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APRESENTACAO

A microbiologia € um vasto campo que inclui o estudo dos seres vivos
microscopicos nos seus mais vaiados aspectos como morfologia, estrutura, fisiologia,
reproducao, genética, taxonomia, interagdo com outros organismos e com o0 ambiente
além de aplicacdes biotecnolégicas. Como uma ciéncia basica a microbiologia utiliza
células microbianas para analisar os processos fundamentais da vida, e como ciéncia
aplicada ela é praticamente a linha de frente de avangos importantes na medicina,
agricultura e na industria.

De forma integrada e colaborativa a nossa proposta apoiada e certificada
pela editora Atena € apresentar aqui a obra “Pesquisa cientifica e tecnolégica em
microbiologia” contendo trabalhos e pesquisas desenvolvidas em diversos institutos
do territério nacional contendo analises de processos bioldégicos embasados
em células microbianas ou estudos cientificos na fundamentacdo de atividades
microbianas com capacidade de interferir nos processos de saude/doenca.

A microbiologia como ciéncia iniciou a cerca de 200 anos, entretanto os
avang¢os na area molecular como a descoberta do DNA elevou a um novo nivel
os estudos desses seres microscopicos, além de abrir novas frentes de pesquisa
e estudo, algumas das quais pretendemos demonstrar nesse primeiro volume da
obra “Pesquisa cientifica e tecnolégica em microbiologia”. Sabemos na atualidade
gue os microrganismos sao encontrados em praticamente todos os lugares, e a falta
de conhecimento que havia antes da inven¢do do microscopio hoje ndo € mais um
problema no estudo, principalmente das enfermidades relacionadas aos agentes
como bactérias, virus, fungos e protozoarios.

Acreditamos no potencial dessa obra em primeiro lugar pela qualidade dos
trabalhos aqui apresentados, e em segundo pelo campo em potencial para futuras
novas discussbes, haja vista que enfrentamos a questdo da resisténcia dos
microrganismos a drogas, identificacdo de viroses emergentes, ou reemergentes,
desenvolvimento de vacinas e principalmente a potencializagado do desenvolvimento
tecnolégico no estudo e aplicagdes de microrganismos de interesse.

Temas ligados a pesquisa e tecnologia microbiana sédo, deste modo, discutidos
aqui com a proposta de fundamentar o conhecimento de académicos, mestres e
todos aqueles que de alguma forma se interessam pela saude em seus aspectos
microbiol6gicos. Portanto a obra prop6e uma teoria bem fundamentada nos resultados
praticos obtidos em alguns campos da microbiologia, abrindo perspectivas futuras
para os demais pesquisadores de outras subareas da microbiologia.

Assim desejo a todos uma 6tima leitura!

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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CAPITULO 1

ANALISE DA CONTAMINACAO MICROBIOLOGICA DE
MAQUINAS E FERRAMENTAS PRESENTES EM UM
LABORATORIO DE MECANICA

Francisco Angelo Gurgel da Rocha e discentes, bem como propor, medidas
Instituto Federal do Rio Grande do Norte — IFRN preventivas e corretivas na area da seguranca
Mossor6/RN  do trabalho. Com uso de swab foi coletado

Priscylla Cinthya Alves Gondim  um total de 24 amostras (torno mecénico: 06,

Instituto Federal do Rio Grande do Norte —IFRN  fresadora: 06, alicate de pressdo: 06, chave
Mossor6/RN  de boca 25/28: 06). Foram quantificadas as

Liane Raquel Alves dos Santos  populagdes de bactérias aerdbias mesofilas

Instituto Federal do Rio Grande do Norte — IFRN  (Plate Count Agar, 36x1°C/24+2h), coliformes
Mossor6/RN  totais e Escherichia coli (Fluorocult® LMX

Vitoria Fernandes Cabral Dantas  Broth, 36+1°C/24+2h). Constatou-se que as
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the presence of pathogenic species is frequent. Under suitable conditions, pathogens
can contaminate, colonize, proliferate and form biofilms in inanimate objects (fomites),
favoring cross contamination and the consequent risk to human health. The studied
area included the Machining and Thermal Machine Laboratories of the Federal Institute
of Education, Science and Technology of Rio Grande do Norte - Mossoré Campus. The
aim of this study was to quantify the populations of biological risk indicators present in
machines and tools manipulated with high frequency by teachers and students, as well
to propose preventive and corrective measures in the area of work safety. With the use
of swab a total of 24 samples were collected (mechanical lathe: 06, milling machine: 06,
pressure pliers: 06, spanner 25/25: 06). The populations of aerobic mesophylic bacteria
(Plate Count Agar, 36 +1 ° C / 24 + 2h), total coliforms and Escherichia coli (Fluorocult
® LMX Broth, 36 + 1 ° C / 24 + 2h) were quantified. It was verified that the machines
and tools studied can act as efficient fomites, contributing to the dissemination of
infecto-contagious diseases among the academic community. From the data obtained,
the mapping of the risk areas was carried out as well as the establishment of hygiene
routines in the machines and equipment available in the laboratories studied.
KEYWORDS: Laboratories. Pathogenic microorganisms. Hygiene routines.

