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RESUMO

As colegdes bioldgicas sdao centros de conservagdo ex-situ de organismos ou parte deles.
Atualmente, a Fundagdo Oswaldo Cruz (Fiocruz) possui 35 colegdes reconhecidas
institucionalmente, dentre as quais se encontra a Colecdo de Bactérias Patogénicas (CBP). O
extenso acervo da CBP compreende mais de 2000 linhagens e disponibiliza uma variedade de
servicos, incluindo, caracterizagao fenotipica e molecular, fornecimento, deposito, preservacao
de linhagens bacterianas, seja por liofilizagdo ou ultracongelamento. O objetivo deste estudo
foi avaliar a conformidade de parte do acervo de pesquisa da CBP do INCQS por meio de
ensaios microbiologicos como uma forma de controle interno da qualidade e realizar a
reposi¢do dos lotes analisados. Foram selecionadas as linhagens mais solicitadas para o
fornecimento externo e, dentre essas, aquelas com estoques criticos (abaixo de 10 ampolas),
para serem submetidas aos ensaios de pureza, viabilidade, autenticagcdo e antibiograma. O
estudo foi divido em etapas de pré-producdo, com ensaio de pureza, analise microscopica e
autenticacdo por sistema semi-automatizado VITEK® 2; produgio a partir do crescimento
bacteriano com solug¢do “Skim milk” a 10%; e pds-producdo, incluindo, além dos ensaios
realizados na pré-producdo, a viabilidade por meio de diluigdes seriadas e o antibiograma pelo
método VITEK® 2. A identificagio molecular por sequenciamento parcial do gene 16S RNAr
e pelo MALDI-TOF MS foram utilizados quando a identificagdo em nivel de espécie nao foi
possivel com os testes fenotipicos utilizados. Foram selecionadas 100 cepas da CBP para os
ensaios microbioldgicos, 84 cresceram de forma pura e compativel com a identificagdo na CBP.
Quatro apresentaram crescimento de mais de um microrganismo (contaminacao) e apenas duas
apresentaram caracteristicas incompativeis com a identificagcao na CBP. Em 10 cepas ndo houve
crescimento na primeira tentativa. No entanto, nove dessas cepas foram recuperadas com
sucesso em uma nova ampola e cresceram de forma satisfatéria. No ensaio de viabilidade todas
as cepas avaliadas apresentaram resultado satisfatorio, a maioria (54%) com 108 UFC/mL de
células viaveis. Foram realizadas 97 identificacdes pelo VITEK®2 com os seguintes resultados:
54 (56%) cepas da familia Enterobacteriaceae, 15 (15%) cepas de Pseudomonas aeruginosa,
trés (3%) pertencentes ao género Yersinia, nove (9%) ao género Staphylococcus e nove (9%)
ao género Bacillus. Sete (8%) cepas apresentaram resultado da identificagio pelo VITEK®2
diferente de sua identifica¢do na cole¢ao, sendo assim, excluidas do acervo. De acordo com os
critérios determinados pelo Comité Brasileiro de Teste de Sensibilidade aos Antimicrobianos -
BrCAST foram avaliados os perfis de suscetibilidade de 78 cepas, onde 31% delas foram

sensiveis a todos os antimicrobianos testados. A analise das nove cepas de Bacillus pelos



diferentes métodos de identificag¢do utilizados revelou uma maior precisdo na identificacao a
nivel de espécie desse grupo pelo MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization
Time of Flight), desempenho que possivelmente pode ser justificado pela composi¢ao mais
abrangente de seu banco de dados. O presente estudo contribuiu significativamente com a
reestruturacao da CBP, por meio de diferentes ensaios microbiologicos, fortalecendo, assim, a

qualidade na preservacao biologica.

Palavras-chave: Colecdo Bioldgica. Microbiologia. Ensaios Microbiologicos. Vigilancia

Sanitaria.



ABSTRACT

Biological collections are ex-situ conservation centers for organisms or parts thereof. Currently,
the Oswaldo Cruz Foundation (Fiocruz) has 35 institutionally recognized collections, among
which is the Collection of Pathogenic Bacteria (CBP). The extensive collection of the CBP
comprises over 2000 strains and provides a variety of services, including phenotypic and
molecular characterization, supply, deposit, and preservation of bacterial strains, either by
lyophilization or ultrafreezing. The aim of this study was to assess the compliance of a portion
of the research collection of the CBP of INCQS through microbiological assays as a form of
internal quality control and to replenish the analyzed batches. The most requested strains for
external supply were selected, and among these, those with critical stocks (below 10 vials) were
subjected to purity, viability, authentication, and antibiogram assays. The study was divided
into pre-production stages, including purity assay, microscopic analysis, and authentication by
the semi-automated VITEK® 2 system; production involving bacterial growth with 10% Skim
milk solution; and post-production, which included viability assessment through serial dilutions
in addition to the assays conducted during pre-production, and antibiogram using the VITEK®
2 method. Molecular identification by partial sequencing of the 16S rRNA gene and MALDI-
TOF MS were used when species-level identification was not possible with the phenotypic tests
employed. One hundred strains from the CBP were selected for microbiological assays, out of
which 84 grew in a pure and compatible manner with the identification in the CBP. Four showed
growth of more than one microorganism (contamination), and only two presented
characteristics incompatible with the identification in the CBP. In 10 strains, there was no
growth in the first attempt. However, nine of these strains were successfully recovered from a
new vial and grew satisfactorily. In the viability assay, all evaluated strains showed satisfactory
results, with the majority (54%) having 10"8 CFU/mL of viable cells. Ninety-seven
identifications were made by VITEK®2 with the following results: 54 (56%) strains from the
Enterobacteriaceae family, 15 (15%) strains of Pseudomonas aeruginosa, three (3%) belonging
to the genus Yersinia, nine (9%) to the genus Staphylococcus, and nine (9%) to the genus
Bacillus. Seven (8%) strains showed identification results by VITEK®2 different from their
identification in the collection, thus, they were excluded from the collection. According to the
criteria determined by the Brazilian Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing -
BrCAST, susceptibility profiles of 78 strains were evaluated, where 31% of them were sensitive
to all tested antimicrobials. The analysis of the nine Bacillus strains by the different

identification methods used revealed greater species-level identification accuracy for this group



by MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization Time of Flight), a performance
that may be possibly justified by the more comprehensive composition of its database. The
present study significantly contributed to the restructuring of the CBP through various

microbiological assays, thus strengthening the quality in biological preservation.

Keywords: Biological Collection. Microbiology. Microbiological Assays. Sanitary

Surveillance.
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1 INTRODUCAO

1.1 Vigilancia sanitaria

Vigilancia sanitaria (Visa) ¢ um termo utilizado no Brasil que compreende agdes
voltadas para a reducdo, eliminagdo e/ou prevengdo de riscos relacionados a produtos,
substancias, tecnologias, processos e servicos que direta ou indiretamente estejam relacionados
a saude humana (Costa et al., 2022b; Silva; Costa; Lucchese, 2018).

Medicamentos, alimentos, produtos bioldgicos (como vacinas, hemoderivados, 6rgaos
e tecidos para transplantes), itens de higiene, perfumes, cosméticos, produtos médico-
hospitalares, orteses, proteses, odontoldgicos, produtos laboratoriais, saneantes, € outros
similares estdo sujeitos a intervencao da Visa (Silva; Costa; Lucchese, 2018).

As agdes da Visa compreendem um campo dentro da saude coletiva e sua atuacao se da
por meio da elaboragcdo de acdes estratégicas relacionadas a satde e principalmente pela
regulacdo sanitaria de qualquer bem e servico de interesse da saude, incluindo as condi¢des dos
ambientes. Para isso lhe ¢ atribuido poder de policia, de natureza administrativa, ou seja, em
prol do interesse coletivo fica permitido limitar direitos individuais (Costa et al., 2022b; Silva;
Costa; Lucchese, 2018).

Embora seja uma pratica antiga e de suma importancia, as agdes da Visa se consolidaram
de fato a partir do século XX, quando foram implementadas normas e regulamentagdes que
marcaram ¢ mudaram o rumo da saude publica no Brasil. Sendo alguns exemplos disso, a
criacdo do Ministério da Satde por meio da lei 1.920 em 1953; criagdo da Lei de Vigilancia
Sanitaria (6.360/76); criacdo da Secretaria Nacional de Vigilancia Sanitdria, por meio do
Decreto 79.056; criagdo da Lei Organica da Satude (8.080/90); e da Lei 9.782/99, responsavel
pela defini¢do do Sistema Nacional de Vigilancia Sanitaria (SNVS) e criagdo da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) (Brasil, 1953, 1976a, 1976b, 1990, 1999; Costa;
Rozenfeldr, 2000).

Outro marco na historia da satide publica foi a inauguracdo do Instituto Nacional de
Controle de Qualidade em Satde (INCQS), responsavel por atuar junto a Anvisa, no plano
federal, no desenvolvimento técnico-cientifico e na realizagdo de anélises dos produtos sujeitos
ao controle sanitario. Este instituto teve sua origem no Laboratério Central de Controle de
Drogas e Medicamentos (LCCDM), criado em 1954. Posteriormente, em 1961, foi alterado para
Laboratorio Central de Controle de Drogas, Medicamentos e Alimentos (LCCDMA) apos

ampliacao da sua area de atuacdo para abranger também alimentos (Piovesan, 2002).
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1.2 Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Satde

Apos a transferéncia do LCCDMA para a Fundacdao Oswaldo Cruz (Fiocruz), o
laboratorio central ganhou um novo formato, com uma estrutura mais moderna e neste local foi
inaugurado em setembro de 1981 como o atual INCQS (Costa; Rozenfeldr, 2000; Gemal et al.,
2016).

Trata-se de uma unidade técnico-cientifica, que compde o SNVS, subordinado
tecnicamente 8 ANVISA e administrativamente a Fiocruz (Brasil, 1999). Atua como institui¢ao
publica de referéncia para as questdes envolvendo o controle da qualidade de insumos,
produtos, ambientes e servigos ligados a vigilancia sanitaria. O Instituto tem como propdsito
atuar positivamente para a promogao e recuperagao da saude e prevengao de doencas (Instituto
Nacional de Controle de Qualidade em Saude, 2023a). Além disso, presta assisténcia aos
Laboratdrios Centrais de Satde Publica (Lacens) sobre metodologias analiticas, questdes
tecnologicas e analiticas (Santos, 2011).

O INCQS possui quatro departamentos, de acordo com sua 4rea de conhecimento, sendo
eles, Farmacologia e Toxicologia (DFT), Imunologia (DI), Microbiologia (DM) e Quimica
(DQ), além da Central de Recebimento de Amostras e das areas administrativas, gerenciais €
educacionais (Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude, 2023b). Em vista disso,
sua estrutura possibilita a realiza¢do de atividades analiticas, de desenvolvimento tecnolégico,
cooperagao técnica e ensino em saude (Santos, 2011).

De acordo com o organograma do Instituto, o DM atua em demanda de oito Nucleos
Técnicos, a saber: Saneantes, Medicamentos, Artigos de Didlise, Produtos Bioldgicos,
Cosméticos, Alimentos, Satide Ambiental e Artigos de Saude (Instituto Nacional de Controle
de Qualidade em Satde, 2023c). E para atender a essa demanda o DM possui um Laboratorio
de Microrganismos de Referéncia (LMR), responsavel pela manutengdo, caracterizagdo,
identificacao taxondmica, produgdo e fornecimento de microrganismos utilizados em pesquisas
variadas e em ensaios de controle de qualidade preconizados pelas Farmacopeias, Compéndios
Oficiais e pela literatura internacional, além de disponibilizar DNA (&cido desoxirribonucleico)
genodmico, deposito de linhagens e preservagao de microrganismos (Fundacao Oswaldo Cruz,
2020; Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude, 2023d).

Uma das estratégias utilizadas pelo LMR para facilitar os trdmites envolvendo o
fornecimento de cepas foi a criagdo de uma colecdo de microrganismos nomeada Colecao de

Microrganismos de Referéncia em Vigilancia Sanitaria (CMRVS). Inicialmente a CMRVS era
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composta por bactérias, arqueas e fungos. Posteriormente, ela foi dividida dando origem a trés
colegdes, a saber: Colecdo de Bactérias de Referéncia em Vigilancia Sanitaria (CBRVS) e
Colegao de Arqueas de Referéncia em Vigilancia Sanitaria (CARVS), sob responsabilidade do
Setor de Bactérias e Arqueas (SBA); e a Colecdo de Fungos de Referéncia em Vigilancia
Sanitaria (CFRVS), sob responsabilidade do Setor de Fungos (Instituto Nacional de Controle
de Qualidade em Satde, 2023d). Atualmente, apds nova reestruturacao, a CBRVS foi alterada
para Colecdo de Bactérias Patogénicas (CBP), a CARVS alterada para Colecao de Culturas de
Vigilancia em Satde Unica (CCVSU) e a CFRVS para Colegio de Fungos do Ambiente e Satide
(CFAS).

1.3 Colegdes biologicas

As colegdes bioldgicas sdo centros de conservagao ex-situ de organismos ou parte deles,
ou seja, locais onde ocorre a preservagao fora do seu ambiente natural. S3o responsaveis pela
aquisicdo, preservacao, identificacdo, catalogagdo e distribuicdo de organismos, contribuindo
assim com a industria biotecnoldgica e com o desenvolvimento cientifico, por subsidiar
atividades de ensino, servi¢co, pesquisa, inovagdo e divulgacao cientifica, servindo também
como repositorios da biodiversidade, uma vez que guardam importantes informagdes sobre a
fauna, flora e microbiota de uma determinada regidao. Dessa forma, possuem grande importancia
cientifica, economica e educacional, sendo essencial manté-las organizadas, identificadas,
classificadas, documentadas e disponibilizadas para acesso, sempre que houver demanda
(Fundagao Oswaldo Cruz, 2020; Martins, 2018).

A preservagdo das colecdes biologicas consiste na redugdao ao méximo da decomposi¢ao
natural da matéria organica, de acordo com suas especificidades, ou seja, para cada tipo de
material serdo necessarios procedimentos técnicos, conservantes e métodos de preservagao
proprios (Aranda, 2014; Sola et al, 2012). Tal processo visa garantir a sobrevivéncia do material
biologico e manter suas caracteristicas morfologicas, fisiologicas e genéticas por periodos
variaveis, com o menor grau de mutagdes e variabilidade, de forma a permitir identificar a
procedéncia e a identificagdo taxondmica de cada uma das linhagens (Aranda, 2014; Sola et al,
2012; Sousa et al., 2017).

