UFERSA

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO SEMI-ARIDO
PRO-REITORIA DE GRADUACAO
DEPARTAMENTO DE BIOCIENCIAS
CURSO DE BIOTECNOLOGIA

Arthur Mousinho de Andrade Verissimo

Identificacado Molecular de Espécie em Isolados de Acinetobacter sp. e

Pseudomonas sp. de Origem Hospitalar

MOSSORO
2024



Arthur Mousinho de Andrade Verissimo

Identificacado Molecular de Espécie em Isolados de Acinetobacter sp. e

Pseudomonas sp. de Origem Hospitalar

Monografia apresentada a Universidade
Federal Rural do Semi-Arido como requisito
para obtencdo do titulo de Bacharel em
Biotecnologia.

Orientador: Prof. Dr. Caio Augusto Martins
Aires

MOSSORO
2024



© Todos os direitos estdo reservados a Universidade Federal Rural do Semi-Arido. O contetido desta obra é de inteira
responsabilidade do (a) autor (a), sendo o mesmo, passivel de san¢des administrativas ou penais, caso sejam infringidas as leis
gue regulamentam a Propriedade Intelectual, respectivamente, Patentes: Lei n® 9.279/1996 e Direitos Autorais: Lei n°
9.610/1998. O contetdo desta obra tomar-se-a de dominio publico ap6s a data de defesa e homologacao da sua respectiva

ata. A mesma podera servir de base literaria para novas pesquisas, desde que a obra e seu (a) respectivo (a) autor (a)

sejam devidamente citados e mencionados os seus créditos bibliograficos.

V516i  Verissino, Arthur Mousinho de Andrade.
Identificacdo nol ecul ar de espécie em i sol ados
de Acinetobacter sp. e Pseudononas sp. de origem
hospitalar / Arthur Musinho de Andrade Verissino.
- 2024.
54 f. : il.

Oientador: Cai o Augusto Martins Aires.

Monogr afi a (graduacdo) - Universi dade Federal
Rural do Sem -a&rido, Curso de Biotecnol ogia,
2024.

1. anplificacdo de genes. 2. |IRAS. 3.
identificac8do bacteriana. I. Aires, Caio Augusto
Martins, orient. II. Titulo.

Ficha catalografica elaborada por sistema gerador automato em conformidade
com AACR2 e os dados fornecidos pelo) autor(a).
Biblioteca Campus Mossor6 / Setor de Informacéo e Referéncia
Bibliotecéria: Keina Cristina Santos Sousa e Silva
CRB: 15/120

O servigo de Geragédo Automatica de Ficha Catalogréafica para Trabalhos de Concluséo de Curso (TCC’s) foi desenvolvido pelo Instituto
de Ciéncias Matematicas e de Computacédo da Universidade de S&o Paulo (USP) e gentilmente cedido para o Sistema de Bibliotecas

da Universidade Federal Rural do Semi-Arido (SISBI-UFERSA), sendo customizado pela Superintendéncia de Tecnologia da Informagéo
e Comunicacgéo (SUTIC) sob orientagdo dos bibliotecarios da instituicdo para ser adaptado as necessidades dos alunos dos Cursos de
Graduacao e Programas de Pés-Graduagdo da Universidade.



Arthur Mousinho de Andrade Verissimo

Identificacado Molecular de Espécie em Isolados de Acinetobacter sp. e

Pseudomonas sp. de Origem Hospitalar

Monografia apresentada a Universidade
Federal Rural do Semi-Arido como requisito
para obtencdo do titulo de Bacharel em
Biotecnologia.

Defendida em: / /

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Caio Augusto Martins Aires (UFERSA)
Presidente

Me. Monica Ellen da Costa Soares (UFERSA)
Membro Examinador

Prof. Dr. Thiago Pavoni Gomes Chagas (UFF)
Membro Examinador

Discente



DEDICATORIA

Dedico a minha familia, por cada sacrificio
que tornou possivel o meu caminho até a Biotecnologia.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a minha familia, que me ensinou a me desafiar e a alcangar as minhas metas,
e por ndo poupar esfor¢os para que eu as alcancasse, sendo meu ponto de apoio e seguranga

durante os desafios enfrentados.

Agradeco ao meu orientador, Prof. Dr. Caio Augusto Martins Aires, por todo
conhecimento repassado e orientagdo, bem como pelo apoio, paciéncia e compreensdo durante
a confeccdo deste trabalho. Servindo de exemplo de dedicagdo e esforco na sua area de

atuacdo profissional e pessoal.

Agradeco a equipe do Laboratorio de Microbiologia Clinica da UFERSA por todo
auxilio fornecido para que esse trabalho fosse concluido e por todos os momentos vivenciados

em laboratorio que contribuiram para minha formacao profissional e pessoal.

Agradeco a Docente, Profa. Dra. Ana Carla Didgenes Suassuna Bezerra, por ter sido a
primeira a abrir as portas de seu laboratorio e me apresentar o mundo da pesquisa e

desenvolvimento cientifico.

Agradeco a Banca Examinadora pela disponibilidade em avaliar este trabalho, bem

como pelas contribui¢des a ele dadas.

Agradeco aos meus amigos que dividiram comigo o peso dos desafios e da jornada no
curso de Bacharelado em Biotecnologia, tornando essa trajetoria mais leve com momentos

inesqueciveis.



EPiIGRAFE

“A Biotecnologia surge para resolver
roblemas reais de pessoas reais.
bl d ”

Alexsandra Pereira



RESUMO

A identificacdo bioquimica das espécies amplamente utilizadas na rotina laboratorial pode
apresentar falhas, resultando na identificacdo com baixa precisdo. Assim, métodos baseados
na amplificagdo de acidos nucleicos, vém sendo desenvolvidas e aplicadas com intuito de
garantir uma identificacdo mais eficiente e precisa. Nesse contexto, o presente trabalho tem
por objetivo diferenciar as espécies A. baumannii e P. aeruginosa dentre outros isolados de
origem hospitalar a partir da selecdo dos isolados bacterianos, realizagio da PCR de
identificagdo e, por fim, diferenciagdo das espécies nos isolados. Para tal, foram utilizados
isolados bacterianos de origem hospitalar previamente identificados como Acinetobacter sp. €
P. aeruginosa por testes bioquimicos no hospital de origem. Posteriormente, o DNA de cada
isolado bacteriano foi extraido para a utiliza¢do na identificacdo por PCR. Como resultado, foi
observado a maior frequéncia de A. baumannii e P. aeruginosa entre os 80 isolados
analisados, majoritariamente pertencentes a UTI e provenientes de amostras de secre¢ao
traqueal, urina e sangue. As PCRs de identificacdo das espécies apresentaram boa capacidade
de diferenciacdo das espécies entre os isolados bacterianos e maior exatiddo quando
comparados ao método bioquimico. O presente estudo apresenta uma metodologia mais exata,
podendo vir a auxiliar no diagndstico e promover um maior controle das IRAS. Resultando
em uma maior seguranga ao paciente, bem como na redugdo da ocorréncia das infecgdes em

ambientes de assisténcia a saude.

Palavras-chave: amplificacdo de genes; IRAS; identificagdo bacteriana.



ABSTRACT

Biochemical identification of species widely used in laboratory routine may present errors,
resulting in low-precision identification. Therefore, methods based on nucleic acid
amplification have been developed and applied in order to ensure more efficient and accurate
identification. In this context, the present study aims to differentiate the species 4. baumannii
and P. aeruginosa among other isolates of hospital origin by selecting bacterial isolates,
performing PCR for identification and, finally, differentiating the species in the isolates. For
this purpose, bacterial isolates of hospital origin previously identified as Acinetobacter sp. and
P. aeruginosa by biochemical tests in the hospital of origin were used. Subsequently, the DNA
of each bacterial isolate was extracted for use in PCR identification. As a result, the highest
frequency of A. baumannii and P. aeruginosa was observed among the 80 isolates analyzed,
mostly belonging to the ICU and coming from samples of tracheal secretion, urine and blood.
The PCRs for species identification showed good capacity for species differentiation among
bacterial isolates and greater accuracy when compared to the biochemical method. The
present study presents a more accurate methodology, which may aid in the diagnosis and
promote greater control of HAIs, resulting in greater patient safety, as well as a reduction in

the occurrence of infections in healthcare settings.

Keywords: gene amplification; HAIs; bacterial identification.
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1 INTRODUCAO

A identificagdo de microrganismos ¢ essencial para diversas areas, incluindo a
microbiologia clinica (Franco-Duarte et al., 2019). Uma das atuagdes do laboratorio de
microbiologia consiste em garantir uma identificacdo rdpida e precisa de microrganismos
patogénicos, possibilitando ao microbiologista a aplicacdo apropriada do teste de
susceptibilidade aos antimicrobianos a fim de garantir uma melhor interpretacdo dos
resultados de acordo com os pontos de corte estabelecidos pelas instituicdes regulatorias
(Koneman et al., 2017; Sanchez et al., 2015).

