando a massa de microrganismos que estdo presentes, como mostra o grafico 2.
Grafico 2 - Contagem indireta das amostras utilizando método turbidimétrico com comprimento de
onda de 600 nm.
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O gréfico 2 exibe 18 amostras, das quais as de nimero 1 (sanitdrio do banheiro), 2

Fonte: Propria autora, 2021.

(Pia do banheiro), 5 (maca da obstetricia) e 16 (Pia da pediatria) apresentaram maior
absorbancia, 0,680; 0,623; 0,602 e 0,596, respectivamente. Logo, é possivel afirmar que
nesses locais houve um maior crescimento microbiano comparado aos demais, bem como
estd explicito para comparagdo com o cultivo microbiano, onde essas mesmas amostras em
placas de petri demonstraram elevados nimeros de UFCs a 107,

Segundo Miranda e colaboradores (2017) a leitura da densidade optica (O.D.) e
unidades formadoras de coldnia com placas a 107! de 21 isolados bacterianos obtiveram
uma faixa de absorbancia entre 0,240 para a bactéria Arthrobacter nicotinovorans a 0,964
para a bactéria Rummeliibacillus stabekisii. Esse estudo corrobora com os resultados
expresso no grafico 2, que analisou a turbidimetria também a uma propor¢do de 107! de

suspensoes bacterianas coletadas no ambiente hospitalar do municipio de Cuité.
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5.3 Extracao de DNA Metagenomico (DNAm)

A fim de monitorar o ambiente estudado e prevenir infec¢des bacterianas, um
repertorio de técnicas laboratoriais foi realizado. Sendo uma delas o isolamento do DNA
gendmico, incluindo ruptura celular, extragdo e recuperagdo de DNA. A lise das células
bacterianas € 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
sdo utilizados, pois melhoram a detec¢do 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 extragdo utilizado apds enriquecimento das amostras com
meio de cultivo demonstrou eficiéncia em obter o DNA para as técnicas moleculares
empregadas.

A extragdo do material genético das amostras representa a etapa essencial na
obtencdo de DNA de boa qualidade. Portanto, € imprescindivel avaliar as metodologias
disponiveis para esse processo, otimizando os protocolos e procedimentos que
proporcionem quantidade, pureza e integridade suficientes ao DNA, obtendo assim

amostras de alta viabilidade, como mostra a maioria das extracdes na figura 5.

Figura 5 - Extracio de DNA metagenomico dos ambientes avaliados.
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Legenda- Extremidades marcador de peso Molecular DNA Ladder 100pb (M). Amostras de 1 a 3

Posto da urgéncia; 4 a 6 banheiro da maternidade; 7 a 9 pediatria; 10 a 12 laboratério; 13 a 15
obstetricia; 16 a 18 sala de urgéncia.

Fonte: Propria autora, 2021.

A remocao de contaminantes é um fator chave importante para uma PCR bem-

sucedida, posto que a qualidade e a integridade do DNA afetardo diretamente os resultados
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de todos os procedimentos subsequentes (CLAASSEN-WEITZ et al., 2020). Apesar dos
rastros observados abaixo das amostras de DNA extraidas elas expressaram prosperidade
frente as amplificagdes dos genes 16S rRNA. Esses rastros podem ser provenientes de

substincias aromaticas dificilmente separadas no protocolo de extracio do DNA pelo

método CTAB.

5.4 Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)

Para as reagdes com o gene 16S rRNA foram utilizados conjuntos de primers
especificos, sendo estes 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 6 € possivel observar a clareza na distribui¢cdo dos amplicons.

Todos os microrganismos tém pelo menos uma cépia do 16S, tornando-o
onipresente e, como ¢ altamente conservado e evolui lentamente, é o alvo Unico mais
amplamente utilizado para estudos filogenéticos e caracterizacdo taxondmica de bactérias
e arquéias. Este gene possui aproximadamente 1600 pares de bases de comprimento e inclui
nove regides hipervaridveis de conservacdao (V1-V9). Regides mais conservadoras sao
uteis para determinar os taxons de classificagdo mais alta, enquanto aquelas de evolugao
mais rapida podem ajudar a identificar géneros ou espécies (BUKIN et al., 2019).