A escolha do método de preservagdo e manutencao deve levar em consideracdo o tipo
de agente, a realidade e importancia da colecdo a ser aplicado, como por exemplo, a estrutura
fisica, recursos humanos disponiveis, recursos financeiros e principalmente devem ser

analisadas as vantagens e desvantagens de cada técnica. Dessa forma, seja uma metodologia de



25

curto, médio ou longo prazo, ela deve ser simples e eficiente (Sola et al, 2012; Sousa et al.,
2017)

Dentre os métodos de preservacao, as colecdes biologicas frequentemente recorrem a
técnica de liofilizacdao. Essa técnica, também conhecida como “secagem por congelamento”,
esse processo envolve trés etapas: congelamento, desidratacdo primdria e desidratacao
secundaria. Durante esse procedimento, a 4gua é removida de um material congelado sob vacuo,
preservando integralmente sua estrutura celular e propriedades biologicas (Sola et al., 2012;
Sousa et al., 2017).

A etapa de congelamento rapido do material impede a formagao de cristais de gelo, que,
por sua vez, podem causar danos as estruturas celulares. J& a remog¢ao da agua por sublimacgao,
um processo no qual a agua passa diretamente do estado solido para gasoso, reduz
significativamente a taxa de deterioracdo. Este processo ocorre sob condi¢des de vacuo, o que
contribui para a preservacao de estruturas celulares e, por conseguinte, aumenta a vida util dos
organismos, garantindo sua estabilidade a longo prazo (Sola ef al., 2012; Sousa et al., 2017).

Ao empregar a liofilizagdo, as cole¢des biologicas conseguem preservar uma variedade
de materiais bioldgicos, como microrganismos e tecidos bioldgicos, com excegdo de algas e
protozodrios. Este método permite que esses organismos permanegam vidveis e geneticamente
estaveis por longos periodos, aproximadamente 17 a 20 anos (Sola ef al., 2012; Sousa et al.,
2017).

Além da liofilizacdo, outra técnica de conservagdo a longo prazo ¢ a criopreservacao.
Esta técnica envolve o congelamento de amostras biologicas a temperaturas baixas (-20 a -80
°C em freezers) ou ultrabaixas (-150 a -196 °C em containers de nitrogénio liquido), junto da
adicao de crioprotetores responsaveis por proteger a estrutura celular, minimizando danos
decorrentes da formagao de cristais de gelo. Com a redugdo da temperatura a niveis tdo baixos
os processos metabdlicos sdo retardados, garantindo a preservacao das caracteristicas genéticas
e bioldgicas do material por periodos prolongados (Sola et al, 2012; Sousa et al., 2017).

As colegdes surgiram da necessidade por parte dos proprios pesquisadores de manter as
amostras coletadas durante os estudos realizados. Ao longo do tempo, com a incorporacao de
diferentes linhagens por diferentes pesquisadores, os acervos bioldgicos aumentaram
significativamente. Com isso, importantes centros de preservagdo atuam como referéncia na
oferta de servigos envolvendo o fornecimento de cepas utilizadas no desenvolvimento cientifico
e tecnoldgico, como por exemplo, ATCC (American Type Culture Collection), DSMZ
(Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen), JCM (Japan Collection of
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Microorganisms), BCCM (Belgian Co-ordinated Collections of Micro-organisms), entre outras
(Martins, 2018).

No Brasil, a Fiocruz, a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa), o
Centro Brasileiro de Estocagem de Genes, a Colecao Brasileira de Microrganismos de
Ambiente e Industria (CBMAI) e o Laboratorio de Bacteriologia Vegetal do Instituto Bioldgico
de Sao Paulo sdo exemplos de instituicdes que possuem acervos biologicos (Martins, 2018)

Na Fiocruz as cole¢des comegaram a ser formadas no inicio do século XX, resultado de
depositos realizados por pesquisadores da Instituicdo apds jornadas cientificas e acdes de
combate a surtos e doengas emergenciais. Desde entdo, foram desenvolvidas politicas
institucionais como forma de melhorar a qualidade desses acervos e garantir sua seguranca,
acessibilidade, longevidade e integridade. Tendo como exemplos, 0 Manual de Organizagao das
Colecdes Bioldgicas da Fiocruz aprovado pela Portaria 327/2010-PR e a implantagdo de um
sistema de gestdo da qualidade, de acordo com a norma NBR ISO/IEC 17025 (Fundagao
Oswaldo Cruz, 2020; Silva; Chame; Moratelli, 2020).

A Fiocruz possui 35 cole¢des reconhecidas institucionalmente, separadas em cinco
categorias diferentes: colecdes microbiologicas, zoologicas, botanicas, histopatoldgicas e arque
paleontolédgicas (Fundagao Oswaldo Cruz, 2020; Silva; Chame; Moratelli, 2020). Elas estao
organizadas em estruturas funcionais chamadas Curadorias, isto ¢, sdo mantidas sob
responsabilidade de um curador, seja ele pesquisador ou tecnologista, devidamente habilitado
para tal atividade, junto a um curador adjunto, com uma das fung¢des supracitadas e vinculado

a Instituicdo (Fundag¢ao Oswaldo Cruz, 2018).

1.4 Cole¢ao de Bactérias Patogénicas

A CBP ¢ uma das colegdes da Fiocruz reconhecidas institucionalmente, isso significa
que ela cumpre as quatro exigéncias presentes no Manual de Organizagdo das Colegdes
Biolégicas da Fiocruz, sendo elas: realizar atividades como preservacao, depositos, distribui¢ao
e identificagdo taxondmica de microrganismos, além de consultoria cientifica e treinamento; ter
um curador; realizar registro de procedimentos e manuten¢ao de documentagao; e possuir pelo
menos 0 minimo de recursos humanos e infraestrutura (Fundacao Oswaldo Cruz, 2018; Silva;
Chame; Moratelli, 2020).

Como forma de manter e monitorar a qualidade deste acervo, sdo realizados ensaios
microbioldgicos de avaliagdo da pureza e viabilidade, caracterizacdo morfologica e fenotipica,

identificacao por métodos convencionais, automatizados e moleculares, teste de sensibilidade
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aos antimicrobianos (TSA) ou antibiograma, preservacao por liofilizagdo e criopreservagao a -
80 °C, entre outras (Fundag¢ao Oswaldo Cruz, 2023).

O extenso acervo da CBP compreende mais de 2000 linhagens, com diferentes géneros
e espécies de classe de risco 1, 2 e 3, apresentando uma ampla diversidade de caracteristicas
tanto fenotipicas quanto genotipicas. Tendo como alguns exemplos de microrganismos da
colecdo: Enterobacter spp., Escherichia coli, Klebsiella spp. e Salmonella spp. como
representantes da familia Enterobacteriaceae, Pseudomonas aeruginosa da familia
Pseudomonadaceae, Yersinia spp. da familia Yersiniaceae, Staphylococcus spp. da familia
Micrococcaceae e Bacillus spp. da familia Bacillaceae, entre outros (Fundagdo Oswaldo Cruz,

2023).

1.4.1 Enterobacter spp.

O género Enterobacter corresponde a um grupo de bactérias Gram-negativas,
anaerobias facultativas, com presencga de flagelos (Florio et al., 2018; Ganbold et al., 2023;
Nurfajriah et al., 2021). Também descritos como microrganismos nao formadores de esporos,
positivos para urease e fermentadores de lactose (Ramirez; Giron, 2023). Atualmente sao
conhecidas pelo menos 23 espécies desse gé€nero, entretanto nem todas com capacidade de
causar danos a saude humana (Parte et al., 2020). Além disso, possuem resisténcia intrinseca a
ampicilina e cefalosporina de primeira e segunda geragao, sendo que, em alguns casos também
sdo resistentes a terceira e quarta geragdo, aos carbapenémicos e aminoglicosideos (Florio et

al., 2018).

1.4.2 Escherichia coli

E. coli é uma espécie do género Escherichia comumente encontrada no trato intestinal
dos seres humanos, assim como de alguns animais de forma inofensiva, onde possui importante
papel fisioldgico para o funcionamento do organismo. Entretanto, existem cepas desse grupo
responsaveis por doengas intestinais e extraintestinais em humanos (Gomes et al., 2016;
Santoyo; Reyes; Rodriguez, 2020; Souza et al., 2016).

Esta espécie ¢ constituida por bactérias em forma de bastdo, Gram-negativas, e sao
anaerobias facultativas. Podem ser divididas em subgrupos, levando em consideragdo os
diferentes tipos de toxinas ou caracteristicas patogé€nicas. Esses subgrupos incluem E. coli

comensal, E. coli enterotoxigénica, E. coli enterohemorragica também conhecida como E. coli
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produtora da toxina Shiga, E. coli enteroinvasiva, E. coli enteropatogénica e E. coli

enteroagregativa (Gomes et al., 2016; Santoyo; Reyes; Rodriguez, 2020; Souza ef al., 2016).

1.4.3 Klebsiella spp.

Klebsiella compreende um grupo de microrganismo encapsulados, anaerdbios
facultativos, caracterizadas como Gram-negativas, oxidase-negativa e se apresentam
morfologicamente como bastonetes (Dong ef al., 2022; Gomes; Casalini, 2018).

As espécies do género Klebsiella sao consideradas patdogenos oportunistas,
normalmente colonizadores da microbiota nasal e faringea, pele e trato intestinal de individuos
sauddveis, também podem ser encontradas no solo, d4gua e vegetacdo. Entretanto, embora
algumas espécies deste género sejam parte normal da microbiota humana, algumas cepas
podem causar infecgdes em seres humanos, especialmente em ambientes hospitalares, tais como
pneumonia, infecgdes do trato urindrio, infecgdes sanguineas e infecgdes em feridas cirargicas.
Além disso, sua viruléncia esta frequentemente associada a fatores como produgao de capsula,
fimbrias e de enzimas que podem contribuir para a resisténcia a antibidticos (Dong et al., 2022;

Gomes; Casalini, 2018).

1.4.4 Salmonella spp.

O género Salmonella integra a familia Enterobacteriaceae. Sao microrganismos
anaerdbios facultativos, com estrutura morfologica de bacilos, classificados como Gram-
negativos, nao formadores de esporos, geralmente apresentam flagelos (Akter;
Shamimuzzaman, 2023; Lustosa et al., 2021). Além disso, sdo fermentadores de glicose e
outros acucares, capazes de descarboxilar aminodcidos, como a lisina. Sdo causadores de
importantes doencas, como a febre tifoide pela Salmonella typhi, febres entéricas pela
Salmonella paratyphi e as enterocolites pelas demais espécies do género em questdao (Lustosa
etal., 2021).

Salmonella spp. compreende pelo menos 2579 sorogrupos diferentes. Entretanto, ainda
tem sido dificil chegar a um acordo na quantidade de espécies e subespécies pertencentes a este
género. Este grupo foi dividido em trés espécies: S. bongori, S. subterranea ¢ S. enterica.
Posteriormente, seis novas subespécies surgiram da S. enterica, representadas por algarismos
romanos, sendo elas: enterica (I), salamae (II), arizonae (I1la), diarizonae (I1Ib), houtenae (IV)

e indica (VI) (Lamas et al., 2018, Parte et al., 2020).
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1.4.5 Yersinia spp.

Yersinia spp. refere-se a um grupo de bactérias Gram-negativas que pertencem a familia
Yersiniaceae. Este grupo de bactérias abrange pelo menos 26 espécies e duas subespécies
(GUERN et al, 2020; PARTE et al., 2020). Suas caracteristicas morfoldgicas podem variar de
acordo com a temperatura e tempo do cultivo, isto €, em culturas recentes (24 horas) a 25 °C
prevalecem a forma cocdide com presenca de flagelos peritriquios, enquanto em culturas
envelhecidas a 37 °C os bacilos possuem uma tendéncia a apresentar pleomorfismo e sao
imoéveis (Falcao; Falcdo, 2006; Martin et al., 2009; Silva; Silveira; Timm, 2020).

Embora a temperatura Otima de crescimento ocorra entre 25 a 28 °C, estes
microrganismos podem se multiplicar em temperaturas variando entre 0 e 44 °C. Além disso,
sdo classificados como anaerobios facultativos e possuem vias de metabolismo intermedidrio

(Falcao; Falcao, 2006; Martin et al., 2009).

1.4.6 Pseudomonas aeruginosa

P aeruginosa ¢ uma espécie de bactéria patogénica oportunista que compde a familia
Pseudomonadaceae. E classificada como Gram-negativa, com morfologia bacilar, aerdbia,
movel, ndo fermentadora de glicose e ndo formadora de esporos, sendo responsavel por uma
variedade de doengas e manifestagdes clinicas (Azam; Khan, 2019; Figueredo et al., 2021).
Este género se difere da Enterobacteriaceae pela presenga do citocromo C oxidase, sendo
possivel confirmar por meio do teste de oxidase. Além disso, algumas possuem a capacidade
de produzirem pigmentos difusiveis da cor azul, azul-esverdeado, vermelho-marrom ou
amarelo (Lazaretti et al., 2022).

Uma outra caracteristica importante desse grupo ¢ a sua capacidade em desenvolver
biofilmes e resisténcia a maioria dos antimicrobianos de uso clinico (Azam; Khan, 2019;

Figueredo et al., 2021).
1.4.7 Staphylococcus spp.
Staphylococcus spp. compreende um grupo de bactérias Gram-positivas pertencentes a

familia Micrococcaceae. Estes microrganismos sdo anaerobios facultativos, catalase positivos,

imoveis, com estrutura morfologica denominada cocos. Além disso, crescem em temperaturas
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entre 7 e 47,8 °C e podem produzir enterotoxinas termo resistentes (10 a 46 °C) (Aguiar et al.,
2021; Cotaquispe et al., 2021).

Este género possui a0 menos 66 espécies e pode ser dividido em dois grupos:
Staphylococcus aureus e Staphylococcus coagulase negativa, tendo como exemplos,
Staphylococcus  epidermidis, Staphylococcus saprophyticus, Staphylococcus warneri,
Staphylococcus haemolyticus e Staphylococcus hominis, entre outros, além de mais 10

subespécies (Aguiar et al., 2021; Parte et al., 2020).

1.4.8 Bacillus spp.

O género Bacillus se refere a um grupo de bactérias da familia Bacillaceae, Gram-
positivas, em forma de bastonetes, aerdbias facultativas, mdveis e com a capacidade de
formarem esporos esféricos na presenca de oxigénio. Estes esporos sao estruturas que conferem
a esse microrganismo resisténcia ao calor, a radiagdo ultravioleta, a dessecagao, a valores de pH
altos ou baixos, a produtos quimicos toxicos e outras tensdes ambientais desafiadoras. Dentre
as espécies desse género destacam-se o Bacillus cereus e Bacillus anthracis por estarem

relacionados com surtos de enfermidades transmissiveis por alimentos (Silva et al., 2018).

1.5 Identificacdo bacteriana

A identificacdo de bactérias consiste na caracterizagdo do microrganismo por meio de
técnicas, sejam elas convencionais, automatizadas ou moleculares, que utilizam uma série de
testes, possibilitando realizar sua classificagdo taxondomica, bem como identificar suas
caracteristicas genéticas e habilidades bioquimicas (Franco-Duarte et al., 2019). Essa
identificacdo, assim como a determinacdo de sensibilidade dos microrganismos aos
antimicrobianos ¢ crucial para a tomada de decisdes, principalmente em casos clinicos, pois a
partir de um diagndstico rapido e preciso, € possivel direcionar adequadamente a
antibioticoterapia para o controle da infec¢do (Perantoni; Queiroz-Fernandes, 2019).