Com isso, a identificacdo dos isolados clinicos compreende o primeiro passo para
possibilitar aos clinicos a compreensdo da etiologia das infecgdes, auxiliando na determinagao
da melhor terapéutica a ser aplicada (Koneman et al., 2017). Para tal, a determinacao de uma
técnica apropriada ¢ essencial para uma identificagdo precisa (Franco-Duarte ef al., 2019).

A identificacdo bacteriana consiste na utilizacao de técnicas baseadas no fenotipo e no
genotipo, onde a genotipica se apresenta como melhor alternativa para determinagdao da
identidade e compreensdo epidemioldgica bacteriana (Bou ef al., 2011). As técnicas baseadas
no fenotipo representam as mais amplamente utilizadas, porém o tempo requerido para
identificagdo de microrganismos com abordagens tradicionais, como morfologia e
bioquimica, leva de dois a cinco dias (Sanchez et al., 2015). Além do longo periodo
necessario, essas abordagens nem sempre garantem uma correta identificacdo a nivel de
espécie (Bochner, 2008).

Grande parte dos laboratérios de microbiologia clinica atualmente contam com a
utilizacdo de sistemas comerciais semi-automaticos ou automatizados para realizar a
identificacdao por caracterizacdo bioquimica (Sanchez et al., 2015). Sistemas como o Vitek®
sdo normalmente utilizados, apesar das limitagcdes dos métodos fenotipicos, devido a fornecer
uma identificacdo inicial a baixo custo e possuir pessoal habilitado na metodologia
(Georghiou ef al.,1995).

Os métodos moleculares baseados na amplificacao de acidos nucleicos surgem como
alternativa para garantir uma identificagdo mais exata (Chang et al., 2021). Nesse contexto, a
PCR ou sistemas baseados em PCR podem ser utilizados cada vez mais para identificar e
avaliar a frequéncia das espécies bacterianas em ambientes hospitalares, incluindo

Acinetobacter sp. e Pseudomonas sp. (Cason et al., 2022).
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. Infecgdes Relacionadas a Assisténcia a Saude - IRAS

O termo IRAS vem sendo utilizado em substituicdo ao termo “Infec¢cdes Hospitalares”
(Leal; Freitas-Vilela, 2021), sendo aquelas infec¢des obtidas em decorréncia da assisténcia a
saude no periodo no qual o individuo permaneceu internado ou realizou procedimentos
invasivos, seja em hospital ou outros locais de assisténcia como clinicas ambulatoriais,
centros de reabilitacdo e homecare (ANVISA, 2021). Estando geralmente associado com a
utilizacdo de dispositivos invasivos, realizagdo de operagdes cirurgicas € microrganismos
resistentes aos antimicrobianos (Leal; Freitas-Vilela, 2021). As IRASs compreendem uma
problematica mundial, pois promovem o aumento da mortalidade, aumento do tempo de
internagao e aumento dos custos da assisténcia (Alvim et. al, 2019).

De acordo com Storr et. al (2017), os custos médicos em hospitais nos Estados Unidos
da América relacionados as IRASs correspondem a uma faixa de U$35,7 a U$45 bilhdes por
ano. Em comparagdo, a Europa apresenta um custo anual de aproximadamente € 7 bilhdes.
Ambos representam um impacto econdmico significativo. Todavia, apesar do impacto
econdmico gerado pelas IRAS, estas podem ser evitadas em grande parte através de medidas
que visem a prevengao e controle de infec¢des nos servigos de satide (ANVISA, 2021).

No Brasil, uma pesquisa desenvolvida por Oliveira et. al (2024) com o objetivo de
estimar o impacto financeiro de um projeto de prevencdo das IRAS em institui¢des das cinco
regides brasileiras demonstrou que o custo médio para infec¢des na corrente sanguinea,
pneumonia associada ao equipamento de ventila¢do e infec¢des do trato urindrio associado ao
cateter correspondem a aproximadamente a R$ 44.944,00, R$ 53.206,70 e RS 39.759,20,
respectivamente. Em consonancia, outro estudo relatou que o custo médio diario de um
paciente com IRAS ¢ 55% superior quando comparado a um paciente sem IRAS (Kiffer et al,,
2015).

Estas infec¢des sao ocasionadas geralmente por microrganismos multirresistentes aos
antimicrobianos (geralmente bactérias) que promovem o aumento de custo de atendimento
devido a necessidade de um maior tempo de permanéncia no ambiente hospitalar para
administracdo de antimicrobianos de ultima gerag¢do (Leoncio et.al, 2019). A resisténcia aos
antibidticos vem sendo considerada um problema de satde publica, onde a Organizacao
Mundial da Saude (OMS) estima que cerca de 50 milhdes de mortes por ano serdo provocadas
por infecgdes associadas a resisténcia aos antimicrobianos (Zhen et. al, 2019; Giono-Cerezo

et. al, 2020).
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Diante disso, a OMS estabeleceu uma lista de microrganismos prioritarios para
pesquisa e desenvolvimento de novos antibidticos, dentre estes, o grupo ESKAPE
(Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, A. baumannii, P.
aeruginosa ¢ Enterobacter spp.) se destaca por ser composto por microrganismos
caracterizados por sua alta capacidade de resisténcia intrinseca e adquirida aos
antimicrobianos (De Oliveira et. al, 2020). Assim também, o Centro de Controle e Preven¢ao
de Doengas (CDC), destaca dentre os microrganismos prioritarios nos servigos de satude, a
Acinetobacter sp. e P. aeruginosa, categorizados como ameacga urgente e séria ameaga a saude
publica, respectivamente, devido ao aumento no niimero de cepas resistentes a antibidticos
(Valcek et. al, 2022).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), 6rgao responsavel
pelo controle e prevencdo de IRAS, desenvolveu o Programa Nacional de Prevencdo e
Controle de Infec¢des Relacionadas a Saude (PNPCIRAS) com o objetivo de elaborar
diretrizes, normas e medidas para o controle das IRAS. Diante disso, o PNPCIRAS vigente
durante o periodo de 2021 a 2025 apresenta como um de suas finalidades o controle dos
microrganismos multirresistentes tidos como prioritarios nos servicos de saude (ANVISA,

2021), como A. baumannii e P. aeruginosa.

2.2. Género Acinetobacter e Acinetobacter baumannii

O género Acinetobacter compreende nas bactérias caracterizadas por serem
Gram-negativas de formato cocobacilar, aerdbicas, ndo fermentadoras de carboidratos, de
facil cultivo, sem motilidade, catalase positiva, oxidase negativa e com o conteiido de guanina
e citosina entre 39 a 42% (Peleg; Seifert; Paterson, 2008). Sendo a obtencdo do primeiro
isolado bacteriano do género realizado pelo microbiologista holandés Beijerinck no ano de
1911, a partir do solo e meio de cultura simples enriquecido com acetato de calcio (Howard et
al.,2012).

Com mais de 77 espécies registradas (Migliaccio et al., 2023), o género apresenta
algumas espécies de interesse clinico, por estarem associadas as IRASs, como A. baumannii,
A. pittii e A. nosocomialis que compdem o Complexo Acinetobacter calcoaceticus-baumannii
(CAB) (Wisplinghoff et al., 2012). Tal complexo, consiste em seis espécies de bactérias
fenotipicamente similares e genotipicamente proximas, sendo elas A. baumannii, A. pittii e A.
calcoaceticus, A. nosocomialis, A. seifertii e A. lactucae (Villalon et al., 2019; Almeida et al.,
2013; Snelling et al., 1996).

Dentre as espécies que compreendem o CAB, A. baumannii € o patdgeno causador de
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infec¢des humanas mais comum em unidades de terapia intensiva (UTI) no mundo (Stanbro
et. al, 2020). Seu impacto decorre principalmente dos mecanismos de resisténcia de bomba de
efluxo, alteragdo do sitio alvo e alteragdo da permeabilidade da membrana atribuidos a
espécie, concedendo-lhe resisténcia a varias classes de antimicrobianos (Verma et al., 2021).

A. baumannii ¢ caracterizado como um patdégeno oportunista que esta associado
frequentemente a pacientes imunocomprometidos, principalmente aqueles com permanéncia
prolongada (Howard et al., 2012). Dentre as principais infecgdes, pode provocar pneumonia
associada ao equipamento de ventilacdo, infecgdes no trato urindrio e bacteremia (Antunes;
Visca; Towner, 2014).

Além do A. baumannii, as demais espécies, A. pittii, A. nosocomialis, A. seifertii e A.
lactucae se caracterizam como as mais preocupantes do CAB, tendo em vista a resisténcia aos
antimicrobianos e a habilidade em permanecer em ambientes hospitalares (Wisplinghoff ef al.,
2010; Villalon et al., 2019). Concomitantemente, 4. calcoaceticus consiste em uma espécie
ambiental ndo relacionada a doengas clinicas (Howard et al., 2012). Dessa forma, torna-se
essencial para a realizagdo de estudos epidemiologicos a distingdo dos isolados,
principalmente de A. baumannii (Snelling et al., 1996).