Church e pesquisadores (2020) salientaram que primers com construcoes
semelhantes ao ISBA geralmente t€m como alvo os primeiros 500 pb do gene da
subunidade ribossdmica pequena, pois a andlise das regides V1-V3 € considerada suficiente
para permitir a identificag¢do 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 construcio dos primers
bem como para sua aplicacdo, seja para sequenciamento direto ou para construgdo de
bibliotecas gendmicas, se mostrou efetiva podendo contribuir substancialmente para o

isolamento e anédlise global das popula¢des microbianas, como mostra a figura 6.
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Figura 6 - Amplificacdo de DNA metagenomico utilizando o primer 16S.
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Legenda - Extremidades marcador de peso Molecular DNA Ladder 100pb (M). Amostras de 1a 3

Posto da urgéncia; 4 a 6 banheiro da maternidade; 7 a 9 pediatria; 10 a 12 laboratoério; 13 a 15
obstetricia; 16 a 18 sala de urgéncia; X — Controle negativo.

Fonte: Préopria autora, 2021.

A figura 6 demonstra a amplificagdo das amostras e a plenitude da eficiéncia dos
primers utilizados, as bandas claras e fortes analisadas em gel de agarose concordam com
a qualidade da amplificacdo do gene 16S.

Outra técnica empregada na identificacdo de diferentes organismos seja para
caracterizagdo ou para estudos prévios € a técnica de RAPD (Polimorfismos no DNA
Amplificados Aleatoriamente) como mostra a figura 7, que apesar de ser um marcador
molecular dominante, ou seja, ndo distinguir heterozigotos de homozigotos (MEDRAOUI
et al., 2007), dependendo do objetivo que se pretende alcancar, muitas informacdes

importantes podem ser obtidas para selecionar material genético de interesse.
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Figura 7 - Amplificacoes RAPD com linhagens aleatérias utilizando os primers H09 (linha A) e N15
(linha B).

Fonte: Propria autora, 2021.

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 randomicas em reacdes de PCR nos organismos estudados (SANTOS et al.,
2010). Contudo, melhorias nos parametros de reagdo podem tornar os primers mais
seletivos € com uma maior reprodutibilidade experimental. Neste caso foi utilizada uma
temperatura de 50°C para o anelamento dos primers e um tempo curto de 30 segundos. Isto
favorece a execug¢do do experimento e diminui os produtos inespecificos da reagdao
aumentando a confiabilidade do experimento e permitindo a obtencdo de padrdes de
bandeamento mais eficientes e contdveis com maior facilidade, como exibe a figura 7.

E possivel perceber a semelhanca genética entre certas bactérias e a diferenca
genética entre outras, permitindo inferir que certos isolados sdo na verdade bactérias
1dénticas geneticamente e outros isolados sdo realmente organismos unicos que fazem parte
da colecdo de microrganismos do trabalho. Dessa forma, possibilitando a compreensdo de
que hd padrdoes com cardter monomoficos, apresentando estruturas essencialmente
semelhantes como as amostras 3 (corrimao do banheiro) e 4 (berco da obstetricia) da linha
A, e carater polimoficos, apresentando variagdes como a amostra 5 (maca da obstetricia) e

6 (equipamento da obstetricia) da linha B. Esta andlise ainda permite inferir que a
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composicdo microbiana dos itens avaliados de um mesmo ambiente difere em suas
caracteristicas genotipicas, como & apresentado nas amostras 5 e 6 da obstetricia, ou seja,
expressando a multiplicidade das espécies.

Foram utilizados dois primers RAPD para a constru¢cdo desses perfis, o H09 e o
N15 descritos por Santos e colaboradores (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.

De acordo com os primers, percebeu-se que o nimero de bandas amplificadas
variou, uma vez padronizadas em bandas de alta intensidade e outras t€énues ou menos
intensas. A variacdo na intensidade das bandas pode ser explicada pelas diferencas no
nimero de copias amplificadas do fragmento, causadas pela competi¢do entre produtos no
processo de PCR, enquanto as bandas consideradas comuns sdao comparadas como
presentes ou ausentes € convertidas em dados (1 ou 0, respectivamente), 0s quais sao
utilizados na andlise de comparagdo entre os gendtipos (BINNECK; NEDEL;
DELLAGOSTIN, 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 padroes para determinadas espécies sejam definidos, favorecendo identificacdes

futuras mais rapidas.