Diferentes metodologias podem ser empregadas na identificacdo de microrganismos,
podendo ser classificadas em métodos convencionais, 0 que permite uma caracterizagao
fenotipica, baseada nas suas caracteristicas morfologicas, bioquimicas e fisioldgicas; e métodos
moleculares, incluindo métodos de amplificacdo (PCR, qPCR e rt-PCR), sequenciamento do
genoma parcial ou completo, entre outros, permitindo a caracterizagdo genotipica. Ambas as

abordagens possuem vantagens e limitagdes que devem ser consideradas com base nas
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circunstancias locais, nas caracteristicas dos microrganismos em questdo € nos requisitos
especificos do estudo ou diagnostico em questdo (Ferone et al., 2020; Franco-Duarte et al.,

2019).

1.5.1 Caracterizagdo fenotipica

1.5.1.1 Cultivo bacteriano

O cultivo do microrganismo em um meio de cultura adequado ¢ um método basico na
microbiologia, utilizado no inicio de uma identificagdo e tem o objetivo obter coldnias puras e
isoladas para posteriormente identifica-lo. A partir dessa técnica € possivel realizar uma analise
macroscopica das colonias, assim como observar seu comportamento no meio de cultura e
posteriormente analisar suas caracteristicas microscopicas (Perantoni; Queiroz-Fernandes,

2019).

1.5.1.2 Microscopia

O microscopio € um dos principais equipamentos largamente utilizados para analise e
diferenciagdo da estrutura morfologica, tamanho e arranjo dos microrganismos (Franco-Duarte
etal., 2019).

A microscopia otica embora fundamental, possui como limitacdo a incapacidade de
identificar o microrganismo, sendo assim, quando utilizada separadamente de outras técnicas
funciona como uma ferramenta complementar (Franco-Duarte et al., 2019). Além disso, este
tipo de técnica requer uma preparagdo prévia da amostra, de forma a possibilitar sua
visualizacdo e uma das formas pelas quais isso pode ser feita € através da coloracao (Tortora;
Funke; Case, 2012; Oplustil et al., 2020).

Na microbiologia, dentre as técnicas de coloracao existentes, a coloragdo de Gram ¢ a
que permite classificar as bactérias em dois grupos: Gram-positivas e Gram-negativas. Esta
coloragao foi desenvolvida em 1884 pelo bacteriologista dinamarqués Hans Christian Gram e
se baseia nas caracteristicas estruturais da parede celular (Oplustil ef al., 2020; Tortora; Funke;
Case, 2012).

Bactérias com a presenca de uma camada espessa de peptideoglicano passaram a ser
classificadas como Gram-positiva, pela capacidade de reterem o corante violeta, enquanto as

bactérias com uma camada fina desses dissacarideos e aminoacidos passaram a ser classificadas
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como Gram-negativas pela capacidade de reterem o corante safranina ou fucsina. Além disso,
as bactérias Gram-negativas possuem em sua parede celular uma camada de lipopolissacarideos
(combinagao de lipidios e polissacarideos), fundamental para sua estrutura, patogenicidade e
interacdes com o sistema imunoldgico hospedeiro (Oplustil ef al., 2020; Tortora; Funke; Case,
2012).

Existem outras técnicas de microscopia, como a microscopia eletronica de transmissao,
microscopia eletronica de varredura, microscopia confocal e microscopia de forca atdmica, que
proporcionam a observagao das estruturas celulares com maior riqueza de detalhes. Entretanto,
nenhuma delas revela a diversidade filogenética dos microrganismos (Franco-Duarte et al.,

2019).

1.5.1.3 Métodos bioquimicos

A utilizagdo de provas bioquimicas para identificagdo de microrganismos em diferentes
amostras se baseia em suas caracteristicas metabodlicas e/ou enzimaticas. Elas permitem
identificar a bactéria, entretanto, algumas vezes se faz necessario a utilizacdo de testes
complementares para confirmagdo (Perantoni; Queiroz-Fernandes, 2019).

Nos métodos bioquimicos ou convencionais sao utilizadas solucdes, reagentes e varios
meios de cultura com substratos capazes de interagir com determinados fenotipos e produzir
respostas que podem ser identificadas por meio da alteracdo da cor, aglutinagdo, turvagado e
presenca de gas. Alguns exemplos sdo, catalase e oxidase, metabolismo de carboidratos,
proteinas e aminoacidos, como a producao de indol e sulfeto de hidrogénio (H»S), digestao de
gelatina e caseina, descarboxilacdo de lisina, ornitina, arginina dihidrolase, fenilalanina
desaminase e urease, entre outras (Franco-Duarte ef al., 2019).

Com o progresso do conhecimento em bioquimica e o advento de novas tecnologias,
houve o desenvolvimento de métodos bioquimicos mais modernos, semi-automatizados, como
o VITEK® (bioMérieux, Saint Louis, EUA) e MALDI-TOF MS (Matrix-Assisted Laser
Desorption/Ionization Time of Flight / Mass Spectrometry), entre outros. Esses métodos
apresentam certas vantagens em comparagdo com os métodos convencionais, como tempo de
analise reduzido e a capacidade de identificar simultaneamente multiplos microrganismos

(Franco-Duarte ef al., 2019).

1.5.1.4 VITEK® 2
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O VITEK® 2 ¢ um equipamento semi-automatizado utilizado em laboratorios de
microbiologia na identificagdo de microrganismos e na determinag¢do de sensibilidade aos
antimicrobianos em poucas horas. E capaz de realizar até 60 analises a0 mesmo tempo, de
acordo com o modelo utilizado (Biomérieux, 2023a, Franco-Duarte et al., 2019; Hata et al.,
2007; Pincus, 2013). Além desse modelo, ainda existem outros formatos que divergem entre si
pela capacidade de analises simultaneas, como por exemplo o VITEK® 2 compact (15, 30 ou
60 cartdes) e o VITEK® 2 XL (120 cartdes) (Biomérieux, 2023a; Biomérieux, 2023b; Pincus,
2013).

O equipamento conta com uma camara de enchimento de cartdes por vacuo, uma zona
de selagem dos cartdes, uma zona de incubagdo e leitura automatica (Delgado, 2020). A
identificacdo do microrganismo ocorre por meio de um sistema Optico de transmitancia capaz
de ler, interpretar e comparar com um banco de dados as reagdes bioquimicas miniaturizadas
contidas em cartdes descartaveis de reagentes colorimétricos especificos, utilizando diferentes
comprimentos de onda no espectro visivel (Franco-Duarte et al., 2019; Hata et al., 2007, Pincus,
2013).

Ap0s a inoculagdo com uma suspensdo padronizada do microrganismo desconhecido,
os dados gerados na analise adquirem um valor (bionimero) que ¢ utilizado em um célculo de
probabilidade numérica. Este calculo ¢ capaz de aproximar ou distanciar a identificagdo dos
taxons do banco de dados, permitindo determinar se sdo suficientemente Unicos ou proximos
de miltiplos, sendo necessario neste Ultimo caso supracitado, a realizacdo de testes

complementares recomendados pelo sistema (Franco-Duarte et al., 2019; Pincus, 2013).

1.5.1.5 Teste de suscetibilidade aos antimicrobianos

O sistema 6ptico do VITEK® 2 é capaz de detectar alteragdes no crescimento bacteriano
e produzir resultados do perfil de resisténcia aos antimicrobianos, do microrganismo testado,
em periodos mais curtos do que as leituras manuais (Maurer ef al, 2017). Para isso, sdo
utilizados cartdes AST (Antimicrobial Susceptibility Testing) com diferentes concentragdes do
antimicrobiano em minipogos, além do controle positivo sem o antibidtico, apenas com um
caldo de crescimento (Biomérieux, 2023c).

A detecgdo de turvacao pelo equipamento no poco do controle positivo em um nivel
minimo predeterminado indica o crescimento satisfatério do microrganismo para iniciar a
analise nos demais pogos do cartdo. A partir disso, sdo realizadas leituras a cada 15 minutos,

que medem e comparam os crescimentos de todos os reservatérios, inclusive do controle
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positivo, até o final da andlise para deteccdo da concentragdo minima inibitéria (CMI)
(Biomérieux, 2023c).

A interpretacdo dos resultados para determinagdao da CMI ocorre por meio do software
Advanced Expert System™, que tem como base os parametros estabelecidos pelo Comité
Brasileiro de Teste de Sensibilidade aos Antimicrobianos (BrCAST), versdo brasileira do
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST), pelo Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) e por dados internos e fenotipos das linhagens (Delgado,
2020; Monteiro et al., 2021).

Uma das abordagens utilizadas para a classificacdo da multirresisténcia de bactérias
como S. aureus, Enterococcus spp., Enterobacteriaceae (exceto Salmonella e Shigella) aos
antimicrobianos se da por meio da quantidade de agentes ndo suscetiveis e de categorias (classes
e subclasses). Com isso, um microrganismo pode ser classificado como MDR (multidrug-
resistant) quando apresenta resisténcia de trés a cinco agentes antimicrobianos, XDR
(extensively drug-resistant) quando a resisténcia inclui mais de cinco agentes antimicrobiano e
PDR (pandrug-resistant) com resisténcia a todos agentes antimicrobianos de todas as categorias
(Magiorakos et al, 2012).

1.5.1.6 Maldi-Tof MS

Outro método de identificagdo de microrganismos, andlise e detec¢do de pequenas e
grandes moléculas (por exemplo, polimeros, proteinas, peptideos, acidos nucleicos,
aminoacidos, lipidios etc.) e diagndstico de diversas doengas, utilizado em laboratorios de
pesquisa, hospitais e industrias farmacéuticas, ¢ 0o MALDI-TOF MS (Elbehiry et al., 2022; LI
et al., 2022; Oviafio; Rodriguez-Sanchez, 2021).

A técnica MALDI-TOF MS se baseia no padrdo proteico tnico apresentado por cada
espécie microbiana, por meio da ionizacdo e dessorcdo de moléculas de interesse através da
interacao de um laser com uma matriz organica, geralmente acido a-ciano-4-hidroxicinamico.
Essa matriz, por sua vez, ¢ um composto quimico capaz de absorver a energia do laser e
transferi-la para a amostra, promovendo a vaporizag@o e ioniza¢do das moléculas sem causar
sua fragmentagdo. Posteriormente, os ions formados sdo direcionados por um campo elétrico
em direcdo a um detector de ionizacdo, onde sua massa ¢ determinada com base no tempo de
percurso até serem detectados (Elbehiry et al., 2022; LI et al., 2022; Oviaio; Rodriguez-
Sanchez, 2021).



35

1.5.2 Caracterizac¢io genotipica

1.5.2.1 Sequenciamento parcial do gene 16S RNAr

Com o desenvolvimento da biologia molecular, em especial da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), uma alternativa para a classifica¢@o taxondmica e filogenética das bactérias
ocorre por meio da sua identificacdo pelo sequenciamento de alvos especificos, como por
exemplo, do gene 16S RNA ribossomal (RNAr) (Alves, 2020; Fida ef al., 2021).

O gene 16S se refere a uma macromolécula encontrada na subunidade 30S dos
ribossomos, comum a todas as bactérias. Este gene possui nove regides conservadas, utilizadas
para o desenho dos primers e nove regides variaveis (V1 a V9), utilizadas na associagdo entre
os parentescos filogenéticos entres as populagdes bacterianas, possibilitando a identificacdo a
nivel de géneros e espécies (Alves, 2020; Fida et al., 2021). Isto inclui aqueles microrganismos
que sdo dificeis de cultivar, como anaerdbios, micobactérias € microrganismos nao cultivaveis,
ou seja, bactérias que ndo puderam ser cultivadas usando os métodos convencionais de cultura
em laboratorio (Fida et al., 2021; Woo et al., 2008).

A metodologia por trds do sequenciamento inclui etapas de extragdo de DNA,
amplificacao por PCR, purificagdao dos produtos da PCR, analise dos produtos por eletroforese
em gel, quantificagdo, o sequenciamento de DNA propriamente dito e edi¢ao de sequéncia (Woo

et al., 2008).

1.6 Justificativa

A relevancia do presente estudo reside na importancia das colegdes biologicas. Os
beneficios desses acervos extrapolam a mera disponibilizacdo de recursos bioldgicos para a
comunidade cientifica, contribuindo significativamente em diferentes areas, incluindo pesquisa
cientifica, desenvolvimento e inovagao tecnologica. Além disso, essas colecdes desempenham
um importante papel ao proporcionar amplo acesso a dados e informacdes sobre a
biodiversidade do pais (Santos et al, 2018).

ApOs a reestruturagdo da colecao de bactérias do INCQS, que substituiu a CBRVS pela
CBP, o foco principal desse acervo foi direcionado para as cepas de pesquisa provenientes de
depositos, em detrimento das cepas de referéncia. Assim, tornou-se necessario submeter este
acervo a testes microbiologicos pré e pos-producdo, visando garantir o fornecimento de

linhagens puras, viaveis e autenticadas, com o maximo de informagdes possiveis. Ademais,
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buscou-se a reposi¢cdo por meio da producdo de todos os lotes de cepas testadas no decorrer

deste estudo.
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2 OBJETIVO

2.1 Objetivos gerais

Avaliar a conformidade de uma parte do acervo de pesquisa da CBP do INCQS através
de ensaios microbioldgicos como uma forma de controle interno da qualidade e realizar a

reposicao dos lotes analisados.

2.2 Objetivos especificos

1) Identificar as cepas da CBP mais solicitadas para fornecimento ¢ com menos de 10
ampolas de estoque;

2) Verificar a pureza das cepas selecionadas;

3) Produzir novos lotes a partir de lotes pré-existentes;

4) Verificar a viabilidade dos lotes produzidos;

5) Realizar a autenticagdo das cepas pelo VITEK® 2;

6) Realizar o sequenciamento do gene 16S RNAr e MALDI-TOF MS das cepas ndo
identificadas pelo VITEK® ao nivel de espécie;

7) Comparar os resultados dos métodos de identificagdo utilizados;

8) Definir o perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos das cepas.
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3 METODOLOGIA

3.1 Amostra

Foram selecionadas 100 cepas pertencentes ao acervo de pesquisa da CBP depositadas
entre o periodo de 1989 e 2016, correspondendo a aproximadamente 5% de toda a colecao de
pesquisa. O critério de escolha foi realizado de acordo com as solicitagdes de outras instituigoes,
via protocolos e, dentre essas, foram escolhidas aquelas com estoques mais criticos. Sendo
assim, as cepas mais solicitadas e com estoque inferior a 10 ampolas foram selecionadas para
serem submetidas aos ensaios de pureza, viabilidade, autenticacdo ¢ TSA. A listagem das cepas
analisadas esta descrita no Apéndice A.