Para além das espécies que compdem o CAB, outras espécies vém tendo sua
importancia clinica reconhecida (Turton et al., 2010). Sendo cada vez mais relatadas na
literatura, principalmente associada a resisténcia aos antimicrobianos. 4. bereziniae, A. soli e
A. junii j4 foram descritas como agentes causadores de infec¢des, enfatizando a importancia

da distin¢ao dos isolados (Baraka et al., 2020).

2.3. Género Pseudomonas e Pseudomonas aeruginosa

O género Pseudomonas € caracterizado por ser um grande e complexo grupo de
organismos pertencentes a familia Pseudomonadaceae, compreendendo mais de 200 espécies
descritas, sendo algumas delas de interesse clinico (Euzeby, 2009). Dentro do género, P.
aeruginosa possui maior importancia clinica, mais comumente relatada por estar associada a
infeccdes humanas, em animais de sangue quente (mamiferos e aves) e devido a sua
multirresisténcia aos antimicrobianos que dificultam sua erradicagdo, elevando os indices de
morbidade e mortalidade (Neves et al., 2011; Lorenzo, 2014).

P aeruginosa compreende uma espécie bacteriana de interesse clinico e
epidemiologico, pois consiste no principal microrganismo responsavel por provocar IRAS
dentre as bactérias ndo fermentadoras de glicose (Santos et al., 2015). Ademais, ¢ considerado

um microrganismo Gram-negativo oportunista que pode ser contraido em hospital, afetando
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principalmente individuos imunocomprometidos. Sendo capaz de causar infec¢des no trato
urinario, em queimaduras, em procedimentos cirurgicos, olhos e sangue (Mielko ef al., 2019).

Além de P. aeruginosa, outras espécies do género Pseudomonas como P. putida, P.
fluorescens, P. monteilii, P. otitidis, P. mosseli, P. stutzeri, entre outras, sio também
consideradas espécies de importancia médica, porém infecgdes envolvendo essas espécies sao
mais incomuns (PHE, 2015). A exemplo, P. fluorescens vem sendo descrita como capaz de
provocar infecgdo iatrogénica, de modo que sepse, choque séptico e formagdo de coagulo
podem ocorrer devido a infeccdo. Ja P stutzeri ¢ descrita como estando associada a
endocardite (Hu et al, 2022). Por outro lado, também ¢ descrita como uma espécie
encontrada em plantas, onde dificilmente ¢ a causa de doencas humanas. Enquanto isso, P.
aeruginosa consiste em uma espécie amplamente reconhecida por causar diversas
enfermidades (Matar, 2018; Nikel; De Lorenzo, 2018).

Infec¢des causadas por isolados de P aeruginosa se caracterizam como sendo de
dificil tratamento devido a resisténcia intrinseca da espécie, de modo que infecg¢des
provenientes do ambiente de assisténcia a satde provocam o aumento do tempo de internagao,
mortalidade e custo de tratamento. Todavia, a mortalidade pode ser minimizada a partir do
tratamento precoce com administracdo do medicamento adequado (Copur Cigek, Aysegiil et
al., 2021). Dessa forma, torna-se essencial a identificacdo das espécies de Pseudomonas com
o intuito de realizar a intervencao clinica mais adequada (Gomila et. al, 2017).

A identificacdo de P. aeruginosa apresenta desafios devido a sua diversa presenga
ambiental e proximidade fenotipica entre as espécies de Pseudomonas, dificultando a
identificacdo precisa. A utilizagdo de métodos baseados em cultura contribui para a
identificacdo erronea das espécies pertencentes ao género, como foi observado por Taudien et
al. (2023). Tal cenario torna-se mais alarmante no ambiente clinico, onde a classificagao

equivocada promove a atribui¢do inadequada do tratamento.

2.4 Métodos de Identificacio Bacteriana

A identificacdo de amostras de origem clinica requer metodologias apropriadas a
serem utilizadas pelos laboratorios. Os métodos classicos como utilizagdo de meios de cultura
adequados, microscopia, ensaios antigeno-anticorpo e testes moleculares para deteccdo de
acidos nucleicos consistem nas principais abordagens utilizadas (Bursle; Robson, 2016).

A microscopia, o cultivo bacteriano e imunoensaios vem sendo utilizados como fontes
de obteng¢do de dados em laboratdrio, para a realizacdo de identificacdo e diagndsticos

(Schmitz et al., 2022). A utilizagdo de métodos tradicionais, como o cultivo bacteriano e



21

testes bioquimicos, para identificagdo de bactérias patogénicas consistem em métodos faceis,
de baixo custo e padronizados. Todavia, ndo permitem a diferenciacao entre o microrganismo
alvo e nao-alvo, sdo laboriosos, requerem muito tempo € nao sdo recomendados para
microrganismos de dificil cultivo ou ndo cultivaveis (Franco-Duarte et al., 2019). Nesse
sentido, bactérias patogénicas capazes de serem cultivadas em razoavel intervalo de tempo
podem ter seu cultivo in vitro considerado padrao-ouro. Uma vez que se obtém o patogeno
isolado, este pode vir a ser submetido ao teste de susceptibilidade aos antimicrobianos,
garantindo o uso do agente antimicrobiano mais adequado (Bursle; Robson, 2016).

Meétodos baseados na utilizagdo de meios de cultura consistem predominantemente na
identificacdo preliminar da bactéria isolada através da observagdo das caracteristicas da
colonia formada. Tais caracteristicas auxiliam na sele¢ao de meios de culturas diferenciais e
testes com o intuito de identificar cepas isoladas (Koneman et al., 2017). Os testes
bioquimicos sdo utilizados para identificacdao de bactérias a partir da produgdo de enzimas que
participam dos processos de descarboxilagdo e desidrogenacdo, além da capacidade de
fermentagao (Tortora; Case; Funke, 2016).

As contribuicdes dadas por Fanny Hesse (1881) e Richard Petri (1887) marcaram o
inicio do avanco da identificacdo microbiana (Hesse; Groschel, 1992; Petri, 1887). A
utilizagdo de 4gar em meios de cultura e o desenvolvimento da placa de Petri,
respectivamente, proporcionaram a realizacdo do isolamento e a propagagdo de culturas
bacterianas puras, aspecto essencial para a identificagdo por permitir a caracterizagao inicial
por padrdes morfologicos e bioquimicos (Bonnet ef al., 2020).

Posteriormente, até o final da década de 1960, as reagdes bioquimicas eram realizadas
de forma manual em tubos de ensaio. Porém, tal cenario ¢ alterado com a inser¢ao de sistemas
miniaturizados manuais para a realizacdo de uma identificagdo mais rapida. Uma vez que
estes consistem em kits que pré-selecionam testes bioquimicos para os diferentes grupos de
microrganismos (Janda; Abbott, 2002). No decurso, a necessidade de tempo de resposta
menor, maior eficiéncia e a maior capacidade de realizacdo de testes bioquimicos,
compreenderam os fatores que impulsionam a introducdo da automagdo da identificacao
bioquimica na rotina laboratorial.

Desenvolvido na década de 1970, o sistema automatizado Vitek® (bioM¢érieux) ¢ um
dos exemplos atuais disponiveis comercialmente que possuem um sistema automatizado de
microdiluigdo em caldo que determina o crescimento microbiano a partir da emissdo e
detec¢do de luz por scanner Optico (Arbefeville; Timbrook; Garner, 2024). Um dos mais

comumente utilizados pois permite tanto a identificagdo quanto a determinacdo da
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suscetibilidade do microrganismo aos antimicrobianos (Buszewski et al., 2017).

Esses sistemas automatizados disponiveis comercialmente utilizam de varios testes
bioquimicos com o intuito de aumentar a exatiddo da identificacdo e realizam a incubagao,
analise e interpretagdo dos resultados que sdo comparados com o banco de dados (Klingler et
al., 1992). Apesar de ser um sistema robusto e versatil para identificagdo microbiana, ha a
possibilidade de geragdo de resultados com baixa confiabilidade para algumas espécies
bacterianas, a exemplo das Pseudomonas sp. € Acinetobacter sp. (Franco-Duarte et al., 2019;
Klingler et al., 1992).

De modo geral, a identificacio bioquimica compreende métodos que sdo
extensivamente empregados e utilizados principalmente em rotinas laboratoriais onde ¢
necessario identificar um microrganismo de forma rapida (diagndstico médico). Contudo, os
resultados sdo observados apos dias, tendo a possibilidade de falsos-positivos quando ha
espécies bacterianas semelhantes (Franco-Duarte ef al., 2019).

Os métodos baseados em meios de cultura limitam-se seu uso aos microrganismos
cultivaveis. Tais métodos vém sendo substituidos ou utilizados em conjunto com os métodos
que nao se baseiam em cultura, como a amplificagdo de acidos nucleicos (Al-Nakkas;
Mustafa; Wright, 2005). Essas novas tecnologias vém permitindo a répida e precisa
identificacdo de espécies através do desenvolvimento de testes moleculares baseados na
amplificacio do DNA e/ou RNA, como a Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) (Abdel
Aziz et al., 2000).