5.5 Triagem da atividade antibacteriana da Ampicilina

Hodiernamente, € sabido que o uso indiscriminado e automedicacdo por
antibiéticos aumentaram; esta pratica exacerbada no periodo pandémico intensificou ainda
mais a resisténcia bacteriana a muitos outros medicamentos. A exemplo disso é a
Ampicilina que embora j4 esteja entre os antibidticos resistentes a determinadas linhagens,
quando em associa¢des com outras substancias ainda € bastante utilizado no tratamento de
infeccdes oportunistas presentes no ambito hospitalar, além de estar na Lista Modelo de
Medicamentos Essenciais da Organizacdo Mundial da Saide em virtude da sua baixa
toxicidade, baixo custo de producdo e eficicia (LEE et al., 2018).

Nesse contexto, com a finalidade de avaliar a atividade antimicrobiana da
Ampicilina foram selecionadas as dreas de maior contaminacao para realizar uma triagem
nas concentragdes de 100 ug/mL, 200 ug/mL e 500 ug/mL do antibidtico estudado,

distribuidos em pocos juntamente com o indculo e 0 meio de enriquecimento, como mostra
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a figura 8. O parametro utilizado neste teste para avaliar o crescimento microbiano se deu

através da visualizacdo da turbidez do meio.

Figura 8 -Triagem da atividade antibacteriana da Ampicilina em placa de 96 pocos nas
concentracoes [100 ug/mL], [200 ug/mL] e [S00 ug/mL].

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

Legenda - banheiro da maternidade (1), berco da obstetricia (2), equipamento do laboratério (3), pia
do banheiro da maternidade (4), armario de medicamentos (5) e macaneta (6), maca da sala de
urgéncia (7) e armario de injetaveis da pediatria (8); CN — Controle Negativo, CP — Controle
Positivo.

Fonte: Propria autora, 2021.

Analisando a figura 8, observa-se que a amostra 4 (pia do banheiro) apresentou
turbidez nos pogos de todas as concentracdes de antibidtico testadas. Um estudo publicado
na revista Science em 2016, trouxe demonstracdes em larga escala de como uma bactéria
reage a doses crescentes de antibidticos, em que a cada nivel de concentracao da droga, um
pequeno segmento das bactérias se adaptava as condicdes adversas, resultado de sucessivas
mudangas genéticas (BAYM et al., 2016). Dessa forma, ao se adaptar a determinada
concentragdo, alta ou ndo, a bactéria ainda consegue se proliferar e prosseguir com sua
patogenicidade, conforme evidenciado nesse ensaio.

E notério que nem todos os pocos presentes na microplaca expressaram turbidez
acentuada, isto ndo quer dizer que inexistam bactérias ou que elas ndo possam se proliferar
ou até mesmo se adaptar ao meio. Este experimento foi realizado por 3 dias. No estudo da

Baym er al (2016) alguns experimentos duraram mais de 30 dias e ainda sim mostraram
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adaptacdo e crescimento bacteriano. Percebe-se que a amostra 4, apresentou maior
crescimento, atestando resisténcia a Ampicilina em altas concentragdes. Isso mostra o
quanto as terapias farmacoldgicas diminuem ao longo do tempo, a0 mesmo passo que as
bactérias se tornam cada vez mais ameacadores a sociedade. Além disso, as amostras 6, 7
e 8 também demonstraram visualmente uma tendéncia na queda do crescimento na medida
que a concentragdo de antibidtico aumenta. Varios insights podem ser tirados sobre este
teste ensejando a possibilidade de trabalhos futuros que utilizem esses testes rapidos para
controle da qualidade de limpeza e desinfeccdo hospitalar, independentemente do
isolamento e identificacdo das bactérias presentes.