O estudo foi dividido em trés etapas principais: (1) controle pré-producao com ensaios
de pureza, anélise microscopica e identificagdo utilizando o sistema VITEK® 2; (2) produgio
de novos lotes e preservacdo por liofilizagdo; (3) e controle pds-produgdo, com ensaios de
pureza, analise microscdpica, autenticagdo, acrescido da viabilidade e antibiograma. Incluindo,
quando necessario, a identificagdo por MALDI-TOF, por método molecular e por métodos

convencionais, para posterior catalogacao das cepas para fornecimento.

3.2 Controle Pré-producio

3.2.1 Reidratagao do Liofilo

Para abertura da ampola e reconstitui¢do do liofilo, foi utilizado gaze embebida em
alcool 70% para desinfeccdo da ampola. Apds secagem do alcool, a ampola foi aquecida na
parte superior com chama do bico de Bunsen e, seguindo as orientagdes contidas no
Procedimento Operacional Padrao (POP) do SBA, nimero 65.3230.045, revisao 05, € na se¢ao
4.3 do manual 3 (Teste de viabilidade e pureza da produgdo de bactérias de referéncia), foi
aplicada solucdo salina estéril na regido aquecida, facilitando seu rompimento (Instituto
Nacional de Controle de Qualidade em Saude, 2023¢).

A hidratagdo e cultivo foram realizados em meios de cultura adequados para cada
microrganismo, tendo como referéncia os meios de culturas e condi¢des de incubagdo

recomendados no site da ATCC.
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3.2.2 Pureza

ApOs a reidratacao do lidfilo com 0,5 mL de meio liquido, foi realizada a avaliagdo da
pureza. Para isso, foi realizado cultivo preferencialmente em agar sangue ou em agar TSA, pela
técnica de esgotamento para obtenc¢do de colonias isoladas. Apds o periodo de incubagdo, a 36,5
+ 1,5 °C por até 72 horas, foram analisadas as caracteristicas macroscépicas das colonias para
confirmacao do crescimento de colonia pura com caracteristicas inerentes ao género ou espécie,

de acordo com as instrugdes presentes no POP 65.3230.045.

3.2.3 Analise microscopica

Ap6s o periodo de incubagdo de cada cepa analisada foi realizada coloracdo de Gram e
microscopia para confirmacao das caracteristicas morfotintoriais dos microrganismos, seguindo
as instrugdes do POP 65.3230.047, revisao 04 e secdo do manual 4.3 (Bactérias -
Caracterizagdo) (Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Satde, 2023f).

3.2.4 Identificagdo pelo VITEK® 2

Partindo de um cultivo recente (em torno de 24 horas ou de acordo com o periodo de
crescimento da bactéria), apds visualizagdo microscopica da coldnia foi possivel selecionar os
cartdes de identificagdo de acordo com as caracteristicas morfotintoriais observadas.

Posteriormente, foi necessaria a preparacao de uma suspensao bacteriana com turvagao
especifica (tabela 1), realizada diretamente da colonia, seguindo as orientacdes do fabricante
do equipamento e que também estao presentes no POP do SBA, nlimero 65.3230.047 (Instituto
Nacional de Controle de Qualidade em Satde, 2023f).

Tabela 1 — Intervalo aceitavel da suspensdo bacteriana a ser identificada pelo VITEK® 2

Cartdo Limite Minimo Limite M&ximo
BCL 1,80 McFarland 2,20 McFarland
GP 0,50 McFarland 0,63 McFarland
GN 0,50 McFarland 0,63 McFarland

BCL — Cartao de identificagdo de bacilos Gram-positivos; GP — Cartao de identificagdo de
cocos Gram-positivos; GN — Cartdo de identificagdo de bacilos Gram-negativos.
Fonte: Manual VITEK® 2.
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3.3 Producio

3.3.1 Produgao de lotes de ampolas

A etapa seguinte aos ensaios pré-producdo foi a reposicdo de estoque por meio da
producdo de novos lotes. Com isso, para cada cepa analisada e com resultados satisfatérios foi
realizado o plaqueamento em meios de cultura adequados com o auxilio de uma alga de
Drigalski, e apds o periodo de incubagdo foi preparada uma suspensdo bacteriana a partir do
crescimento bacteriano com solugdo “Skim milk” a 10%. Aproximadamente 0,5 mL dessa
suspensao foi distribuida em ampolas e submetida ao congelamento rapido até o momento da
liofilizagao, de acordo com o POP do SBA niimero 65.3230.001, revisao 08 e se¢cdo do manual
4.3 (Producdo e preservagado de bactérias da colecdo de bactérias patogénicas pelo método de

liofilizacdo) (Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude, 2022).

3.3.2 Preservagao por liofilizagao

No minimo 24 horas ap6s a producdo, armazenadas no ultrafreezer a -75 + 10 °C, as
ampolas com a suspensao bacteriana foram submetidas ao processo de preservacao a longo
prazo por liofilizacdo, com auxilio do liofilizador Edwards, de acordo com o manual do
equipamento e em conformidade com as instru¢des do Procedimento de Uso (PU) do SBA,
numero 3230.007, revisao 06 e secao do manual 4.3 (Utilizagdo de liofilizador edwards lk4r na
producao de lotes de microrganismos) (Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude,

2020).

3.3.3 Teste de vacuo

Apo6s o fechamento de todas as ampolas com macarico de chama dupla, a verificacao da
presenca de vacuo foi realizada individualmente com o auxilio de uma pistola elétrica conforme
PU do SBA, niimero 3230.014, revisdo 04 e secdo do manual 4.3 (Pistola para teste de vacuo
em ampolas pds-producao de lote de microrganismo). A confirmagao da presenca de vacuo
ocorre com a visualizagao de luz violeta dentro da ampola durante a descarga elétrica, enquanto
a auséncia de vacuo ¢ indicada pela auséncia de cor (Instituto Nacional de Controle de

Qualidade em Saude, 2021).
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Todas as ampolas que ndo apresentaram vacuo foram separadas das demais e

descartadas.

3.4 Controle pés-producio

Uma vez concluida a liofilizagdo e o selamento, apds a confirmac¢do do vacuo nas
ampolas, cada novo lote foi submetido aos ensaios pos-produgdo, incluindo os ensaios de
pureza, analise microscopica e autenticagcdo, conforme ja descrito no item 3.1 (Controle pré-

producao).

3.4.1 Viabilidade

O ensaio de viabilidade consiste na realizacdo de dilui¢des seriadas de base 10 até a
diluicao 107¢, partindo do li6filo hidratado, de acordo com as instru¢cdes do POP 65.3230.045.
Foram transferidas, em duplicatas, aliquotas de 100 uL dos tubos de dilui¢des 1074, 105 e 1076
para placas contendo meios de cultura apropriados para o crescimento bacteriano (figura 1). As
placas foram semeadas utilizando o método Spread Plate e incubadas nas condi¢des de tempo
e temperatura de acordo com a bactéria em questdo (Instituto Nacional de Controle de
Qualidade em Saude, 2023e).

Apds o periodo de incubacgdo, para verificagdo da viabilidade foram selecionadas as
placas contendo, preferencialmente, entre 30 e 300 UFC para posterior realizagdo do calculo

(Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude, 2023e).
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Figura 1 - Esquema do método de viabilidade
Lisfilo + Caldo 9.9 mL NaCl 0.85% 4,5 mL NaCl 0.85% 4,5 mL NaCl 0,85% 4.5 mL NaCl 0.85% 4.5 mL NaCl 0.85%

0,1 mL/100 uL. | 0,5 mL/500 puL . 0,5mL/500 pL 0,5 mL/500 pL 0,5 mL/500 pL

102 1072 107

(Descartado) (Descartado)
0.1 mL/100 pL.

Fonte: O autor (2023).

Para determina¢@o do nimero de UFC por mL, a média do numero de colonias presentes
nas duas placas selecionadas ¢ multiplicada pelo fator de diluigdo (1074, 107 ou 107°), e o valor
obtido ¢ entdo dividido pela quantidade de liquido transferido da amostra para a placa de Petri

(100 pL).

3.4.2 Teste de suscetibilidade aos antimicrobianos

Para defini¢@o do perfil de resisténcia aos antimicrobianos foram selecionadas 78 cepas
de pesquisa da CBP cujo parametros e critérios encontram-se padronizados pelo pelo Comité
Brasileiro de Teste de Sensibilidade aos Antimicrobianos (BrCAST/2022). Dessa forma, apenas
cepas do género Bacillus e Yersinia nao foram submetidas a este ensaio.

Assim como na identificagdo pelo método VITEK® 2, apés visualizagdo microscopica
das caracteristicas morfotintoriais da cepa foi possivel escolher o cartdo de suscetibilidade aos
antimicrobianos. Posteriormente, foi necessaria a preparacao de duas suspensdes bacterianas,
realizadas de acordo com as instrugdes do fabricante. A primeira preparada diretamente da
colonia, com turvagao especifica (tabela 1) e a segunda preparada a partir de uma aliquota com
volume pré-definido (tabela 2), retirada da primeira suspensao, utilizada para defini¢ao do perfil

de sensibilidade aos antimicrobianos.
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Tabela 2 - Aliquota para segunda suspensdo bacteriana para determinacdo do perfil de

resisténcia

Cartao Aliguota
AST-P 145 mL
AST-N 280 mL

AST-P — Cartdo de sensibilidade de Gram-positivos; AST-N — Cartdo de
sensibilidade de Gram-negativos.
Fonte: Manual VITEK® 2.

Quadro 1 - Listagem dos antimicrobianos testados de acordo com as caracteristicas

morfotintoriais da cepa

Gram-negativo

Concentracgao (ug/mL)

Gram-positivo

Concentracgdo (pg/mL)

Ampicilina (AMP)

Amicacina (AMI)
Ampicilina/Subactam (APS)
Aztreonan (ATM)

Cefepima (CPM)

Cefoxitina (CFO)

Ceftazidima (CAZ)
Ceftazidima/Avibactam (CZA)
Ceftolozane/Tazobactam (C/T)
Ceftriaxona (CRO)
Cefuroxima (CXM)
Cefuroxima Axetil (CXA)
Ciprofloxacina (CIP)

Colistina (COL)

Ertapenem (ERT)
Gentamicina (GEN)

Imipenem (IPM)

Meropenem (MPM)
Piperacilina/Tazobactam (PIT)
Tigeciclina (TIG)

8a64
2a48
4/2 a 32/16
2a32
0,25a32
8a32
0,25a32
0,06/4 a 8/4
0,5/4 a 32/4
0,12a16
2a32
2a32
0,06a1l
4a32
0,03a2
4a32
lal2
0,5a12
2/4 a 48/8
1,5a8

Benzilpenicilina (PEN)
Clindamicina (CLI)
Daptomicina (DAP)
Eritromicina (ERI)
Gentamicina (GEN)
Levofloxacina (LEV)
Linezolida (LNZ)
Nitrofurantoina (NIT)
Oxacilina (OXA)
Rifampicina (RIF)
Teicoplanina (TEC)
Tigeciclina (TIG)
Trimetoprim/Sulfametoxazol (SUT)
Vancomicina (VAN)

0,125a1
0,06a1l
0,5a16
0,25a2
8a64
lalé
0,5a2
16 a 64
0,5a2
0,015a0,5
0,5a32
0,25a1l
8/152 a 32/608
1al6

Fonte: Adaptado da bula dos cartdes do Vitek® 2 (2020).

3.4.3 Identificagcdo molecular

Foram selecionadas 24 cepas da colecdo cujo resultado pelo método VITEK® 2

apresentou mais de uma espécie, para serem submetidas ao sequenciamento parcial do gene

16S RNAr.

3.4.3.1 Extracdao do DN

A extracao do DNA das cepas analisadas foi realizada apos o cultivo em meio de cultura

adequado, de acordo com as instru¢des do fabricante presentes no kit QI4damp® DNA Mini and

Blood Mini Handbook (Qiagen, Califonia, EUA).
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3.4.3.2 Reacdo em Cadeia da Polimerase
A amplificagdo do DNA extraido foi realizada por meio da PCR. Os primers utilizados
na reagdo foram desenhados com base nas regides V1 e V2 do gene 16S RNAr, demonstrado

na tabela 3.

Tabela 3 - Primers utilizados na amplifica¢do pela PCR

Orientacdo Sequéncia Bases Referéncia
Forward 5’-AACTGGAGGAAGGTGGGGA-3’ ~350 (WANG et
Reverse 5’-AGGAGGTGATCCAACCGCA-3 pares al., 2007)

Fonte: Adaptado de WANG et al. (2007).

Utilizando um termociclador PTC 200 (MJ Reasearch, Watertown, EUA), o ciclo de
amplificacdo inicial submeteu a amostra por 3 minutos a 95 °C, seguido de 35 ciclos de 35
segundos a 95 °C, 1 minuto a 60 °C, 1 minuto a 72 °C e extensao final de 10 minutos a 72 °C.

A visualizagdo dos produtos de amplificagao foi realizada por meio de eletroforese em
gel de agarose 1,5%. Ap0s a corrida eletroforética foi possivel visualizar o fragmento de DNA
com o auxilio do sistema de documentacdo do L-PIX — Loccus Biotecnologia (Loccus, Cotia,
SP), sob luz ultravioleta.

Os produtos obtidos foram purificados com um kit de purificagio PureLink™
(Invitrogen by Thermo Fisher Scientific), de acordo com as especificacdes do fabricante. Apos

a purificagdo, a avaliagdo da quantidade de DNA na amostra foi realizada utilizando-se o

equipamento Nanodrop (Thermo Fisher Scientific).

3.4.3.3 Sequenciamento parcial do gene 16S RNAr

Para a reagdao de sequenciamento foi utilizado o kit BigDye® Terminator v3. 1 Cycle
Sequencing Kit (Thermo Fisher), seguindo suas instrucdes, também contidas no POP do SBA
numero 65.3230.073, revisao 00 e secdo do manual 4.3 (Caracterizagdo molecular na colegao
de bactérias patogénicas) (Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude, 2023g).

O primeiro ciclo da reacao de sequenciamento iniciou com um ciclo de 1 minuto a 96°C,
seguido de outros 40 ciclos de 10 segundos a 96°C, 5 segundos a 50 °C e 4 minutos a 60°C,
permanecendo ao final a 4 °C até sua finalizacdo manual (Instituto Nacional de Controle de

Qualidade em Saude, 2023g).
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Apos a etapa supracitada foi realizada uma precipitacdo da amostra com isopropanol
75% e etanol 75% com o objetivo de impedir que ddNTPs (didesoxinucleotideos) livres no
meio interferissem na leitura da sequéncia de DNA no SeqStudio (Thermo Fisher) (Instituto
Nacional de Controle de Qualidade em Saude, 2023g).

A ultima etapa antes das amostras serem encaminhadas para o SeqStudio (Thermo
Fisher), foi a desnaturacdo da reagdo de sequenciamento por meio da adicdo de Hi-Ti ™
Formamide (Thermo Fisher), seguido de um ciclo no termociclador de 3 minutos a 95°C, sob
o abrigo da luz e uma imersdo no gelo por 5 minutos (Instituto Nacional de Controle de
Qualidade em Saude, 2023g).