Figura 1. Comparagdo entre o método bioquimico e o baseado em amplificagdo de acidos
nucléicos por PCR.
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Fonte: Autor (2024).
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O aumento do uso de metodologias baseadas em biologia molecular vem melhorando
o entendimento epidemioldgico de microrganismos, onde os métodos genotipicos vem
auxiliando na compreensdo da transmissdo de patogenos entre individuos (Das Neves et al.,
2023). Isso se deve ao fato dos métodos moleculares apresentarem maior sensibilidade e
menor tempo de resposta quando comparados aos métodos baseados em cultura, podendo ser
utilizados com microrganismos cultivaveis ou nao in vitro (Mustafa, 2024).

Como  consequéncia, métodos como Espectrometria de Massas por
Dessorc¢ao/lonizagdo a Laser por Tempo de V6o (MALDI-TOF), PCR, Sequenciamento do
Genoma Completo (WGS) e dos genes 16S rRNA, gyrB, recA e regido ITS vem sendo
descritas como métodos para identificagdo de patdgenos de interesse clinico como mostrado

na Tabela 1 (Public Health England, 2015).

Tabela 1. Alguns métodos de identificagdo bacteriana utilizados e suas principais
caracteristicas.

Método de
Identificacao

Caracteristicas Referéncia (s)

Relativamente barato, resultados em minutos, altamente especifico
para algumas infecgdes, padrdo-ouro para a identificagdo
Microscopia parasitaria, baixa sensibilidade, requer alta habilidade do operador  Bursle; Robson,
para o diagndstico, apresenta melhor eficiéncia quando combinado 2016.
com métodos.

Meétodos faceis, de baixo custo, padronizados, ndo permitem a

diferenciagio entre o organismo alvo e ndo-alvo, laboriosos, Franco-Duarte et
requererem muito tempo e nio sdo utilizaveis em microrganismos al., 2019

de dificil cultivo ou ndo cultivaveis

Cultura bacteriana

Amplamente  utilizados  para  diferenciacdo  bacteriana,
desenvolvidos para diferenciacdo rapida em hospitais, requer

L , . . ~ ~ Tortora; Case;
Testes Bioquimicos grande numero de testes para identificagdo correta, mutagdes e ’ ’

. . e Funke, 2016.
plasmideos podem resultar em linhagens com caracteristicas unke
bioquimicas diferentes.

Baseada na variacdo de antigenos bacterianos entre espécies, .
. o N N Loy T T Henriksen,
Sorologia utilizada para identificagdo e vigilancia epidemioldgica envolvendo 1997

a utilizacdo de anticorpos especificos.

Altamente sensivel e especifico para detecgdo de sequéncias
especificas de DNA, requer muito tempo para sua execucdo,
necessita de DNA gendmico de alta qualidade, utiliza sondas para Chang, 2020;

Southern Blotting hibridizagdo e membrana de nitrocelulose e apresenta desafios Voet, Voet
quanto a precisdo e eficiéncia quando comparado a metodologias
mais modernas.
Identificac¢do precisa, necessita de atualizacdo frequente da base de PHE, 2015;
MALDI-TOF dados, ndo identifica microrganismo sem seu espectro de Koneman ef al.,

referéncia. 2017
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Menor tempo de resposta, alta sensibilidade, altamente adaptavel,
permite identificagdo multipla de patdgenos, mutacdes na

Bursle; Robson,

PCR sequéncia pode levar a falsos-negativos, contamina¢des podem 2016
gerar falsos-positivos, utiliza acidos nucleicos sem a necessidade ’
de organismos viaveis.
Gene 168 TRNA Metoido dNe 1dent1ﬁcagao ’genotlpico, altamefn‘Fe utilizado para
classificag¢@o bacteriana a nivel de género e espécie.
Gene gyrB Marcaflor rpolec?lar utiliz’aflo em e§tudo ﬁlf)genéticcg, utilizado PHE, 2015.
para a identificagdo de espécies bacterianas a nivel de género.
Apresenta alto poder discriminatorio, limitado para estudos
Gene recA . o . . ~ . .
taxondmicos, utilizado para identifica¢do de espécies bacterianas.
Regido ITS Sequépcia qio godiﬁ(iadora, utilizado para analise filogenética Hu ef al., 2022
bacteriana e identificagdo, geralmente associada a NGS.
Pode ’detectarA multos patogenqs 51mu1taneamepFe, utiliza todo Mustafa, 2024;
material gendmico do organismo, pode utilizar tecnologia
. . . . Van El et al.,
WGS Next-generation sequencing (NGS), permite o sequenciamento de 2013 PHE
muitos genes em uma unica vez, requer uso de ferramentas de 20’15 ’

bioinformatica.

Fonte: Autor (2024).

Dentre os métodos utilizados, as PCRs vém sendo desenvolvidas, pois caracterizam-se
como um método simples, rapido, sensivel e especifico (Chang et al., 2021; Phe, 2015 ). A
PCR ¢ uma técnica promissora e vem sendo utilizada para a identificagdo de microrganismos
a partir da amplificacdo de genes especificos. Tradicionalmente, a PCR envolve apenas um
gene-alvo e seus oligonucleotideos iniciadores especificos, caracterizando uma PCR uniplex
(Chang et al., 2021; Mustafa et al., 1995). Diante desse cenario, variagdes foram
desenvolvidas, incluindo a PCR Multiplex. Esta consiste na amplificagdo de dois ou mais
genes-alvo em uma mesma reacdo, permitindo a identificacdo de diversos patogenos (Chang
et al., 2021) e resultando na diminui¢do do tempo e esforco necessario em laboratério
(Markoulatos ef al., 2002).

Todavia, a PCR Multiplex apresenta seus desafios, sendo estes relacionados
principalmente com a formagdo de dimeros de oligonucleotideos, podendo ser contornados,
resultando em ensaios especificos. Ademais, os requerimentos basicos incluem a amplifica¢ao
dos genes-alvos sob as mesmas condi¢des de reacdo, onde os produtos gerados necessitam
serem de tamanhos diferentes, tornando o processo de otimizagdo da metodologia essencial a
fim de evitar baixa sensibilidade e especificidade (Guerra et al., 2022; Markoulatos et al.,

2002; Mustafa et al., 1995).
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2.4.1. Rea¢ao em Cadeia da Polimerase - PCR

Historicamente, a PCR consiste em uma técnica molecular desenvolvida por Mullis e
Faloona na década de 1980 (Mullis; Faloona, 1987) a partir da observagdo da técnica de
sequenciamento de Sanger (Zhu et al., 2020). Todavia, o desenvolvimento da PCR apenas se
tornou possivel gracas as descobertas essenciais da estrutura do DNA por Watson e Crick
(1953) e da DNA polimerase por Kornberg (1955) (Lehman, 2003;Watson; Crick, 1953). Ao
decorrer do tempo, os procedimentos baseados em DNA se tornaram cada vez mais
frequentes em laboratorios, onde a PCR vem se tornando uma técnica indispensavel
(Analytical Methods Committee, 2024).

Tecnicamente, a PCR consiste em ciclos de desnaturagdo, anelamento e extensdo do
fragmento de DNA especifico pré-selecionado pelos oligonucleotideos. Envolvendo uma
reacdo com componentes basicos que inclui o DNA molde, oligonucleotideos, tampao da
reacdo, nucleotideos (dANTPS), enzima polimerase, sal e agua (Voet; Voet; Pratt, 2014;
Analytical Methods Committee, 2024).

A desnaturagdo consiste no aquecimento (90-94°C) para promover a separagao da
dupla fita de DNA, permitindo que os oligonucleotideos se liguem posteriormente a
sequéncia-alvo em temperatura mais baixa (55-70°C) para que seja promovido o seu
anelamento. Uma vez anelado, os oligonucleotideos atuam como ponto de referéncia,
iniciadores, para a acdo da enzima DNA polimerase que realiza a extensao da sequéncia-alvo
por complementaridade a 72°C (Voet; Voet; Pratt, 2014).

Inicialmente, a cada ciclo deve-se adicionar mais enzima para promover a etapa de
extensdo, pois esta perde sua atividade devido a alta temperatura na etapa de desnaturagao.
Contudo, com a descoberta e utilizacdo da DNA polimerase proveniente da bactéria Thermus
aquaticus (Taq polimerase), se eliminou a necessidade de adi¢ao da enzima a cada ciclo (Zhu
et al., 2020). Sem a necessidade de adicdo, a PCR passou a compreender em ciclos de ajuste
de temperatura para promover a sintese exponencial de uma regido do DNA delimitada pelos
oligonucleotideos. A representacdo das etapas e ciclos podem ser observados na figura

abaixo.
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Figura 2. Representacdo dos ciclos da PCR e amplificagdo exponencial da sequéncia-alvo.
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Dentre os genes utilizados para identificacdo de espécies bacterianas e amplificados
por PCR, 16S rRNA, rec4, Regido ITS sdo descritos como utilizados para a realiza¢do de
estudos filogenéticos, taxondmicos e para identificagdo microbiana. De modo que o gene 16S
rRNA ¢ utilizado como método de identificagdo genotipica pois € altamente especifico para
cada espécie, tornando-o um alvo ideal (Franco-Duarte et al., 2019). Em contrapartida, em
casos onde o gene 16S rRNA ¢ similar entre duas espécies relacionadas, outros genes
conservados sdo utilizados como alvo para identificagdo (Reller et al., 2007).