11 INTRODUCAO

Os microrganismos sédo parte intrinseca da Biosfera, podendo estar presentes
no solo, 4gua, atmosfera e até mesmo lixo radioativo (GONTIJO et al., 1985; KRAMER
et al., 2006).

Muitas das espécies microbianas dispersas no meio ambiente sdo patogénicas,
representando risco a saude humana, em especial nos casos em que ocorram
condicbes de imunossupressao (MAHMOUDI, H. et al. 2017). Tais espécies
podem contaminar, colonizar, proliferar e até mesmo formar de biofilmes em
superficies inanimadas (SOSAN, KINAL, 2011; SHARMA, ANAND, 2002; HOOD,
ZOTOLA, 1997).

Os vetores mecanicos inanimados sao genericamente denominados fémites.
Tais vetores representam o principal mecanismo de disseminagcdo de agentes
patogénicos, atuando na contaminacao indireta e, desse modo, favorecem a
disseminacao de patdgenos. Dentre as principais doencas veiculadas pelos fomites,
destacam-se a difteria, tracoma, gastroenterites, coqueluche e diarreias (SHARMA,
A; DHANASHREE, B., 2011).

Através dos mecanismos de contaminag¢ao direta ou cruzada, a microbiota
presente nos fomites pode ser transmitida as maos e mucosas dos diversos usuarios,
configurando um risco a Saude humana, se considerarmos a presenca potencial de
microrganismos patogénicos (SILVA et al., 2007).

No panorama urbano atual, teclados de computador, superficies de trabalho,
botdes de elevadores e corrimdes de escada e moeda circulante sdo exemplos de
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superficies inanimadas que atuam como eficientes fomites na disseminacdo de
doencas. (CHAIRMAN et al., 2011; RUSIN, 2002).

Os humanos, caracteristicamente, desenvolvem grande parte do seu
ciclo vital em ambientes fechados, manipulando fémites diversos, muitos deles
objetos de intensa manipulagao por outros individuos presentes em seu contexto
social. Como consequéncia, ocorrem alteracdes significativas na composicao do
microbioma individual, incluindo-se nestas, a introducéo de espécies patogénicas
e a sua subsequente transferéncia para outros objetos, o que pode resultar no
desenvolvimento de processos patologicos (GRICE, 2011; RINTALA et al., 2008).

O ambiente escolar, poragregarindividuos de diferentes classes sociais e habitos
de higiene, bem como pela diversidade de fémites presentes, é reconhecidamente
ideal para a disseminacéo de patoégenos (INCHLEY et al., 2017; CAPRISTO et al.,
2015).

Apesar darelevancia deste tema para a saude da comunidade académica e para
a saude publica em geral, ndo foram encontrados na bibliografia pertinente, dados
relacionados a avaliacdo da microbiota presente em oficinas mecéanicas de Escolas
Técnicas e Universidades. Em tal contexto, considerou-se relevante a avaliacdo do
risco bioldgico representado pelos fédmites presentes nos Laboratérios de Usinagem
e de Maquinas Térmicas, ambos voltados ao desenvolvimento de a¢cdes de Ensino e
Pesquisa no ambito do IFRN Campus Mossoré.

O presente estudo teve como objetivo geral determinar as populagdes de
microrganismos indicadores de risco biol6gico presentes em maquinas e ferramentas
manipuladas com alta frequéncia por docentes e discentes. Como objetivo especifico,
elencou-se a determinacédo das medidas preventivas e corretivas necessarias a
mitigacéo do risco bioldgico presente nas areas estudadas.

2| DESENVOLVIMENTO

2.1 Caracterizacao da area estudada

O estudo foi desenvolvido no Campus Mossor6 do IFRN, situado sob
coordenadas 6°15°39” Sul, 36°31°04”, mesorregidao Central Potiguar, Estado do
Rio Grande do Norte. Os espacos didaticos elencados para o presente estudo sdo o
Laboratério de Usinagem e o Laboratério de Maquinas Térmicas.

Ambos caracterizam-se por possuirem piso cimentado, paredes em alvenaria,
circulacéo de ar natural e artificial através de ventiladores, atendendo uma populacéao
de sessenta alunos, oito docentes e dois monitores. Dentre os equipamentos
presentes em suas instalacées estdo o torno mecénico, fresadora, furadeira de
bancada, policorte, elevacar, serra, bancada de ajustagem além de varios tipos de
chaves e alicates.
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2.2 Pontos de coleta e niumero de amostras

Com base em dados coletados junto aos monitores lotados em cada um dos
espacos didaticos estudados, foram estabelecidos os pontos com maior frequéncia
de manipulacdo por parte de discentes e docentes, sendo estes torno mecéanico
e a fresadora (Laboratério de Usinagem), o alicate de pressao e a chave de boca
25/28 (Laborat6rio de Maquinas Térmicas). A partir de cada um dos pontos descritos,
procedeu-se a coleta de amostras microbiologicas, conforme descrito na Tabela 1.