Posteriormente, a placa foi submetida a uma rotagdo de 600 rpm (rotagdes por minuto)
por 10 segundos e encaminhada para eletroforese capilar no SeqStudio (Thermo Fisher)
(Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude, 2023g).

Os cromatogramas gerados das fitas Forward e Reverse pelo sequenciador capilar foram
analisados e alinhados com o auxilio dos programas Chromas Lite e Sequencher, gerando uma
sequéncia consenso (contig) para cada cepa analisada. Apos a construgcdo desta regido, as
sequéncias foram submetidas a consulta de similaridade de nucleotideos contra os bancos de
dados de nucleotideos do GenBank (National Center for Biotecnology Information — NCBI),
utilizando a ferramenta online BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) e EzTaxon (http://www.eztaxon.org/) (Yoon, et al.,
2017).

Somente resultados recuperados com sequenciamento parcial do gene 16S RNAr, cuja
porcentagem de identificacdo foi igual ou superior a 96%, foram considerados validos e
somente aquelas espécies cujo percentual de identificagdo foi igual ou superior a 98,7% foram
consideradas identificadas. Em casos nos quais diferentes espécies pertencentes a0 mesmo
género foram identificadas com a mesma porcentagem, a identifica¢do foi considerada a nivel
de género e as cepas encaminhadas para analise pelo MALDI-TOF. Ja quando diferentes
espécies de géneros distintos foram detectadas, a identificacao foi considerada inconclusiva

(Costa et al, 2022a).

3.4.4 Maldi-Tof MS

Para identificagdo pelo MALDI-TOF MS foram selecionadas nove cepas do género

Bacillus que foram plaqueadas e cultivadas em meios de cultura especificos e encaminhadas
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para o Instituto de Microbiologia Professor Paulo de Goés, da Universidade Federal do Rio de
Janeiro (UFRJ), para verificagdo do espectro de massa e identificagdo bacteriana.

As amostras foram identificadas por MALDI-TOF — microflex LT. O processamento
dos espectros das proteinas entre 2 e 20 kDa foi obtido através de software flexControl versao
3.4 (Bruker Daltonics, EUA) e comparado com os espectros presentes nas bibliotecas MBT
BDAL 12.0, MBT Mycobacteria Library 7.0 e MBT Filamentous Fungi Library 5.0 do software
MBT Compass versao 4.1 (Bruker Daltonics).

De acordo com as instrugdes do fabricante (Bruker Daltonics, EUA), os resultados
podem variar de acordo com a confiabilidade, determinada pela faixa de identificacdo, com
valores de 2.00 a 3.00 indicando uma identificagdo altamente confidvel (cor verde ou +++),
1.70 a 1.99 para uma confiabilidade mais baixa (cor amarela ou +), ¢ de 0.00 a 1.69 indicando
organismos impossiveis (cor vermelha ou -).

Além disso, os resultados também puderam variar em relacdo a consisténcia. Este
pardmetro ¢ determinado pela concordancia entre os resultados obtidos de cada amostra,
realizados em duplicata, tanto para primeira melhor coincidéncia quanto para a segunda.
Quando tanto a primeira quanto a segunda melhor consisténcia indicam a mesma espécie, o
resultado ¢ classificado como "A". Se o género permanece o mesmo, mas a espécie difere entre
os resultados, a consisténcia € classificada como nivel "B". Entretanto, quando ocorre uma
mudancga no género entre as duplicatas da primeira ou segunda melhor consisténcia, o resultado

¢ classificado como nivel "C".
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4 RESULTADOS
4.1 Selecao das cepas

Apos relatorio fornecido pela curadoria da CBP, dentre todas as cepas da colegdo, foram
selecionadas 100 cepas que variaram entre os géneros: Bacillus, Escherichia, Enterobacter,

Klebsiella, Pseudomonas, Salmonella, Staphylococcus e Yersinia, conforme Grafico 1.

Grafico 1 - Cepas do acervo de pesquisa da CBP submetidas aos ensaios microbiologicos

Cepas da Colecao de Bactérias
Patogénicas

W Staphylococcus

W Bacillus

m Klebsiella

B Pseudomonas aeruginosa
W Escherichia coli
Enterobacter cloacea

H Salmonella

W Yersinia

Fonte: O autor (2023).

4.2 Pureza

Foram reidratadas 116 ampolas de bactérias liofilizadas, em meios de cultivo apropriados,
totalizando 100 cepas do acervo da CBP. Dessas, 84 cepas apresentaram crescimento puro €
compativel com a identificagdo na listagem da CBP, quatro apresentaram crescimento de mais
de um microrganismo (contaminag¢do), duas cepas apresentaram crescimento puro, no entanto,
com caracteristicas ndo compativeis com a identificacao listagem da CBP e 10 cepas ndo
cresceram no primeiro cultivo, apds a reidratacao da ampola.

As duas cepas com caracteristicas morfologicas e tintoriais ndo compativeis com a

identificacdo registrada na cole¢cdo foram testadas pelo menos mais uma vez. Em ambos os



48

casos, os resultados confirmaram a incompatibilidade e as cepas foram consideradas
insatisfatorias, sendo descartadas da colecao.

As ampolas cujo crescimento bacteriano em placa apresentaram indicios de
contaminagdo, foram confirmadas ap6s andlise microscopica e testes bioquimicos adicionais,
como por exemplo, catalase, coagulase, citrato, fermentagdo de carboidratos (glicose, sacarose
e lactose), produgdo de gas, indol, motilidade e producao de H>S. Pois, em todos estes casos foi
possivel isolar e identificar a colonia referente a identificacdo na colecao.

Por fim, dentre as cepas que inicialmente ndo apresentaram crescimento, nove delas
foram recuperadas e cresceram de forma satisfatoria na segunda tentativa, com exce¢do de
apenas uma, excluida da colegao.

Assim, dentre as 100 cepas analisadas, 97 apresentaram resultados satisfatorios no ensaio

de pureza.

4.3 Autenticacido pelo VITEK® 2

Foram realizadas 97 autenticacdes com resultados que variaram entre “Excelente
Identificagdao” (76%), “Muito Boa Identificacdo” (20%) e “Boa Identificagao” (4%). Em uma
das cepas com excelente identificacdo, foi indicada pelo sistema como “Slashline”, ou seja,
ocasido em que o equipamento ndo chega a um resultado exato e indica tanto as possiveis
espécies e subespécies, quanto os testes bioquimicos convencionais que devem ser realizados
para sua diferenciagao.

O caso anteriormente mencionado refere-se a uma cepa identificada na colecdo como
“Escherichia coli” com resultado apontando entre as espécies E. coli e Shigella sonnei. Foram
realizados os testes bioquimicos sugeridos pelo sistema de indol e motilidade, permitindo
confirmar sua identificacdo de maneira satisfatoria como E. coli (indol e motilidade positivos).

Além do “Slashline” supracitado, outros casos foram encontrados ao final das analises.
Estes casos se trataram de espécies dentro de um género que possuem alta similaridade
bioquimica entre si, impedindo o sistema VITEK® 2 de chegar, em algumas situagdes, a niveis
de espécie ou subespécie, como no género Salmonella (16 cepas), com resultados a nivel de
grupo e a espécie Enterobacter cloacae (5 cepas) com resultado a nivel de complexo, que inclui
outras subespécies. Sendo assim, fez-se necessaria a utilizagao de outros meios de identificagdo,
como a sorotipagem, no caso da Salmonella e provas bioquimicas adicionais como a urease,

lactose, mobilidade e dsorbitol no caso da E. cloacae.
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Fora os casos mencionados, duas cepas de Bacillus identificadas na cole¢do como

b

“Bacillus subtilis” e uma identificada apenas como “Bacillus sp.” chegaram as possiveis
espécies “subtilis / amyloliquefaciens / atrophaeus”; uma cepa identificada como “Bacillus
cereus” € uma apenas como “Bacillus” chegaram as espécies ‘“cereus / thuringiensis /
mycoides”, todas encaminhadas para o sequenciamento parcial do gene 16S RNAr e MALDI-
TOF MS devido limitagdes das provas bioquimicas sugeridas pelo VITEK® 2.

Dentre os resultados obtidos, sete cepas nomeadas na colegdo como "Escherichia coli"
(1), "Klebsiella pneumoniae" (1), "Pseudomonas aeruginosa" (2), "Salmonella" (2) e
"Staphylococcus epidermidis" (1) foram identificadas com grau de “Excelente Identificacdo”
como microrganismos diferentes de sua identificagdo na CBP, conforme tabela 4. Diante disso,

esses resultados foram considerados insatisfatorios e as cepas correspondentes foram excluidas

da colecao.

Tabela 4 - Resultados insatisfatorios encontrados pela analise com sistema VITEK® 2

Identificagcdo na CBP* ID Resultado VITEK® 2
Escherichia coli P2447 Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae P2378 Enterobacter aerogenes
Pseudomonas aeruginosa P2742 Escherichia coli
Pseudomonas aeruginosa P2888 Stenotrophomonas maltophilia
Salmonella sp. P2747 Escherichia coli
Salmonella sp. P2761 Providencia rettgeri
Staphylococcus epidermidis P1604 Micrococcus luteus

*Colegdo de Bactérias Patogénicas.
Fonte: O autor (2023).

Com isso, ap0s a realizagdao das 97 autenticacdes, 90 cepas da CBP tiveram resultado
satisfatorio, com sua identificacdo de acordo com o microrganismo catalogado na colegao.

4.4 Producao de lotes

Posteriormente aos ensaios pré-produgdo, as cepas analisadas e com resultado
satisfatorio foram produzidas e preservadas pelo método de liofilizagdo, totalizando 90 lotes

com 25 ampolas cada.
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4.5 Viabilidade

De acordo com o POP do setor (65.3230.045) sao considerados resultados insatisfatorios
aqueles em que a contagem de UFC das placas de dilui¢io 10 for menor do que 30 UFC. E
nos casos em que ha um grande crescimento bacteriano, dificultado a contagem de UFC até
mesmo nas placas da ultima diluicdo (10°°), o resultado ¢ considerado satisfatorio, com
crescimento acima de 107 UFC/mL.

Dentre as 90 cepas avaliadas, todas obtiveram resultados satisfatérios, com a maioria
(54%) apresentando crescimento de 10®° UFC/mL de células vidveis e apenas uma com
contagem “>10" UFC/mL” considerada incontavel, assim como demonstrado no Grafico 2 e

detalhado no Apéndice B.

Grafico 2 - Resultados do ensaio de viabilidade (UFC/mL)

Ensaio de Viabilidade
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Fonte: O autor (2023).

4.6 Identificacio pelo sequenciamento parcial do gene 16S RNAr

O arquivo com as sequéncias foram inseridas nos bancos de dados online BLAST e

EzTaxon para comparagdo de similaridade de nucleotideos, de acordo com a tabela 5.



Tabela 5 - Porcentagens de similaridade obtidas do sequenciamento no banco de dados BLAST
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Identificacdo na

CBP* ID BLAST EzTaxon
B. subtilis 97,31%; B.
Bacillus sp. P0039 amyloliquefaciens 97,05%; B. B. subtilis 98,62%
rugosus 95,34%
Salmonella sp. P2563  E. coli 100%; S. enterica 100%; S. flexneri 98,31%
Salmonella sp. P2565 E. coli 98,82%; S. enterica 98,82% S. flexneri 100%
Salmonella sp. P2567 E. coli 99,09%; S. enterica 99,09%  S. flexneri 98,63%
Salmonella sp. P2571 E. coli 98,21%; S. enterica 97,94%  S. flexneri 98,98%
Salmonella sp. P2572 E. coli 99,12%; S. enterica 99,12%  S. flexneri 99,32%
Salmonella sp. P2573 E. coli 99,40%; S. enterica 99,40%  S. flexneri 99,32%
. B. megaterium . 0
B. megaterium P2637 99,37% P. megaterium 99,36% P. megaterium 99,32%
Salmonella sp. P2746 E. coli 98,26%; S. enterica 98,26%  S. flexneri 99,32%
Salmonella sp. P2748 E. coli 97,92%; S. enterica 97,64%  S. flexneri 98,95%
Salmonella sp. P2749 E. coli 99,40%; S. enterica 99,40% S. flexneri 98,98%
Salmonella sp. P2752 E. coli 98,26%; S. enterica 98,26%  S. flexneri 98,98%
Salmonella sp. P2753 E. coli 98,26%; S. enterica 98,26%  S. flexneri 99,32%
E. coli 98,21%; Salmonella sp. : 0
Salmonella sp. P2754 98.21%: S. enterica 98.21% S. flexneri 98,97%
Salmonella sp. P2756 E. coli 99,12%; S. enterica 99,12%  S. flexneri 99,32%
Salmonella sp. P2759 E. coli 99,09%; S. enterica 99,09%  S. flexneri 99,32%
B. thuringiensis 92,57%; B. cereus
Bacillus cereus P2806 92,57%; B. pseudomycoides B. mycoides 99,63%
92,57%
- B. subtilis 99,7%; B. velezensis - 0
B. subtilis P2808 99,7%: B. rugosus 96,7% B. subtilis 98,64%
B. subtilis P2809 B. subtilis 97,54% B. subtilis 99,30%
- Bacillus sp. 98,72%; Paenibacillus - 0
B. subtilis P2810 98.40%: B. subtilis 98.08% B. subtilis 98,63%
. . . B. licheniformis 99,04%; Bacillus B. licheniformis
B. licheniformis P2814 sp. 99,04% 99.32%
Salmonella sp. P3116 E. coli 99,09%; S. enterica 99,09%  S. flexneri 99,32%
B. cereus 98,40%; Bacillus sp. B. manliponensis
B. cereus P3441 98,40% 97.65%
, B. thuringiensis 99,09%; B. cereus . 0
Bacillus P4901 98.79% B. thuringiensis 100%

*Colecdo de Bactérias Patogénicas.

Fonte: O autor (2023).
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4.7 Maldi-Tof MS

Os resultados obtidos da analise das cepas de Bacillus pelo laboratorio da UFRJ foram

encaminhadas para o SBA, de acordo com a tabela 6.

Tabela 6 - Resultados da analise do Maldi-Tof MS

Identificacdo na

ID Resultado Confiabilidade Consisténcia
CBP*
_ B. amyloliquefaciens/
Bacillus sp. P0039 ) +++ C
B. velezensis
B. megaterium P2637 P. megaterium +++ A
Bacillus sp. P2806 B. cereus +++ A
B. subtilis P2808 B. subtilis +++ A
Bacillus sp. P2809 B. subtilis +++ A
N B. amyloliquefaciens/
B. subtilis P2810 _ + B
B. velezensis
B. licheniformis ~ P2814 B. licheniformis T4+ A
B. cereus P3441 B. cereus +++ A
Bacillus sp. P4901 B. cereus +++ A

CBP - Colegdo de Bactérias Patogénicas
Fonte: O autor (2023).