Enquanto isso, o gene recA (codifica a enzima recombinase A), apresenta baixa
resolucdo taxonOmica, porém ¢ bastante utilizado para diferenciagdo e identificagao de
algumas espécies bacterianas (PHE, 2015). J4 a regido ITS consiste em uma regido nao
codificadora, também denominada de gene 16S-23S rRNA espagador transcrito internamente

(gene internal transcribed spacer), que ¢ utilizado em estudos filogenéticos e de identificacao
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de microrganismos, sendo mais especifico quando comparado ao gene 16S rRNA (Gurtler, et.
al, 2016).

Dessa forma, a rapida deteccdo de microrganismos consiste em um desafio para
manuten¢do da saude publica, onde os laboratorios de microbiologia atuam com um papel
vital para a realizacdo da identificagdo microbiana de forma precisa. De modo que métodos
padronizados s3o essenciais para a coleta de dados e monitoramento de agentes patogénicos

(Pruden et al., 2021; Franco-Duarte et al., 2019).

2.4.2. Identificacao de Acinetobacter

As espécies de Acinetobacter se caracterizam por serem cocobacilos Gram-negativos
que podem apresentar-se como diplococos. Suas colonias bacterianas sao consideradas lisas
ou mucoides com coloragdo que varia entre amarelo palido a esbranquicada, podendo ou nao
apresentar a produgdo de pigmento. Tais caracteristicas ndo garantem uma identifica¢do
precisa, tornando os métodos moleculares necessarios para esse fim (PHE, 2015).

Os métodos de identificagdo de espécies de Acinetobacter nao sao padronizados. As
cepas pertencentes ao género apresentam similaridade fenotipica e sdo geneticamente
proximas, agrupando algumas espécies em um complexo, o CAB (Almeida; Aratijo, 2013;
Marchaim et al., 2007). Tal similaridade faz com que os métodos baseados em cultura,
considerados simples e dispendiosos, sejam viaveis para utilizacdo apenas com o intuito de
triagem (Lellouche ef al., 2024).

Nesse sentido, a identificagdo por métodos moleculares tornam-se indispensaveis.
Assim, métodos baseados em PCR vem sendo utilizado para a amplificagdo de genes, como
blapxa.siie Intrinseco a A. baumannii, para fins de identificacdo. Além disso, o MALDI-TOF
também vem sendo utilizado para a identificagao de espécies de Acinetobacter (PHE, 2015).

Como a identificag¢do fenotipica ¢ considerada inadequada, a identificagao de espécies
de Acinetobacter pode ser realizada a partir dos genes 16S rRNA, regido ITS, gene recA4, ou
combinagdes destes (Chen et al., 2007). Outros métodos vém sendo utilizados, porém
consistem em métodos caracterizados por requerem tempo significativo e de dificil
interpretacdo dos dados obtidos (Van Dessel et al, 2004). Dessa forma, a identificacdo e
diferenciagdo de espécies de Acinetobacter desenvolve um papel fundamental, uma vez que
realizada de forma incorreta, pode acarretar em falhas no processo de vigilancia

epidemiologica das espécies (Freitas; Camargo, 2021).
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2.4.3. Identificacao de Pseudomonas

O género Pseudomonas ¢ considerado um grupo metabolicamente diverso, sendo o
isolamento de coldnias bacterianas das espécies realizado a partir do uso de meio de cultura
seletivo para Pseudomonas contendo Cetrimida. Onde as colonias formadas se caracterizam
pela diversidade morfoldgica das espécies. Colonias de P. aeruginosa, por exemplo, sdo
achatadas, espalhadas, podendo ser também lisas, mucdides e podem ou nao apresentar a
producao de pigmentos que na presenca de luz UV emitem fluorescéncia. Ademais, possuem
odor que remete a uvas (Hu ef al,, 2022; PHE, 2015).

Todavia, métodos baseados no fenétipo podem resultar na identificagdo erronea das
espécies de Pseudomonas. Assim, os métodos baseados no gendtipo sdo frequentemente
utilizados, pois contornam a variagdo fenotipica das espécies e garantem uma identificacao
mais precisa (Spilker et al., 2004). Tradicionalmente, a identificagdio molecular de
Pseudomonas possui como foco sequéncias especificas do DNA gendmico, onde métodos que
utilizam o gene 16S rRNA vém sendo utilizados (Slatko ef al., 2018).

Ademais, outras metodologias como MALDI-TOF, PCR, utilizando o gene gyrB, ¢
Whole Genome Sequencing (WGS - sequenciamento de genoma completo) vem sendo
utilizadas como intuito de identificacdo, realizacdo de estudos taxondmicos e filogenéticos de
modo que se diferenciam com base no poder de discriminacdo e volume de dados obtidos.
Sendo a PCR considerada e utilizada para identificagdo rapida de P aeruginosa e

diferenciagdo de espécies filogeneticamente proximas (Spilker et a/.,2004; PHE, 2015).
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3. JUSTIFICATIVA

A identificagdo fenotipica isolada de Acinetobacter sp. e Pseudomonas sp. € muitas
vezes inadequada. Métodos baseados em identificacdo molecular se mostram eficazes para a
diferenciagdo de espécies bacterianas. Sendo os métodos baseados em PCR que utilizam de
genes especificos e, consequentemente, oligonucleotideos especificos, determinantes para
realizar uma identificagdo bem-sucedida (Chen et al., 2007).

Um dos métodos baseados em PCR consiste na técnica da reacdo em cadeia da
polimerase Multiplex. Uma variagdo do PCR convencional que permite a amplificacdo de
sequéncias alvo com a utilizagdo de oligonucleotideos especificos que ¢ utilizada devido a sua
rapidez, baixa complexidade e baixo custo (Guerra et al., 2022; Markoulatos et al., 2002).
Além disso, trata-se de um método eficaz para o diagnostico de agentes etiologicos
bacterianos, fungicos, virais e parasitarios (Elnifro et al., 2000).

Os métodos convencionais de diagnosticos, como o ensaios imunoldgicos requerem
tempo, qualificagdo e conhecimento técnico especifico para cada técnica. Em decorréncia,
ensaios de PCR Multiplex vém sendo desenvolvidos, permitindo a identificagdo de uma

variedade de agentes etioldgicos com menor custo e mais eficiéncia (Chang et al., 2021).



30

4. OBJETIVOS DA PESQUISA

4.1 Objetivo Geral
Diferenciar as espécies 4. baumannii e P. aeruginosa dentre outros isolados de origem
hospitalar identificados como pertencentes aos géneros Acinetobacter ¢ Pseudomonas,

respectivamente.

4.2 Objetivos Especificos
e Realizar a selecdo dos isolados bacterianos;
e Realizar a PCR de identificagdo das espécies;
e Determinar a frequéncia de A. baumannii ¢ P. aeruginosa dentre os isolados

hospitalares.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Caracterizacio dos isolados bacterianos

Os isolados bacterianos sao provenientes de amostras clinicas de um hospital regional
localizado em Mossord - RN. Recuperados do estoque do LABMIC - UFERSA consistindo
em 40 isolados de Acinetobacter sp. e 40 isolados de Pseudomonas sp., totalizando 80
isolados. Identificados por testes bioquimicos realizados de forma manual ou automatizada
(Sistema Vitek®) no hospital de origem dos isolados bacterianos, apresentando perfil de
multirresisténcia. Todos os isolados utilizados ja se encontravam armazenados no Laboratorio
de Microbiologia Clinica (LABMIC) da UFERSA conservados em meio BHI com glicerol
(20%) em Ultrafreezer a -80°C. Este estudo estd incluido dentro de um projeto que foi
submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade do Estado do
Rio Grande do Norte, sob o parecer de numero 4.708.190.

5.2. Extraciao de DNA e detec¢do das espécies bacterianas

A extracdo do DNA bacteriano foi realizada por lise mecanica, conforme descrito
anteriormente por Ribeiro (2016). Brevemente, suspensdes das colonias bacterianas em agua
ultrapura (livre de DNA ¢ RNA) foram submetidas a trés ciclos de 30 segundos em banho
ultra-sonico, seguido de centrifugacdo por trés minutos a 13000 rpm. A deteccdo das espécies
bacterianas de Acinetobacter sp. € Pseudomonas sp. foi realizada pela técnica de reagdo em
cadeia da polimerase - PCR. Para a reagdo foram utilizados os oligonucleotideos descritos na

Tabela 2.

Tabela 2. Oligonucleotideos utilizados para a identificacdo de A. baumannii e P. aeruginosa
por PCR.