Hospitais e superficies sdo reservatdrios negligenciados para uma série de
microrganismos que podem impactar diretamente a saide humana por meio de
contaminagdes ou infeccoes (NOGUEIRA, 2009). Assim, a andlise microbiana de
determinados locais auxilia na descoberta de novos métodos de controle e prevengao desses
microrganismos, a pia do banheiro, designa uma superficie aparentemente limpa, mas que
pode estar ocasionando maiores problemas para os enfermos, posto que bactérias e virus
nao sdo observaveis a olho nu. Neste cendrio, as inspecdes devem dispor de metodologias
mais seguras e eficazes.

Outro teste foi realizado para avaliar a atividade antibacteriana da Ampicilina, desta
vez em placas de petri, nas concentracdes 10pug/mL, 50ug/mL, 100pg/mL e 150 pg/mL. A
amostra em estudo € referente ao sanitdrio do banheiro da maternidade, a seguir na figura

9.

Figura 9- Amostras de bactérias resistentes a Ampicilina nas concentracées [10pg/mL], [S0pg/mL],
[100pg/mL] e [150 pg/mL], coletadas no sanitario do banheiro da maternidade.

10pug/mL 50pg/mL 100pg/mL 150 pg/mL

Fonte: Propria autora, 2021.
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Qualquer organismo pode sofrer alteragdes genéticas e dar saltos evolutivos rapidos
capazes de infectar outras espécies ou de se tornarem resistentes aos tratamentos
conhecidos (GASPAR et al., 2007). Portanto, ao analisar a figura 9, é possivel observar
que houve uma reduc¢d@o no crescimento microbiano a medida que as doses de Ampicilina
sdo ajustadas, contudo, pouco significativa, uma vez que a resisténcia presente na
concentracdo 150 pg/mL € bastante expressiva.

De acordo com Pires et al (2007) as bactérias apresentam alta resisténcia a
ampicilina, porém esse antibidtico ainda tem acdo antimicrobiana e deve ser usado em
casos que as bactérias sdo mais resistentes aos outros antibidticos ou quando o paciente
possui sensibilidade aos outros medicamentos.

A associacido da Ampicilina com sulbactam sdo realizadas no intuito de melhorar a
sua eficacia. Assim como estudos investigam a conjugacao de antibidticos a nanoparticulas
de prata que 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 com nanoparticulas
de prata apresentou atividade melhorada contra cepas de K. pneumoniae e E. coli (MUREI

et al., 2020).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Dado o exposto, conclui-se que os resultados encontrados neste estudo refletem um
nivel alto de contaminacgdo, levando em consideracdo que as superficies, equipamentos,
macas, salas de urgéncia, laboratorio, leitos e outras dreas do Hospital estavam altamente
infectadas, como exibe os resultados supracitados. Assim, diante das observacdes da
disseminagdo de patégenos no ambiente hospitalar, faz-se necessdrio maior entendimento,
controle das fontes e disponibilizacdo de recursos, considerando que o conhecimento destes
microrganismos € relevante para otimizar o tratamento das infeccoes e estabelecer medidas
preventivas.

A presenca de microrganismos em ambientes seja ele qual for ndo € um fato
surpreendente, é uma realidade. Mas, ainda importuna os 6rgaos de saide 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 identificacdo microbiana naquela determinada populagdo e
assim, buscar métodos eficientes e especificos para este fim, auxiliando no dominio das
bactérias e posteriormente das infecgdes nosocomiais.

As técnicas moleculares demonstraram eficidcia 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
compreensdo de microbiomas de hospitais e outros ambientes mesmo que de modo global
e superficial.

E imprescindivel a preocupagio com o uso arbitrario de antibiéticos pela sociedade,
sendo nitida a adaptacdo e resisténcia das bactérias a Ampicilina no presente estudo,
mesmo em altas concentragdes da droga. Nao apenas desenvolvendo resisténcias, como
também dificultando o tratamento de infec¢des nosocomiais. Portanto, monitorar e
prevenir infeccdes hospitalares sio medidas essenciais na eficicia e qualidade dos cuidados
em satde, bem como, o fornecimento de informagdes importantes como o desenvolvimento

deste trabalho auxilia na introducio de programas eficientes e profilaticos em hospitais.
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