4.8 Teste de Sensibilidade aos Antimicrobianos pelo VITEK® 2

4.8.1 Enterobacter cloacae

Das 78 cepas de pesquisa da CBP submetidas ao TSA, cinco foram da espécie E.

cloacae, conforme o Grafico 3.
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Grafico 3 - Perfil de suscetibilidade antimicrobiana das cepas de Enterobacter cloacae da CBP

Perfil de suscetibilidade antimicrobiana
das cepas de E. cloacae
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PIT — Piperacilina/Tazobactam; CXM — Cefuroxima; CXA — Cefuroxima Axetil; CFO — Cefoxitina;
CAZ — Ceftazidima; CPM — Cefepima; ERT — Ertapenem; IPM — Imipenem; MPM — Meropenem;

AMI — Amicacina; GEN — Gentamicina; CIP — Ciprofloxacina; TIG — Tigeciclina; COL — Colistina.
Fonte: O autor (2023).

4.8.2 Escherichia coli

Das 78 cepas de pesquisa da CBP submetidas ao TSA, 17 foram da espécie E. coli,
conforme o Grafico 4. Além disso, duas cepas foram positivas para enzima B-lactamase de

espectro estendido (ESBL).

Grafico 4 - Perfil de suscetibilidade antimicrobiana das cepas de E. coli da CBP

Perfil de suscetibilidade antimicrobiana
das cepas de E. coli
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AMP — Ampicilina; APS — Ampicilina/Sulbactam; PIT — Piperacilina/Tazobactam; CXM — Cefuroxima;
CXA — Cefuroxima Axetil; CFO — Cefoxitina; CAZ — Ceftazidima; CPM — Cefepima; ERT —
Ertapenem; IPM — Imipenem; MPM — Meropenem; AMI — Amicacina; GEN — Gentamicina; CIP —
Ciprofloxacina; TIG — Tigeciclina; COL — Colistina.

Fonte: O autor (2023).
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4.8.3 Klebsiella spp.

Das 78 cepas de pesquisa da CBP submetidas ao TSA, 16 foram do género Klebsiella,

conforme o Grafico 5. Além disso, 13 cepas foram positivas para ESBL.

Grafico 5 - Perfil de suscetibilidade antimicrobiana das cepas de Klebsiella spp. da CBP

Perfil de suscetibilidade antimicrobiana
das cepas de Klebsiella
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AMP — Ampicilina; APS — Ampicilina/Sulbactam; PIT — Piperacilina/Tazobactam; CXM —
Cefuroxima; CXA — Cefuroxima Axetil; CFO — Cefoxitina; CAZ — Ceftazidima; CPM — Cefepima;
ERT — Ertapenem; IPM — Imipenem; MPM — Meropenem; AMI — Amicacina; GEN — Gentamicina;

CIP - Ciprofloxacina; TIG — Tigeciclina; COL — Colistina.
Fonte: O autor (2023).

4.8.4 Salmonella spp.

Das 78 cepas de pesquisa da CBP submetidas ao TSA, 16 foram do género Salmonella,

conforme o Grafico 6.



Grafico 6 - Perfil de suscetibilidade antimicrobiana das cepas de Salmonella spp. da CBP
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PIT — Piperacilina/Tazobactam; CXM — Cefuroxima; CXA — Cefuroxima Axetil; CAZ — Ceftazidima;
CZA — Caeftazidima/Avibactam; C/T — Ceftolozane/Tazobactam; CPM — Cefepima; ATM — Aztreonam;
ERT — Ertapenem; IPM — Imipenem; MPM — Meropenem; GEN — Gentamicina; CIP — Ciprofloxacina;

TIG — Tigeciclina.
Fonte: O autor (2023).

4.8.5 Pseudomonas aeruginosa

Das 78 cepas de pesquisa da CBP submetidas ao TSA, 15 foram do género P

aeruginosa, conforme o Grafico 7.

Grafico 7 - Perfil de suscetibilidade antimicrobiana das cepas de P. aeruginosa da CBP

Perfil de suscetibilidade antimicrobiana
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Legenda: PIT — Piperacilina/Tazobactam; CAZ — Ceftazidima; CPM — Cefepima; IPM — Imipenem;

MPM — Meropenem; AMI — Amicacina; CIP — Ciprofloxacina; TIG — Tigeciclina; COL — Colistina.
Fonte: O autor (2023).



56

4.8.6 Staphylococcus spp.

Das 78 cepas de pesquisa da CBP submetidas ao TSA, nove foram do género

Staphylococcus, conforme o Grafico 8.

Grafico 8 - Perfil de suscetibilidade antimicrobiana das cepas de Staphylococcus spp. da CBP
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PEN — Penicilina; OXA — Oxacilina; GEN — Gentamicina; LEV — Levofloxacina; ERI — Eritromicina;
CLI - Clindamicina; LNZ — Linezolida; DAP — Daptomicina; TEC — Teicoplanina; VAN -
Vancomicina; TIG — Tigeciclina; RIF — Rifampicina; SUT — Trimetropin/Sulfametoxazol.

Fonte: O autor (2023).
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5 DISCUSSAO

O relatorio fornecido com as cepas mais solicitadas, sendo em sua maioria bactérias
Gram-negativas (58% pertencentes a familia Enterobacterales), possivelmente podem estar
associadas a sua importancia clinica. Esse grupo, comumente associado a casos de
multirresisténcia, representa um desafio significativo na satde publica no tratamento de
infec¢des (OMS, 2022).

A capacidade desses patdgenos de desenvolver resisténcia a multiplos antibioticos e,
subsequentemente, transmitir essa resisténcia, compromete a eficidcia dos tratamentos
convencionais, resultando em maior complexidade clinica e prolongamento das infec¢cdes. Em
2022, a OMS emitiu um novo relatorio, por meio do Sistema Global de Vigilancia da
Resisténcia e Utilizagdo de Antimicrobianos, uma ferramenta lancada em 2015 com o objetivo
de promover a vigilancia da resisténcia aos antimicrobianos e informar estratégias para
combaté-la. Este relatorio, produzido em colaboracdo com outros paises, resumiu os dados de
2020 sobre as taxas de resisténcia aos antimicrobianos em bactérias comuns globalmente,
incluindo espécies como E. coli, K. pneumoniae, S. aureus, S. pneumoniae, Acinetobacter spp,,
Salmonella spp. e Shigella spp (OMS, 2022). Isso destaca a necessidade pesquisas nesta area,
possivelmente refletindo nos resultados do relatério da CBP por terem sido as cepas mais
solicitadas.

A verificagdo da pureza € a primeira e uma das etapas essenciais, tanto nos ensaios pré-
producdo quanto nos pds-producdo, que visa garantir a existéncia de apenas uma cepa na
ampola. Principalmente quando relacionado a uma colec¢io bioldgica, manter o microrganismo
1solado e livre de contaminantes € crucial para preservar a autenticidade e integridade da
colecdo ao longo do tempo, assegurando que as informagdes taxonOmicas e genéticas
associadas a cada linhagem sejam preservadas de maneira satisfatéria. Isso contribui para a
conservagao efetiva da biodiversidade, possibilitando a utilizagdo desses microrganismos em
atividades de ensino, pesquisa, inovacao e servigos biotecnologicos. Dessa forma, a verificagao
da pureza desempenha um papel crucial na manuten¢do da qualidade e utilidade das cole¢des
bioldgicas.

Em relacdo ao ensaio de viabilidade, os resultados encontrados revelaram uma
significativa eficacia na preservacao das cepas, com a maioria delas (54%) apresentando um
crescimento de 108 UFC/mL. Importante ressaltar que essas cepas foram depositadas ao longo
de um extenso periodo, desde 1989 até 2016. Esses dados corroboram com a literatura

cientifica, conforme destacado por Sousa e colaboradores (2017) e Sola e colaboradores (2012),
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que evidenciam a eficiéncia da liofilizagdo, método adotado pela CBP, na manutengdo da
viabilidade ao longo do tempo.

A abordagem de preservagao por liofilizagdo, conforme proposta pela CBP e embasada
por Sola e colaboradores (2012), mostra-se adequada para a maioria dos microrganismos, com
a excec¢do apenas de algas e protozoarios. A garantia de uma viabilidade prolongada, estimada
entre 17 e 20 anos, ressalta a confiabilidade desse método. Assim, os resultados do ensaio de
viabilidade demonstram a eficiéncia do processo de liofilizagcdo na manuten¢do da viabilidade
das cepas depositadas ao longo de décadas, evidenciando a robustez desse método de
preservacgao.

Singh, Rai e Nair (2022) discutem fatores criticos que podem exercer influéncia na
viabilidade das cepas liofilizadas. Entre esses fatores, a distribuicao irregular de calor durante
o processo de liofilizagdo ¢ apontada como uma possivel causa de formacao de cristais de gelo,
capazes de prejudicar a estrutura celular bacteriana. Adicionalmente, Sola e colaboradores
(2012) enfatizam a importancia do cuidado durante a estocagem e acondicionamento do
material liofilizado, apontando que tais praticas podem afetar o seu tempo de vida. Recomenda-
se, nesse contexto, o armazenamento sob refrigeracdo, em ambientes com baixa umidade,
protegido da luz e de contaminantes.

E pertinente observar que a CBP adota rigorosamente essas praticas, o que pode estar
diretamente associado a auséncia de resultados insatisfatorios no presente ensaio, reforcando a
confianga na estabilidade e viabilidade desses microrganismos ao longo do tempo.

O sistema VITEK® 2 teve um excelente desempenho geral na autenticagio das cepas da
CBP. No presente estudo 91 % das autenticagdes realizadas identificaram corretamente a cepa
de acordo com sua identificagdo na colegdo, sendo que dentro desse conjunto de autenticagdes
corretas, 74% identificaram o microrganismo a nivel de espécie. Esses resultados destacam a
eficacia do VITEK® 2 em fornecer identificagdes precisas, evidenciando sua robustez na
caracterizagdo de cepas, inclusive até o nivel taxondmico de espécie.

Comparativamente, Madhavan e colaboradores (2021) encontraram uma taxa de
identificacio pelo VITEK® 2 de 97% e 90,9% nos niveis de género e espécie, respectivamente,
em seu estudo que focou principalmente em microrganismos de rotina em laboratorios clinicos.
Os resultados obtidos neste estudo se assemelham aos encontrados nas analises das cepas da
CBP, especialmente no que diz respeito ao nivel de género. E importante destacar que o sistema
VITEK® 2 demonstra um melhor desempenho no ambiente laboratorial clinico. Portanto, a
diferenga nos resultados obtidos por Madhavan e colaboradores (2021), com uma maior

porcentagem de identificacdes ao nivel de espécie em comparagao com as cepas da CBP, pode
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ser atribuida tanto ao contexto clinico em que o equipamento foi utilizado, como também as
escolhas distintas de cepas nos dois estudos. Além disso, Madhavan e colaboradores (2021)
também destacaram a incapacidade do sistema diferenciar entre as espécies S. sonnei e E. coli
devido as suas similaridades genéticas e bioquimicas, uma limitagao que foi encontrada em uma
das cepas da CBP analisadas, mas que foi possivel identifica-la por meio dos testes bioquimicos
recomendados (indol e motilidade).

No que diz respeito as cepas pertencentes ao género Bacillus, foi observado um padrao
consistente com resultados obtidos por outros autores. Para esse grupo a identificagcdo pelo
VITEK® 2 predominantemente alcangou o nivel de género, semelhante ao que foi observado
nas cepas de Salmonella. Com isso, todas as cepas com identificagdo taxondomica multiopcional,
ou seja, ocasido em que o perfil bioldgico € o mesmo para os grupos taxondmicos descritos no
resultado, foram submetidas ao sequenciamento parcial do gene 16S RNAr e, adicionalmente,
as cepas do género Bacillus também foram encaminhadas para identificacao pela técnica de
MALDI-TOF MS para avaliar uma possivel diferenciacao entre as espécies. Essa abordagem
complementar revelou-se essencial diante das limitagdes identificadas pelo VITEK® 2 em
discernir certas espécies de Bacillus e de Salmonella, conforme evidenciado pelos resultados
do presente estudo. Vale ressaltar que, de acordo com o manual do VITEK® 2, essa limitacio
também estd associada a outras espécies.

Na anélise pelo VITEK® 2, das nove cepas do género Bacillus, cinco (56%) ao nivel de
género e quatro (44%) foram identificadas ao nivel de espécie. Esses achados se aproximam
dos resultados obtidos no estudo conduzido por Costa e colaboradores (2022), que dentre as 34
estirpes de Bacillus avaliadas pelo VITEK® 2, 14 (41%) delas alcangaram o género e 12 (35 %)
a espécie, com quatro cepas ndo identificadas, uma com resultado inconclusivo e trés
identificadas incorretamente. J& os resultados obtidos indicados por grupos de espécies como
"B. subtilis | B. amyloliquefaciens | B. atrophaeus" e " B. cereus / B. thuringiensis /| B. mycoides"
revelam uma limitacdo do sistema em diferencia-las, como destacado por Halket, Dinsdale e
Logan (2009) e corroborado por Mursyidah e colaboradores (2021). Estes autores, ao
conduzirem pesquisas independentes, identificaram a mesma complexidade na determinagao
especifica de algumas cepas de Bacillus pelo VITEK® 2. A dificuldade em alcancar uma
diferenciagdo mais precisa pode ser atribuida a similaridade entre algumas espécies dentro deste
género, destacando a necessidade de abordagens complementares ou técnicas moleculares mais
avangadas para elucidar de maneira mais especifica as identidades bacterianas.

Os resultados obtidos por Akter e Shamimuzzaman (2023) usando a mesma

metodologia de identificagdo pelo sistema VITEK® 2 diferem dos achados desta pesquisa com
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relacdo ao género Salmonella. Das 16 cepas autenticadas no presente estudo da CBP, apenas
uma (6%) foi identificada a nivel de espécie (Salmonella ser. Typhimurium). Em contraste, no
estudo conduzido pelos autores supracitados, que envolveu 136 isolados, 103 (76%) foram
identificados a nivel de espécie, abrangendo pelo menos sete sorovares diferentes, tais como S.
Byphimurium, S. Paratifo, S. Enteritidis, S. Enterica, S. Typhi, S. Gallinarum, e S. Arizonae.

Quando analisadas pelo sequenciamento parcial do gene 16S RNAr, a similaridade desta
regido entre as espécies do género Bacillus também tornou sua diferenciacao desafiadora. No
presente estudo, quando submetidas a andlise de similaridade contra o banco de dados BLAST,
considerando a maior porcentagem de identificagdo, apenas trés (33%) das nove cepas de
Bacillus foram identificadas ao nivel de espécie (P0039, P2637 ¢ P4901). Destas trés cepas,
duas foram consideradas identificadas, uma vez que o percentual de identificacdo superou
98,7%, enquanto a outra alcancou uma identificacdo apenas valida com o percentual de
identificacdo > 96%. As seis (67%) cepas restantes foram identificadas apenas ao nivel de
género. Ao utilizar o banco de dados EzTaxon, 56% foram identificadas com percentual de
identificacao acima de 98,7%, e 44% foram identificadas com o percentual de identificagao >
96%, sendo consideradas identificagdes validas. Além disso, uma das cepas foi identificada
como uma espécie de Bacillus diferente da sua identificagdo na CBP (P3441).