Oligonuc Temp. de
leotideos EOIE | LEE Anelamento —
ITS F: 5’ — CATTATCACGGTAATTAGTG -3* 500
P-Ab-ITS . , , P CHEN
region R: 5 - AGAGCACTGTGCACTTAAG -3 55°C ¢ al
et. al,
A. PrAl oy F: 5~ CCTGAATCTTCTGGTAAAAC -3 o5 2007.
baumannii  recA R: 5’ - GTTTCTGGGCTGCCAAACATTAC — 3’
XA Plaoxs  F:5'- TAATGCTTTGATCGGCCTTG -3 35301 spoc %IGGIIN
- ke R: 5’ - TGGATTGCACTTCATCTTGG — 3’ 2?)ti 3 ’
PAGS 168 F: 5~ GACGGGTGAGTAATGCCTA -3 ¢ 0 540
P . fDNA  R:5 — CACTGGTGTTCCTTCCTATA — 3’ %’ItLKIE
. et. al,
aeruginosa F: 5 - GGGGGATCTTCGGACCTCA — 3’ o
PA-SS 16S 956-pb 58°C 2004.

rDNA R: 5’ - TCCTTAGAGTGCCCACCCG -3’
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Fonte: Autor (2024).

As reagdes em cadeia da polimerase para os isolados de Acinetobacter sp. consistiram
na utilizacdo de 12,5 pL. de Master mix (Promega®), 2 uL de DNA, 6,5 uL de agua pura, 1
uL de oligonucleotideo forward P-Ab-ITS, 1 puL de oligonucleotideo reverse P-Ab-ITS, 1 uL de
oligonucleotideo forward P-rAl recA e 1 pL de oligonucleotideo reverse P-rAl recd,
totalizando 25 pL de solugdo. As condigdes de amplificacdo no termociclador consistiram na
desnaturacdo inicial a 94°C por 5 minutos, seguidos de 35 ciclos de desnaturagdo a 94°C por
30 segundos, anelamento a 55°C por 30 segundos, extensdo a 72°C por 30 segundos e
extensao final a 72°C por 7 minutos.

As reagoes para amplificagdo do gene-alvo blagxa.si.ie> INtrinsecamente associado a A.
baumannii, foram realizadas com a utilizacdo de 12,5 pL. de Master mix (Promega®), 2 uL. de
DNA, 8,5 uL de agua pura, 1 pL de oligonucleotideo forward OXA-51-F e 1 pL de
oligonucleotideo reverse OXA-51-R. As condigdes utilizadas no termociclador consistiram na
desnaturagdo inicial a 94°C por 5 minutos, seguidos de 29 ciclos de desnaturagao a 94°C por
25 segundos, anelamento a 52°C por 40 segundos, extensdo a 72°C por 50 segundos,
finalizando com extensdo final a 72°C por 6 minutos.

A amplificacdo dos genes-alvo para a identificacdo dos isolados Pseudomonas sp. foi
realizada por meio da utilizacao de 12,5 uL. de Master mix (Promega®), 2 uLL de DNA, 8,5
uL de agua pura, 1 pL de oligonucleotideo forward PA-GS-F e 1 pL de oligonucleotideo
reverse PA-GS-R, para identificacdo a nivel de género. Para identificagdo a nivel de espécie,
P aeruginosa, foram mantidas as quantidades dos reagentes, porém com a substitui¢do do
oligonucleotideo utilizado, PA-GS, por PA-SS.

As condigdes de amplificagdo em termociclador se inicia com a desnaturagdo a 95°C
por 3 minutos, seguidos de 35 ciclos de desnatura¢dao a 95°C por 30 segundos, anelamento a
58°C para o oligonucleotideo PA-SS e 54°C para o oligonucleotideo PA-GS, extensdo a 72°C
por 1 minuto e extensao final a 72°C por 3 minutos.

Os amplicons foram visualizados em gel de agarose a 1,5% corado com GelRed
(Invitrogen®) (10 uL) e a corrida de eletroforese realizada a 100 volts, 200 mA por 50
minutos. Posteriormente, o gel pos-corrida foi exposto a luz UV, com auxilio de um
transiluminador, para a visualizacdo, registro fotografico e interpretacao das bandas formadas

de acordo com a tabela 3.
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Tabela 3. Interpretacdo dos resultados da PCR para identificacdo de Acinetobacter sp. e
Pseudomonas sp.

Oligonucleotideos Acinetobacter sp. | Pseudomonas sp. | A. baumannii | P. aeruginosa
P-Ab-ITS ITS region - - + -
P-rAl recA recA + - + -
OXA-51 blaoxa s ke +/- - + -
PA-GS 16S rDNA - + - +
PA-SS 16S tDNA - - - +

Fonte: Autor (2024).

Os genes a serem detectados e os oligonucleotideos utilizados para a identificagdo
foram descritos anteriormente por Chen et al. (2007), para a identificacdo de Acinetobacter
sp. pelos genes ITS region e recA, e por Spilker et al. (2004), para identificagdo de
Pseudomonas sp. por 16S rDNA. J& o gene blagxa.si.ie 01 utilizado por Higgins et al. (2010)
para a identificacdo de A. baumannii, pois se caracteriza como um gene intrinseco a espécie.
Sendo a interpretacdio dos resultados das PCRs para deteccdo dos genes descritos, e
consequentemente, a identificacdo da espécie bacteriana realizada de acordo com a tabela

acima. Os resultados obtidos foram registrados em formulario préprio.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os isolados foram coletados entre os anos de 2019 e 2024, sendo a maioria de 2023.
Com relagdo a ala hospitalar, os isolados foram recuperados prioritariamente de amostras de
pacientes internados em Unidades de Terapia Intensiva (UTI), seguido de Unidade de
Paciente Infectado (UPI) e Clinica Médica (CM). Os tipos de amostra clinica mais prevalentes
foram secrecao traqueal, seguida de urina e sangue. O resumo da caracterizacdo das amostras

esta exposto na Tabela 4.

Tabela 4. Caracterizacdo dos isolados bacterianos de origem hospitalar utilizados para
identificacdo baseada em PCR.

Género/Espécie N° (%)

Ano de coleta

Acinetobacter sp.

P. aeruginosa

2019 2 (5%) 2 (5%)
2020 4 (10%) 4 (10%)
2021 3 (7,5%) 2 (5%)
2022 6 (15%) 4 (10%)
2023 18 (45%) 21 (52,5%)
2024 7 (17,5%) 7 (17,5%)
[ T |
Ponta de catéter 3 (7,5%) 2 (5%)
Sangue 8 (20%) 1 (2,5%)
Urina 2 (5%) 9 (22,5%)
Secrecdo traqueal 21 (52,5%) 19 (47,5%)
Outros 5(12,5%) 6 (15%)
ND 1(2,5%) 3 (7,5%)
[ ol
UTI 31 (77,5%) 27 (67,5%)
UPI 3 (7,5%) 6 (15%)
CM 4 (10%) 4 (10%)
PSM 0 1(2,5%)
ND 2 (5%) 2 (5%)

Fonte: Autor (2024). ND: Nao Determinado; UTI: Unidade de Terapia Intensiva; UPI:
Unidade de Paciente Infectado; CM: Clinica Médica; PSM: Pronto Socorro Masculino.

O processo de identificacdo se iniciou com a extragdio do DNA dos isolados

bacterianos. Para os isolados de Acinetobacter sp., a PCR de identificagdo consiste em uma

PCR Multiplex, com a amplificagdo de dois genes-alvos, regido ITS e recA, em uma unica
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reacdo. O gene blagxasie € utilizado como uma evidéncia adicional confirmativa da

identificacdo para A. baumannii. Como pode ser evidenciado na Figura 3.

Figura 3. Gel de agarose 1,5% com os amplicons de PCR Multiplex e uniplex dos genes
recA, regido ITS e blagya.si.ie, reSpectivamente, em gel de agarose.

---—--ﬂdr-l----i"— . 425-bpi’(’t‘A
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'

00)-
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Fonte: Autor (2024). (A) Gel de agarose com amplicons dos genes recA e regido ITS, sendo
L: marcador de peso molecular; pocos de 1 a 15: amplicons dos isolados de Acinetobacter sp.
evidenciando a presenca dos genes; c- : controle negativo; c+ : controle positivo, isolado
clinico previamente identificada como A. baumannii. (B) Gel de agarose com amplicons do
gene blagxa.siaies sendo L: marcador de peso molecular; pocos de 1 a 21: amplicons dos
isolados de Acinetobacter sp. evidenciando a presenca dos gene; c- : controle negativo; c+ :
controle positivo, isolado clinico previamente identificada como blagx,.s;.jie POSitivo.

A 1identificagdo dos isolados de Pseudomonas sp.. pode ser observado na figura 4 e
consiste em duas PCRs convencionais, uniplex, com amplificacdo de apenas um gene-alvo,
16S rDNA. A primeira voltada para a identificagdo a nivel taxondmico de género (PA-GS) e a
segunda correspondente em uma identificacao espécie-especifica (PA-SS), P. aeruginosa.