Ja os resultados observados por Costa e colaboradores (2022) ao analisarem cepas deste
grupo isoladas de uma instalacao farmacéutica, identificaram a maioria (56,70%) apenas a nivel
de género, enquanto 34,02% foram identificadas a nivel de espécie.

Neste contexto, a andlise pelo banco de dados EzTaxon se mostrou superior, entretanto,
ainda assim, estes achados ressaltam a necessidade de incorporar outras técnicas moleculares
ou diferentes abordagens, como andlise do gene rpoB ou gyrB, a fim de melhorar a
discriminacdo entre as espécies deste grupo, como pontuado por Costa e colaboradores (2022).
E relevante mencionar que as cepas alvo do estudo conduzido pelos autores supracitados
possuem uma diversidade maior quando comparadas as cepas analisadas da CBP, o que pode
justificar as diferencas entre os percentuais de identificagdao de espécie e gé€nero entre os grupos
estudados.

Ja a andlise pela técnica MALDI-TOF MS identificou sete (78%) cepas do género
Bacillus ao nivel de espécie e uma (11%) identificada de género, com isso demonstrando ser
uma técnica com maior precisdo para esse grupo especifico de microrganismos. Apenas uma
cepa (11%) nao teve consisténcia de identificagdo, tanto para espécie quanto para género. Este
resultado corrobora com o estudo conduzido por Costa e colaboradores (2022), que também

realizaram essa comparagao entre as trés técnicas de identificagdo utilizadas no presente estudo.
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No género Salmonella, todas as cepas submetidas ao sequenciamento apresentaram
porcentagens iguais ou proximas entre as espécies E. coli e S. enterica, pelo BLAST. Quando
analisadas pelo EzTaxon, todas as cepas foram identificadas como Shigella flexneri (S.
flexneri), possivelmente por se tratarem de microrganismos pertencentes a mesma familia
(Enterobacterales). Entretanto, devido caracteristicas fenotipicas distintas ja conhecidas na
literatura, como a producao de H»S pelas cepas de Sa/monella e auséncia nas espécies E. coli e
S. flexneri, tal resultado reflete a importancia da utilizagdo de métodos de identificagdo
complementares, uma vez que, facilmente essas espécies poderiam ser separadas por métodos
bioquimicos convencionais. As cepas previamente identificadas pelo sistema VITEK® 2, com
resultado “Grupo Salmonella”, foram encaminhadas para diferencia¢do por sorologia em um
laboratdrio referéncia no Instituto Oswaldo Cruz (I0OC/Fiocruz).

E importante ressaltar que ambos os bancos de dados sdo usados na microbiologia e
biologia molecular para a identificacdo e caracterizagdo de microrganismos. O BLAST sendo
utilizado para a comparagdo de sequéncias, identificagdo de homologias e busca de
similaridades entre sequéncias de DNA, RNA ou proteinas, com a desvantagem de ser um banco
de dados ndo curado, ou seja, em que as sequéncias depositadas ndo sdo rigorosamente
avaliadas. Enquanto o EzTaxon ¢ focado especificamente em informacdes taxonOmicas e
identificacdo de microrganismos, desenvolvido para incluir as sequéncias de referéncia
(Amaral; Reis; Silva, 2007; Yoon, et al., 2017).

Em geral, comparando as trés técnicas de andlise utilizadas para a diferencia¢do das
espécies do género Bacillus (ver tabela 7), é possivel observar que, apesar da limitagdo
intrinseca do VITEK® 2 em discriminar entre as espécies "cereus/thuringiensis/mycoides” e
"subtilis/amyloliquefaciens/atrophaeus™, conforme explicitado no manual do fabricante, o
sistema conseguiu identificar com precisdo duas cepas em nivel de espécie. Este resultado
sugere que certas caracteristicas distintivas presentes em determinadas cepas podem permitir
sua diferenciacdo pelo software, destacando a capacidade do VITEK® 2 de superar algumas
limitacOes e proporcionar uma identificagdo mais especifica em alguns casos particulares.

No que se refere ao sequenciamento, em especial do gene 16S RNAr, foi possivel
observar que o alvo testado, embora amplamente utilizado na identificagdo, apresentou um
variado percentual de identificacdo entre os bancos de dados utilizados, que possivelmente pode
ser justificado por se tratar de um banco curado (EzTaxon) de ou ndo curado (BLAST). Além
disso, essa dificil diferenciacdo possivelmente esté relacionada a elevada similaridade desse
gene, de aproximadamente 99%, dificultando a distingdo precisa entre as espécies apenas por

meio dessa técnica.
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E por fim, & anélise pelo MALDI-TOF se destacou como a mais precisa entre as trés
técnicas utilizadas neste contexto. Esse desempenho é possivelmente justificado pela
composicdo mais abrangente de seu banco de dados, principalmente quando comparado ao
VITEK® 2, que possui um niimero mais limitado de microrganismos ambientais, por ser um

equipamento utilizado na rotina clinica.

Tabela 7 - Comparagio entre os resultados obtidos pelo VITEK® 2, sequenciamento parcial do

gene 16S RNAr e MALDI-TOF MS para cepas de Bacillus da CBP

Sequenciamen

. . ® ]
Ml(;:rorganlsm D ;/ITEK to do gene 165 RNAT TOFMI\'/IA\SLDI
(BLAST)
B. B. subtilis B
subtilis/ 97,31%; . .
. P003 - . - - amyloliquefacien
Bacillus sp. amyloliquefacien  B. amyloliquefaciens
9 ] s/
s/ 97,05%; B. velezensis
atrophaeus B. rugosus 95,34% '
B, P263 B, oo anogaterium P.
megaterium 7 megaterium P. megaterium 99,36% megaterium
B.
B. thuringiensis 92,57%;
Bacillus s P280 cereus/ B. cereus 92,57%; B. cereus
P 6 thuringiensis/ B. '
mycoides pseudomycoides
92,57%
B. -
. B. subtilis
B. subtilis P280 amyliliit)c:ﬂtla?gcien 99’7%; . .B'
' 8 s/ B. velezensis 99,7%; subtilis
B. rugosus 96,7%
atrophaeus
B.
Bacillus s P280 am Isol:ibt:JI;/acien B. subilis B.
- 9 youy, 97,54% subtilis
atrophaeus
Bacillus sp. B.
B. subtilis p281 B. 98,72%; amyloliquefacien
’ 0 subtilis Paenibacillus 98,40%; s/
B. subtilis 98,08% B. velezensis
B.
Iichenifoe;lmis e |icheniforlr3r{is licheniformis 99,04%; Iicheniforan.is
Bacillus sp. 99,04%
B. cereus P344 B. cereus B. cereus B. cereus
' 1 ' 98,40% '
B. B
Bacillus sp. 1 P490 thu?ienreilgsis/ thuringiensis 99,09%; B. cereus
g B. cereus 98,79%
mycoides

Fonte: O autor (2023).
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No que diz respeito ao perfil de suscetibilidade das cepas da CBP analisadas, 0s
resultados obtidos na avaliagdo da resisténcia de E. cloacae revelaram que 80% das cepas
apresentaram resisténcia a pelo menos um antimicrobiano entre as seis categorias testadas, de
um total de sete categorias, sendo classificadas como XRD. Além disso, apresentou a resisténcia
intrinseca a penicilina e as cefalosporinas de primeira geragao devido a producao de [-
lactamase AmpC. A sensibilidade foi observada apenas em relagéo ao IPM, MPM e COL.

Esses resultados indicam uma resisténcia mais pronunciada quando comparada com
estudos anteriores recentemente realizados, como observado por Nurfajriah e colaboradores
(2021) e Rajarajan e colaboradores (2022). Esses autores, ao analisarem o perfil de resisténcia
dessa espécie identificaram um namero maior de cepas sensiveis as quinolonas,
aminoglicosideos, glicilciclinas e alguns representantes das cefalosporinas. Levando em
consideracdo que um dos estudos foi conduzido na Indonésia, essa diferenca nos resultados
observada possivelmente pode ser atribuida a localizacdo da disseminagdo da cepa, além de
outros fatores regionais que devem ser considerados e que podem influenciar a expresséo de
resisténcia, como varia¢des na pratica clinica, padrfes de prescricdo de antimicrobianos e até
mesmo fatores socioecondmicos.

Os resultados da analise do perfil de resisténcia aos antimicrobianos das cepas de E. coli
da CBP revelaram uma incidéncia relativamente baixa de resisténcia, com apenas duas (12%)
cepas identificadas como produtoras da enzima ESBL e, dentre essas, uma classificada como
MDR pela resisténcia a AMP, APS, CXM, CXA, AMI, GEN e CIP. Em contraste, Crettels e
colaboradores (2023), ao examinarem cepas desta mesma espécie em amostras de dgua na
Bélgica, observaram uma resisténcia abrangente contra todos os antimicrobianos testados,
exceto para a MEM, com 23,8% das cepas demonstrando resisténcia a pelo menos uma droga
e 6,1% sendo multirresistentes, além de 28 cepas (3%) produtoras de ESBL. Levando em
consideracdo o periodo em que as cepas da CBP foram depositadas (entre 1989 e 2016), o
resultado encontrado pelos autores neste recente estudo ressalta a capacidade potencial dessa
espeécie de se tornar multirresistente, destacando a importancia da vigilancia continua e medidas
preventivas para reduzir o desenvolvimento e disseminacdo de resisténcia antimicrobiana.
Além disso, Crettels e colaboradores (2023) atribuiram esse cenario & liberacdo de aguas
residuais hospitalares ou comunitarias e a producdo pecuaria intensiva, identificando esses
como principais fatores contribuintes para o desenvolvimento de cepas multirresistentes.

No estudo conduzido no Brasil por Menezes e colaboradores (2023), ao analisarem
gueijo fresco comercializado no Espirito Santo identificaram trés isolados de E. coli (6%) como
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MDR, com resisténcia a trés, quatro e seis medicamentos testados. Campos e colaboradores
(2006), também analisando amostras de queijo e leite, isolaram 25 cepas identificando
resisténcia a AMP (4%) e tetraciclina (TET) (4%). Ja Neres e colaboradores (2019) isolaram
78 cepas de E. coli de queijos artesanais, destacando uma maior prevaléncia de resisténcia a
AMP (7,69%). Além disso, também foi observada resisténcia significativaa TET, cloranfenicol
(CLO) e SUT (5,12%), bem como a cefotaxima (CTX) (2,56%). Segundo Neres e
colaboradores (2019), esse perfil de resisténcia provavelmente esta relacionado ao uso desses
antimicrobianos na pecuaria, assim como apontado por Crettels e colaboradores (2023).

Por outro lado, as cepas analisadas do género Klebsiella demonstraram altos indices de
resisténcia frente aos antimicrobianos testados, com todas as cepas resistentes a pelo menos um
representante das penicilinas. Além disso, 75% das cepas analisadas foram classificadas como
MDR, sendo que, entre essas, uma apresentou resisténcia a quatro classes de antimicrobianos,
enquanto trés outras apresentaram resisténcia a cinco classes. As demais cepas MDR
apresentaram resisténcia a trés classes. Adicionalmente, 81% das cepas também apresentaram
resultado positivo para ESBL e todas apresentando suscetibilidade aos carbapenémicos e COL.

Estes resultados corroboram com os dados encontrados no estudo conduzido por Santos
e colaboradores (2020), realizado em um hospital pablico do estado do Paré, Brasil. A analise
dos isolados de K. pneumoniae provenientes de diversas amostras clinicas e submetidos ao teste
de suscetibilidade antimicrobiana, tambem revelou uma elevada prevaléncia de cepas MDR
(77%). Além disso, foi observado que todas as cepas testadas apresentaram resisténcia a AMP
(95,3%), sendo uma caracteristica intrinseca a essa espécie, seguida pela CXM (67,2%) e CXA
(67,2%). No caso das cepas da CBP, a resisténcia foi de 100%, 68% e 68%, respectivamente.

Os resultados obtidos por Rio e colaboradores (2023) revelam um cenario mais critico
com relacdo aos isolados de K. pneumoniae. No estudo conduzido em um hospital universitario
na Italia, foram analisadas 109 cepas dessa espécie, detectadas em amostras clinica. Foi
observado que, além dos antimicrobianos convencionais presentes no cartdo do VITEK® 2
AST-N397, aproximadamente 50% das cepas analisadas foram identificadas como PDR. Além
disso, algumas demonstraram resisténcia a nova combinagdo de B-lactamicos/inibidores de f3-
lactamases, como ceftazidima/avibactam, imipenem/relebactam e meropenem/vaborbactam, os
quais ndo estavam incluidos nos cartdes disponiveis. Com base nas comparacdes realizadas, um
dos fatores que possivelmente pode estar associado a acentuada resisténcia observada, inclusive
contra drogas mais recentes, ¢ o ambiente de isolamento das cepas, predominantemente de
amostras clinicas. Essa condicdo pode refletir um ambiente de maior pressdo seletiva de

antimicrobianos, resultando em cepas mais resistentes.
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Além disso, ¢ importante ressaltar que, os estudos utilizados sdo relativamente recentes,
enquanto as cepas das CBP foram depositadas anos antes, podendo, de fato, demonstrar uma
maior sensibilidade em comparacdo com cepas isoladas mais recentemente

Os resultados obtidos na andlise da resisténcia aos antimicrobianos das cepas de
Salmonella da CBP apresentaram divergéncias em relacdo a alguns estudos recentemente
conduzidos no Brasil. Essa diferenca, em grande parte, pode ser atribuida aos métodos
utilizados, como disco de difusdo. Esse método em especifico permite a utilizacdo de
antimicrobianos além dos encontrados no cartio AST do VITEK® 2, que por sua vez, foi o
método utilizado pela CBP. Exemplos desses antimicrobianos adicionais incluem amoxicilina
e acido clavulanico (AMC), TET e sulfonamida (SUL), dentre outros.

Com relagdo as cepas de Salmonella da CBP, todas demonstraram resisténcia a CXM e
CXA e apenas uma cepa com resisténcia a CIP. Em contraste, Pavelquesi e colaboradores (2023)
ao investigarem a prevaléncia e resisténcia antimicrobiana de 78 cepas de Salmonella spp.
isoladas de carne de frango refrigerada comercializada no varejo no Distrito Federal, Brasil,
observaram taxas de resisténcia para amoxicilina com AMC (83,3%), SUL (64,1%), TET
(46,2%), e a CIP, com 65,4% de resultados intermediarios e resistentes.

Corroborando com Pavelquesi e colaboradores (2023), Perin e colaboradores (2020)
relataram resultados semelhantes de cepas de Salmonella isoladas de amostras de carne de
frango congelada coletadas em lojas de varejo no estado do Parand, Brasil. No referido estudo,
os autores observaram uma alta resisténcia a TET (94,0%), AMC (84,0%) e CIP (76,0%). As
diferengas observadas ressaltam a importancia de considerar os métodos empregados nas
analises ao interpretar e comparar os resultados de estudos distintos sobre resisténcia
antimicrobiana.

As cepas de P. aeruginosa da CBP apresentaram variados niveis de resisténcia aos
antimicrobianos testados. Das 15 cepas analisadas, trés (20%) foram classificadas como MDR,
apresentando resisténcia a quatro e cinco classes, enquanto outras trés (20%) cepas foram
classificadas como XDR com resisténcia a seis classes. Apenas uma cepa apresentou resisténcia
a COL, entretanto, esse resultado requer a realizacdo de testes adicionais, como a microdilui¢ao
em caldo, conforme recomendac¢ao fornecida pelo fabricante. Em contraste, o estudo conduzido
por Alkhulaifi e Mohammed (2023), foi identificada alta prevaléncia de cepas MDR e XDR
(66,31%), o que ¢ superior ao relatado no presente estudo. Isso indica um importante potencial
desse grupo de microrganismos em expressar resisténcia aos antimicrobianos, com seu aumento
ao longo do tempo. Além disso, considerando que as cepas da CBP foram depositadas ao longo

do tempo, ¢ valido ponderar que cepas mais recentemente, principalmente levando em



66

considera¢do o local onde foram isoladas, podem apresentar uma tendéncia a serem mais
resistentes, assim como observado em outros géneros mencionados anteriormente.

Entretanto, quando comparado com um estudo conduzido no Brasil, por Camargo e
colaboradores (2023), com isolados clinicos de P. aeruginosa, além de cepas MDR (55,5%) e
XDR (18,5%), os autores também identificaram um isolado (0,8%) PDR. Isso pode ser uma
preocupacao em termos de opgdes terapéuticas, uma vez que a resisténcia a varias classes de
antibioticos dificulta o tratamento eficaz das infeccoes.

Por fim, das cepas de Staphylococcus spp. analisadas, somente uma (11%) identificada
como coagulase negativa, apresentou resisténcia a apenas dois antimicrobianos: OXA e ERI.
As outras oito cepas (89%) foram identificadas como pertencentes a espécie S. aureus
(coagulase positiva) e demonstraram resisténcia a pelo menos uma droga. Das cepas coagulase
positiva, trés (38%) foram classificadas como MDR e ORSA (Staphylococcus aureus resistente
a oxacilina), exibindo resisténcia a trés (2) e quatro (1) classes de antimicrobianos.

Estes resultados foram parcialmente consistentes com os achados de Ibrahim e
colaboradores (2023), principalmente com relacao a alta taxa de resisténcia a PEN e a ampla
sensibilidade a LNZ, VAN, TIG e TEC. No entanto, os isolados estudados por esses
pesquisadores apresentaram uma alta resisténcia a alguns agentes, como SUT, TET e CLI,
situagcdo ndo encontrada nas cepas da CBP.

Em sintese, a avaliacdo abrangente da resisténcia antimicrobiana em diferentes cepas
bacterianas revela um panorama complexo e dindmico, com variagdes marcantes entre as
espécies ¢ mesmo dentro de uma mesma espécie. A diversidade nos perfis de resisténcia
observados destaca a influéncia de fatores locais, como regido, praticas de prescricao de
antibiodticos e condi¢des ambientais, na evolugdo da resisténcia bacteriana. As comparacdes
com estudos anteriores, tanto nacionais quanto internacionais, destacam a necessidade de
vigilancia continua e estratégias preventivas a fim de monitorar, reduzir e controlar o
desenvolvimento e a disseminag¢do da resisténcia antimicrobiana. A identificagdo de cepas
MDR, XDR e at¢ PDR em algumas analises ressalta a importancia critica de abordagens
integradas na gestdo da resisténcia bacteriana, visando garantir a eficdcia continua dos

tratamentos antimicrobianos e a preservagdo da satde publica.
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6 CONCLUSAO

As colegdes microbiologicas desempenham importante papel na conservagdo da
biodiversidade, sendo multifuncionais e essenciais para diversas aplicagdes. Manter a
organizacdo e a manuteng¢ao eficientes desses centros ¢ crucial para garantir a preservagao dos
microrganismos ao longo do tempo. O presente estudo contribuiu significativamente com a
reestruturacao da CBP, por meio de ensaios microbiologicos abrangentes, incluindo analises de
pureza, viabilidade, antibiograma e identificacdo utilizando técnicas automatizadas, como
VITEK® 2 e MALDI-TOF, além de técnicas moleculares, como o sequenciamento.

Os resultados obtidos revelaram um alto indice de sucesso na reidratagdo das ampolas
de bactérias liofilizadas, resultando em 84 cepas com crescimento puro compativel com a
identificacao na CBP. Da mesma forma, os ensaios de viabilidade corroboraram a eficacia do
método de preservacdo por liofilizagdo adotado pela CBP, destacando sua eficiéncia como
método de preservagdo a longo prazo, com impacto minimo nos microrganismos.

A utilizacdo do sistema VITEK® 2 para a identificagdo de microrganismos se mostrou
em geral eficaz, especialmente ao possibilitar a realizagdo do antibiograma. Contudo, esse
sistema apresentou algumas limitagdes, especialmente na diferenciagdo de microrganismos do
género Bacillus, considerados ambientais, ressaltando a necessidade de técnicas
complementares para uma identificagdo mais precisa.

O sequenciamento parcial do gene 16S RNAr, embora considerado padrdo ouro na
identificacdo, também enfrentou desafios devido a alta similaridade genética entre algumas
espécies. Nesses casos, a utilizacdo de outros alvos se faz necessario para sua diferenciagao.

A utilizacdo da técnica MALDI-TOF MS demonstrou elevada eficicia na diferenciagao
das espécies do género Bacillus, alcangando a identificacdo a nivel de espécie em oito das nove
cepas analisadas. Principalmente quando comparada as outras técnicas utilizadas, o uso do
MALDI-TOF MS para esse grupo de microrganismos em especifico foi notavelmente superior.

Com relagio ao teste de sensibilidade aos antimicrobianos pelo VITEK® 2, foram
revelados diferentes padrdes de resisténcia e sensibilidade entre as cepas de diferentes géneros.
Principalmente quando comparado a outros estudos realizados, foi possivel observar
significativas variagdes nos perfis de resisténcia, que variam de acordo com fatores locais, como
geografia, praticas de prescricdo de antibidticos e condi¢cdes ambientais, refletindo na evolugao
da resisténcia bacteriana.

E importante destacar que as associagdes estabelecidas em relagdo ao perfil de

resisténcia se referem a um grupo limitado de microrganismos depositados ao longo do tempo,
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provenientes de diversas pesquisas, € ndo necessariamente refletem a situagdo atual. Cada
conjunto de resultados obtidos representa uma sintese de informagdes coletadas em diferentes
contextos e periodos, o que ressalta a importancia de interpretar esses resultados com cautela
diante das possiveis mudangas e evolucdes na resisténcia bacteriana ao longo do tempo.

Em sintese, este estudo ndo apenas contribuiu para aprimorar os processos da CBP, mas
também ressaltou a importancia de uma abordagem integrada, combinando diversas técnicas
para uma caracterizagdo mais completa e precisa das cepas microbioldgicas. Esses avangos nao
apenas beneficiam a CBP, mas tém implica¢cdes mais amplas na promocao da exceléncia nas

praticas de conservacdo microbiologica.
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APENDICE A — LISTAGEM COMPLETA DAS CEPAS DA CBP SELECIONADAS
PARA OS ENSAIOS MICROBIOLOGICOS

Microrganismo ID
Bacillus P4901
Bacillus cereus P2806
Bacillus cereus P3441
Bacillus G+ P2778
Bacillus licheniformis P2814
Bacillus megaterium P2637
Bacillus sp. P0025
Bacillus sp. P0039
Bacillus subtilis P2808
Bacillus subtilis P2809
Bacillus subtilis P2810
Enterobacter cloacae P2369
Enterobacter cloacae P2375
Enterobacter cloacae P2370
Enterobacter cloacae P2376
Enterobacter cloacae P2382
Escherichia coli P2672
Escherichia coli P2673
Escherichia coli P4396
Escherichia coli P2447
Escherichia coli P2391
Escherichia coli P2425
Escherichia coli P2442
Escherichia coli P2436
Escherichia coli P2410
Escherichia coli P2368
Escherichia coli P2411
Escherichia coli P2429
Escherichia coli P2428
Escherichia coli P2435
Escherichia coli P2750
Escherichia coli P2437
Escherichia coli P2441
Escherichia coli P2421
Klebsiella pneumoniae P2206
Klebsiella pneumoniae p2378
Klebsiella pneumoniae P2204
Klebsiella pneumoniae P5331
Klebsiella pneumoniae P2208

Klebsiella pneumoniae P2219



Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella sp.
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa

Salmonella enterica subsp. enterica
Salmonella enterica subsp. enterica (0:6,7)
Salmonella enterica subsp. enterica (rugosa)
Salmonella ser. Brandenburg

Salmonella ser. Brandenburg

Salmonella ser. Brandenburg

Salmonella ser. Oranienbrug

Salmonella enterica subsp. enterica
Salmonella ser. Oranienbrug

Salmonella ser. Oranienbrug

Salmonella ser. Oranienbrug

Salmonella ser. Oranienbrug

Salmonella ser. Oranienbrug

Salmonella ser. Oranienbrug

Salmonella sp.
Salmonella sp.

P2216
P2205
P2215
P2784
P2371
p2217
P2220
P2791
P2207
P2218
P1298
P2742
P2869
P2796
P2866
P2874
P2868
p2872
P2864
P2899
P2381
P2793
P2789
P2878
P2883
P2888
P2896
P2900
P2572
P2571
P2756
P2563
P2565
P2567
P2748
P2752
P2754
P2573
P2746
P2753
P2749
P2759
P2747
P3116
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Salmonella sp.

Salmonella Typhimurium
Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus
Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus sp.
Staphylococcus sp.

Yersinia frederiksenii
Yersinia intermedia
Yersinia kristensenii

P2761
P5432
P2340
P1534
P2306
P2296
P2386
P1423
P2387
P1604
P2317
P0O046
P0028
P2036
P2037
P2034

79



APENDICE B — RESULTADOS OBTIDOS NO ENSAIO DE VIABILIDADE

Microganismo ID Viabilidade
Bacillus P4901 1,18 x 10°
Bacillus cereus P2806 1,48 x 108
Bacillus cereus P3441 4,3 x 108
Bacillus licheniformis P2814 4,4 x 10°
Bacillus megaterium P2637 7,85 x 107
Bacillus sp. P0O039 8,9 x 10°
Bacillus subtilis P2808 3,8x 10°
Bacillus subtilis P2809 1,48 x 108
Bacillus subtilis P2810 3,5x 108
Enterobacter cloacae P2370 1,07 x 10°
Enterobacter cloacae P2382 6,75 x 108
Enterobacter cloacae P2369 4,3x 108
Enterobacter cloacae P2375 2,26 x 108
Enterobacter cloacae P2376 3,25x 108
Escherichia coli P2672 8,9 x 107
Escherichia coli P2673 1,32 x 107
Escherichia coli P4396 1,44 x 107
Escherichia coli P2391 9,7x 107
Escherichia coli P2425 7,3 x 107
Escherichia coli P2442 7.4 x 107
Escherichia coli P2436 1,43 x 107
Escherichia coli P2410 2,32x 108
Escherichia coli P2368 7,85 x 108
Escherichia coli P2411 8x 107
Escherichia coli P2429 2,92 x 108
Escherichia coli P2428 1,53 x 108
Escherichia coli P2435 3,35x 108
Escherichia coli P2750 7,5x 108
Escherichia coli P2437 1,72 x 108
Escherichia coli P2441 1,48 x 107
Escherichia coli P2421 1,49 x 10°
Klebsiella pneumoniae P2206 1,96 x 108
Klebsiella pneumoniae P2204 1,8 x 10®
Klebsiella pneumoniae P5331 1,65x 108
Klebsiella pneumoniae P2208 1,15x 108
Klebsiella pneumoniae P2219 3,05 x 107
Klebsiella pneumoniae P2216 > 107
Klebsiella pneumoniae P2205 1,36 x 108
Klebsiella pneumoniae pP2215 1,06 x 10°
Klebsiella pneumoniae P2784 1,98 x 10°
Klebsiella pneumoniae pP2371 1,58 x 10°
Klebsiella pneumoniae pP2217 1,59 x 10°



Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella sp.
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa

Salmonella enterica subsp. enterica
Salmonella enterica subsp. enterica
Salmonella enterica subsp. enterica (O:6,7)
Salmonella enterica subsp. enterica (rugosa)

Salmonella ser.
Salmonella ser.
Salmonella ser.
Salmonella ser.
Salmonella ser.
Salmonella ser.
Salmonella ser.
Salmonella ser.
Salmonella ser.
Salmonella ser.

Salmonella sp.

Brandenburg
Brandenburg
Brandenburg
Oranienbrug
Oranienbrug
Oranienbrug
Oranienbrug
Oranienbrug
Oranienbrug
Oranienbrug

Salmonella Typhimurium
Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus
Staphylococcus epidermidis

p2220
P2791
P2207
p2218
P1298
P2869
P2796
P2866
P2874
P2868
pP2872
P2864
P2899
p2381
P2793
P2789
p2878
P2883
P2896
P2900
pP2572
P2752
P2571
P2756
P2563
P2565
P2567
P2748
P2754
P2573
P2746
P2753
P2749
P2759
P3116
P5432
P2340
P1534
P2306
P2296
P2386
P1423
p2387
P2317

3,2x 10°
2,25 x 108
3,75 x 108
3,22 x 108
2,4x 107
4.8 x 10°
2,88 x 108
5,65 x 10°
2,68 x 108
1,75 x 107
2,45 x 108
8,75 x 10°
1,03 x 10°
7,3 x 108
1,57 x 108
1,42 x 108
3,5x 107
2,51 x 108
9,90 x 108
6,35 x 107
1,08 x 108
1,32 x 108
6,2 x 108
7,1 x 108
1,6 x 108
5,05 x 107
6 x 107
1,39 x 108
1,78 x 107
6,7 x 10°
6,8 x 107
4,35x 108
1,09 x 108
3, 75x 108
3,8 x 108
2,97 x 108
3,45x 108
2,83 x 108
4,95 x 108
5,5x 107
1,42 x 108
7,95 x 108
4,15x 108
7,15 x 107
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Staphylococcus sp.
Yersinia frederiksenii
Yersinia intermedia
Yersinia kristensenii

P0046
P2036
P2037
P2034
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2,37 x 10®
4,9 x 10°
3,3x 107
3,7x 10°