A identificagdo bioquimica realizada previamente demonstrou que todos os isolados
foram identificados como P. aeruginosa. Em contrapartida, a identificagdo molecular por PCR
foi de encontro as identifica¢cdes bioquimicas, demonstrando a presenca de outras espécies de
Pseudomonas sp. Em adicdo, parte dos isolados bacterianos de Pseudomonas sp. nao

corresponderam as espécies pertencentes ao género.
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Figura 4. Gel de agarose 1,5% com os amplicons de PCR uniplex do gene 16S rDNA em gel
de agarose para identificacdo espécie-especifica dos isolados de Pseudomonas sp..

A
500-bp 618-bp
16SrDNA
(PA-GS)

956-bp 16S rDNA
(PA-SS)

Fonte: Autor (2024). (A) Gel de agarose com amplicons do gene 16S rDNA
género-especifico, sendo L: marcador de peso molecular; pogos de 1 a 18: amplicons dos
isolados de Pseudomonas sp. evidenciando a presenga do gene; c- : controle negativo; c+ :
controle positivo (ao lado do marcador molecular na imagem B), isolado clinico previamente
identificada como P. aeruginosa. (B) Gel de agarose com amplicons do gene 16S rDNA
espécie-especifico, sendo L: marcador de peso molecular; pogos de 1 a 18: amplicons dos
isolados de Pseudomonas sp. evidenciando a presenca do gene; c- : controle negativo; c+ :
controle positivo, isolado clinico previamente identificada como P. aeruginosa.

Os isolados bacterianos de Acinetobacter sp., compreenderam em maior prevaléncia
em A. baumannii. Contudo, foi observado que a identificacdo por PCR evidenciou a presenca
de outras espécies de Acinetobacter sp.. Evidenciado no Grafico 1. Dentre os isolados, 100%
apresentaram o gene recA, pertencendo ao género Acinetobacter sp., seguido de 97,5% que
apresentaram o gene da regido ITS, identificados como A. baumannii. Apenas um isolado foi
identificado como pertencente ao gé€nero Acinetobacter sp., correspondendo as espécies
consideradas 4. non-baumannii. Todos os isolados analisados apresentaram o gene
blaoxa-s-tike-

A alta frequéncia de A. baumannii no ambiente hospitalar relatado neste estudo,
corrobora com pesquisas anteriores. Jeong e colaboradores (2016), relataram uma alta
frequéncia de 4. baumannii em isolados clinicos, apos parte dos isolados de Acinetobacter
serem identificados erroneamente. Por outro lado, uma distribui¢do mais homogénea entre as

espécies de Acinetobacter em isolados clinicos na Noruega foi descrita por Karah et al.
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(2011), demonstrando uma maior frequéncia de 4. non-baumannii entre os isolados, como 4.
Iwoffii, A. ursingi e A. radioresistens.

A frequente associacdo de 4. baumannii a ambientes hospitalares vem sendo atribuida
a sua alta plasticidade gendmica e capacidade de suportar o estresse hospitalar devido a
aquisicao de resisténcia aos antimicrobianos, contribuindo para sua maior frequéncia (Lucidi
et al., 2024). Em consonancia, Atrouni et al. (2016) investigou possiveis reservatérios de
Acinetobacter sp. fora do ambiente hospitalar, demonstrando que as espécies A.
non-baumannii foram as mais frequentes. Fortalecendo a associacdo da 4. baumanni aos
ambientes de assisténcia a saude. Nesse contexto, a alta frequéncia de A. baumannii em UTIs
foi descrita por Golli et al. (2022) como sendo 97,77% (percentual equivalente ao relatado

neste estudo, 97,5%), enfatizando a necessidade de medidas urgentes de controle.

Grifico 1. Frequéncia de 4. baumannii nos isolados bacterianos de origem hospitalar
identificados pela técnica de PCR Multiplex.
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Fonte: Autor (2024).

Quanto aos isolados de Pseudomonas sp., a identificagdo baseada em PCR uniplex
apresentada constatou uma maior frequéncia de P. aeruginosa dentre os isolados, observado
no Gréafico 2. Em seguida, foi possivel perceber que 90% dos isolados apresentaram o gene
16S rDNA género-especifico (PA-GS), sendo identificados como pertencentes ao género
Pseudomonas sp.. Em adi¢do, 85% dos isolados tiveram a detec¢do do gene 16S rDNA
espécie-especifico (PA-SS), identificados entdo como P aeruginosa. Espécies nao
pertencentes ao género foram aqueles onde ndo houve deteccdo dos genes utilizados para
identificagdo, categorizados entdo como outras espécies.

Assim como A. baumannii, P. aeruginosa também apresentou uma alta frequéncia dos
isolados clinicos analisados neste estudo, 85%. A permanéncia da espécie em ambientes

hospitalares advém da capacidade de formacdo de biofilmes, adaptabilidade aos
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antimicrobianos, persisténcia ambiental e viruléncia, tornando-a um agente infeccioso
recorrente em pacientes imunocomprometidos (Muddassir et al., 2022; Farzin et al., 2023).

Os isolados descritos como outras espécies nao pertencentes ao género Pseudomonas,
representaram a segunda maior frequéncia encontrada. Essa identificagdo errada pode ser
justificada pelo fato de que esses isolados foram recuperados em periodo anterior a 2023,
quando o hospital de estudo utilizava bioquimica manual para identificacdo, e a partir de
2023, os demais foram identificados pelo sistema Vitek®, bioquimica automatizada.

A bioquimica automatizada aumenta a eficiéncia e exatiddo da identificagdo,
diminuindo os custos de manuten¢do, devido a computacdo associada a realizagdo do
processamento e andlise. Enquanto isso, a manual depende exclusivamente da interpretacao
humana, o que pode justificar a prevaléncia de outras espécies encontradas e classificadas
como P aeruginosa no periodo anterior a 2023, sendo essas ocorréncias ndo mais
evidenciadas apos esse periodo (Gherson et al., 2000; Duggal et al., 2012). De modo geral,
foi possivel observar que os isolados analisados de Acinetobacter sp. e Pseudomonas sp. de
origem hospitalar demonstraram maior frequéncia das espécies A. baumannii e P. aeruginosa,

dentre o total de isolados bacterianos identificados pelas PCRs de identificagao.

Grafico 2. Frequéncia de P. aeruginosa nos isolados bacterianos de origem hospitalar
identificados pelas técnicas de PCR uniplex.
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Fonte: Autor (2024).

As espécies de A. baumannii e P. aeruginosa compreendem as bactérias ndo
fermentadoras mais frequentemente associadas as IRAS e contribuem para o aumento do
custo de tratamento, menor qualidade e expectativa de vida, principalmente em pacientes

imunocomprometidos (Leoncio et.al, 2019; Islam et al., 2023). Tais espécies vém sendo



39

frequentemente avaliadas quanto a sua frequéncia em ambientes hospitalares, como descrito
nos estudos de Gholami et al. (2016) e Karah et al. (2011).

A alta frequéncia de 4. baumannii e P. aeruginosa observadas nos isolados analisados
no decorrer dos anos pode ser atribuida ao aumento da resisténcia aos antimicrobianos e
medidas de controle de infec¢des inadequadas aplicadas nos ambientes de assisténcia a satde
(Araya et al., 2023). Em consonancia, o evidente aumento dos isolados no ano de 2023,
periodo péds-pandemia da COVID-19, sugere que o aumento do uso de antimicrobianos de
amplo espectro durante a pandemia contribuiu para o aumento da frequéncia de 4. baumannii
e P aeruginosa resistentes entre os isolados bacterianos de origem hospitalar (Maczynska et
al., 2023).

A pressdo seletiva exercida pelos antimicrobianos, a colonizagdo do hospedeiro e
reservatorios em potencial encontrados nas instalagcdes hospitalares contribuem para o
aumento de isolados de A. baumannii e P. aeruginosa ao decorrer dos anos; principalmente
em UTIs (Adams et al., 2019). As UTIs sao frequentemente associadas a alta prevaléncia de
patogenos. Uma pesquisa evidenciou que aproximadamente 55% dos pacientes em UTIs
tiveram contato com pelo menos um patégeno multirresistente (Wu et al., 2023),
corroborando nossos achados cuja maioria dos isolados do estudo eram provenientes de
pacientes internados neste setor.

Os diferentes resultados das identificacdes realizadas por provas bioquimicas e as
baseadas em PCR para cada isolado bacteriano de origem hospitalar analisado pode ser
observado na tabela 5. Onde para os isolados de Acinetobacter sp. foi constatado uma maior
divergéncia dos resultados de identificagdo, enquanto que para os isolados de Pseudomonas

sp. foi observado maior convergéncia entre os resultados de identificacao.

Tabela 5. Comparacdo entre a identificagdo bioquimica e molecular baseada em PCR
realizada nos isolados bacterianos de origem hospitalar estudados.

) Identificagdo Bacteriana Observagdo dos
Isolados Bacterianos Resultados de
Fenotipica por provas
Recuperados biI()) quifniczli)s Molecular baseada em PCR Identificacdo Obtidos
13577 Acinetobacter sp. A. baumannii Divergéncia
7426 Acinetobacter sp. A. baumannii Divergéncia
14561 Acinetobacter sp. A. baumannii Divergéncia
14736 Acinetobacter sp. A. baumannii Divergéncia

14740 Acinetobacter sp. A. baumannii Divergéncia



17975

17978

18421

18384

18338

21138

18582

18583

683

22212

22713

10663

10540

10724

11109

10954

21560

21710

22200

22037

22145

22309

22395

22437

22363

21708

24690

12850

12899

25767

Acinetobacter sp.
Acinetobacter sp.
Acinetobacter sp.
Acinetobacter sp.
Acinetobacter sp.
Acinetobacter sp.
Acinetobacter sp.
Acinetobacter sp.
Acinetobacter sp.
Acinetobacter sp.
Acinetobacter sp.
Acinetobacter sp.
Acinetobacter sp.
Acinetobacter sp.
Acinetobacter sp.
Acinetobacter sp.
Acinetobacter sp.
Acinetobacter sp.
Acinetobacter sp.
Acinetobacter sp.
Acinetobacter sp.
Acinetobacter sp.
Acinetobacter sp.
Acinetobacter sp.
Acinetobacter sp.
Acinetobacter sp.

Acinetobacter sp.

A. baumannii

A. baumannii

Acinetobacter sp.

A. baumannii
A. baumannii
A. baumannii
A. baumannii
A. baumannii
Acinetobacter sp.
A. baumannii
A. baumannii
A. baumannii
A. baumannii
A. baumannii
A. baumannii
A. baumannii
A. baumannii
A. baumannii
A. baumannii
A. baumannii
A. baumannii
A. baumannii
A. baumannii
A. baumannii
A. baumannii
A. baumannii
A. baumannii
A. baumannii
A. baumannii
A. baumannii
A. baumannii
A. baumannii

A. baumannii

Divergéncia
Divergéncia
Divergéncia
Divergéncia
Divergéncia
Convergéncia
Divergéncia
Divergéncia
Divergéncia
Divergéncia
Divergéncia
Divergéncia
Divergéncia
Divergéncia
Divergéncia
Divergéncia
Divergéncia
Divergéncia
Divergéncia
Divergéncia
Divergéncia
Divergéncia
Divergéncia
Divergéncia
Divergéncia
Divergéncia
Divergéncia
Convergéncia
Convergéncia

Divergéncia
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24590

25671

25835

25674

6756

13504

14734

14886

14792

14933

17099

17105

18492

18395

18342

18399

22259

22271

22080

22124

22111

22845

21679

21693

22062

23636

22157

21771

22425

22269

Acinetobacter sp.

A. baumannii

Acinetobacter sp.

A. baumannii
P. aeruginosa
P. aeruginosa
P aeruginosa
P, aeruginosa
P, aeruginosa
P. aeruginosa
P aeruginosa
P aeruginosa
P, aeruginosa
P, aeruginosa
P aeruginosa
P aeruginosa
P aeruginosa
P, aeruginosa
P. aeruginosa
P aeruginosa
P aeruginosa
P aeruginosa
P, aeruginosa
P. aeruginosa
P. aeruginosa
P aeruginosa
P aeruginosa
P, aeruginosa
P. aeruginosa

P. aeruginosa

A. baumannii
A. baumannii
A. baumannii
A. baumannii
Outra espécie
P. aeruginosa
P aeruginosa
Outra espécie
P, aeruginosa

P. aeruginosa

Pseudomonas sp.

P aeruginosa
P, aeruginosa
P, aeruginosa
P. aeruginosa

P aeruginosa

Pseudomonas sp.

P, aeruginosa
P, aeruginosa
P, aeruginosa
P, aeruginosa
P, aeruginosa
P, aeruginosa
P. aeruginosa
P, aeruginosa
P aeruginosa
P, aeruginosa
P, aeruginosa
P. aeruginosa

P. aeruginosa

Divergéncia
Convergéncia
Divergéncia
Convergéncia
Divergéncia
Convergéncia
Convergéncia
Divergéncia
Convergéncia
Convergéncia
Divergéncia
Convergéncia
Convergéncia
Convergéncia
Convergéncia
Convergéncia
Divergéncia
Convergéncia
Convergéncia
Convergéncia
Convergéncia
Convergéncia
Convergéncia
Convergéncia
Convergéncia
Convergéncia
Convergéncia
Convergéncia
Convergéncia

Convergéncia
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22218 P, aeruginosa Outra espécie Divergéncia
21715 P aeruginosa P aeruginosa Convergéncia
22126 P. aeruginosa P. aeruginosa Convergéncia
22299 P. aeruginosa P aeruginosa Convergéncia
22843 P. aeruginosa P. aeruginosa Convergéncia
21687 P aeruginosa P aeruginosa Convergéncia
21762 P. aeruginosa Outra espécie Divergéncia
24978 P, aeruginosa P, aeruginosa Convergéncia
LCR751 P. aeruginosa P. aeruginosa Convergéncia
24677 P. aeruginosa P aeruginosa Convergéncia
25620 P aeruginosa P aeruginosa Convergéncia
25654 P. aeruginosa P. aeruginosa Convergéncia
25633 P aeruginosa P. aeruginosa Convergéncia
25655 P. aeruginosa P. aeruginosa Convergéncia

Fonte: Autor (2024).
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Metodologias de identificacdo bacteriana eficientes na microbiologia clinica sdo
essenciais para promover um menor tempo de resposta, permitir uma tomada de decisdo mais
rapida, diminuindo o risco de vida em pacientes com infec¢do (Mauri et al., 2017). Nesse
sentido, técnicas como a PCR vém sendo utilizadas para garantir um diagnostico mais exato, a
partir da rapida e precisa deteccao dos patdégenos (Zukowska, 2021).

As identificacdes baseadas em PCR apresentadas para a deteccao de A. baumannii e P.
aeruginosa apresentaram ser mais eficientes quando comparadas as identificagdes
bioquimicas previamente realizadas. A determinagdo do gene a ser amplificado na PCR de
identificacao exerce uma influéncia crucial na eficiéncia da técnica (Chakravorty et al., 2006).
A utilizacdo do gene 16S rDNA ¢ amplamente aplicada por promover uma rapida
identificacdo, embora seja necessario a otimizagdo dos oligonucleotideos utilizados (Kai et
al., 2018).

A capacidade de diferenciacao das espécies de Pseudomonas sp. evidenciada a partir
do gene 16S rDNA advém da alta estabilidade genética, como observado por Ugo et al.
(2024) ao investigar as linhagens nigerianas. Em adi¢do, também ¢ evidenciado a capacidade

e utilizacdo do gene na diferenciacdo e identificacdo de P. aeruginosa em diversas amostras,
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incluindo clinicas, demonstrando a eficiéncia de deteccdo de Pseudomonas sp. (Saeed et al.,
2023; Moorlag et al., 2023).

Em contrapartida, embora 4. baumannii possa ser identificado pelo gene blagxa.si.iikes
intrinseco a espécie, outros genes como a regido ITS e recA4 sdo utilizados para promover uma
identificacdo mais precisa, evidenciado neste estudo. Tendo em vista que o gene codificador
de carbapenemase pode ser encontrado em outras espécies de Acinetobacter sp. (Hamed et al.,
2023; Turton et al., 2010).

A identificacdo por PCR multiplex utilizada a partir da amplificacdo desses genes
garante uma maior exatiddo e eficiéncia na detec¢do de A. baumannii entre isolados clinicos,
como foi observado. A regido ITS e o gene recA utilizados desempenham um papel crucial,
pois permitem uma distin¢ao eficiente, aumentando a sensibilidade e especificidade (Phan et
al., 2020). Por outro lado, a utilizagdo do gene recA, associado a processos de reparacao de
DNA e a resisténcia, enfatiza sua importancia para a viruléncia e permanéncia bacteriana sob

estresse ambiental (Aranda et al., 2011).
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Os 80 isolados de Acinetobacter sp. e Pseudomonas sp. analisados pertencentes
majoritariamente ao ano de 2023 mostraram maior frequéncia das espécies de 4. baumannii e
P aeruginosa. Ambas espécies de interesse clinico, estando associadas aos ambientes
hospitalares, principalmente a UTI, e ocorréncias de IRAS. Os resultados do presente estudo
corroboram com a utilizagdo de métodos genotipicos para identificacdo, incluindo a
identificagdo baseada em PCR com a amplificagdo dos genes 16S rDNA, regido ITS e recA.

A PCR multiplex para os isolados de Acinetobacter sp. apresentou boa capacidade de
diferenciagdo da espécie A. baumannii entre os isolados de forma mais exata quando
comparada aos métodos bioquimicos convencionais, manual ou automatizado. De modo
semelhante, as PCRs uniplex para identificacdo de P. aeruginosa apresentaram exatidao na
detec¢do da espécie entre os isolados analisados. Ambas as PCRs de identificagdo das
espécies apresentaram boa confiabilidade da identificagdo bacteriana, sem contraposigdes.

Em sintese, o presente estudo apresenta uma metodologia mais exata, podendo vir a
auxiliar na realiza¢do do diagndstico e promover um maior controle das IRAS. Resultando em
uma maior seguranga ao paciente, bem como na reducdo da ocorréncia das infecgdes em

ambientes de assisténcia a saude.
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