LOCALIZACAO  MAQUINA/FERRAMENTA | CODIFICAGAO EgEE%\DE AMOSTRAS
Torno mecénico M1 Manivela, botdes | 06
Laboratério de e alavancas
usinagem Fresadora M2 dos painéis de 06
controle
Laboratério Alicate de presséao F1 Cabo 06
de maquinas Toda a
T Chave de boca 25/28 F2 ferramenta 06
TOTAL 24

Tabela 1 - Distribuicdo dos pontos de amostragem para a coleta com uso de swab.

Legenda: M1 =torno mecanica; M2 = fresadora; AM = Bactérias aerobias meséfilas; CT = coliformes totais; EC =
E. coli; UFC = Unidades Formadoras de Colonias; NMP = NUmero Mais Provavel.

As amostras foram coletadas com uso de swab embebidos em solucéo
salina peptonada estéril. A coleta foi realizada através de movimentos circulares
e longitudinais, executados nos pontos de manipulacdo dos equipamentos e
ferramentas. Os swabs foram acondicionados em tubos contendo 10 mL de solugao
salina peptonada estéril. Os tubos contendo as amostras foram encaminhados
ao laboratorio de Biologia do IFRN Campus Mossord, onde foram imediatamente
submetidos aos procedimentos analiticos.

2.3 Bioindicadores Pesquisados

Foram pesquisadas as densidades populacionais dos seguintes microrganismos:
bactérias aerdbias mesobfilas, coliformes totais e Escherichia coli. A deteccéo de tais
bioindicadores nas amostras pode denunciar a existéncia de condi¢cdes gerais de
higiene inadequadas, bem como a presenca potencial de espécies patogénicas para
humanos.

2.4 Analise microbioldgica

A partir das coletas, realizou-se Diluicdes Decimais Seriadas, de 10" a 103
(SILVA et al., 2007, p.35). Para a quantificacdo de coliformes totais e E. coli, a
partir de cada uma das diluicbes foram inoculadas triplicatas de tubos de ensaio
identificados, contendo Fluorocult® LMX Broth. Os tubos foram posteriormente




incubados a 36+1°C/24+2h em estufa bacteriologica. Apds o periodo de incubagao,
foram considerados positivos para a presenca de coliformes totais os tubos que
apresentaram cor verde ou azul. Para a presenca de E. coli, foram considerados
positivos os tubos que apresentaram fluorescéncia sob luz ultravioleta 366 nm
(FRANCO et al., 2007, p.203).

O quantitativo de tubos por diluicdo, foram comparados a tabela do Numero
Mais Provavel, para séries de 3 tubos, com inoculagbes correspondentes a 0,1 —
0,01 — 0,001 mL. Os resultados foram expressos em Numero Mais Provavel por
centimetro quadrado (NMP/cm?),

Para a quantificacdo de bactérias aerdbias mesdofilas, a aliquota de 0,1 mL de
cada diluicao foi inoculada em duplicatas de placas de petri contendo 16 mL de Plate
Count Agar (PCA) incubadas a 36+1°C/24+2h (SILVA et al., 2007, p. 15) na estufa.

Apo0s o periodo de incubacao, as coldnias bacterianas foram quantificadas com
uso de um contador de col6nias, sendo os resultados calculados e expressos em
Unidades Formadoras de Col6nias por centimetro quadrado (UFC/cm?).

2.5 Riscos Ambientais e suas medidas preventivas

O objetivo da Seguranga do Trabalho é a prevencéo de riscos ambientais,
evitando assim acidentes e doencas. Prevenir quer dizer ver antecipadamente;
chegar antes do acidente; tomar todas as providéncias para que o0 acidente nao
tenha possibilidade de ocorrer.

Todo e qualquer trabalho a ser desenvolvido dentro de um laboratoério apresenta
riscos ambientais, seja pelo manuseio de produtos e equipamentos, arranjo fisico
inadequado, falta de organizagao/limpeza ou imprudéncia do proprio usuario, que
podem resultar em acidentes do trabalho, estes podem acontecer quando menos se
espera. (BEZERRA, 2015)

O laboratério de mecanica é indispensavel para os alunos do Instituto, os
mesmos com auxilio e orientacdo dos professores e monitores realizam aulas
praticas e desenvolvem trabalhos e projetos. O aluno, professor ou monitor quando
exposto a riscos em geral, podem sofrer danos que afetam o desempenho, podendo
ter repercussdes negativas para a sua saude. Conforme Alevato e Araujo (2009)
as consequéncias provocadas por esses riscos pode repercutir ndo s6 em sua vida
académica, mais, em seu estado de humor, em suas relagdes com os colegas, em
sua vida familiar, gerando sobrecarga para os demais individuos ao seu redor, que
também ja se encontram pressionados e inseridos N0 mesmo processo.

Assim, para eliminarou neutralizar estes riscos ambientais devemosimplementar
medidas preventivas de seguranca do trabalho. A forma mais eficaz de medida
preventiva para o risco bioldgico € organizacao do ambiente, rotinas de higienizacao,
elaboracao de mapa de riscos ambientais e utilizacdo de Equipamentos de Protecéao
Individual.
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2.6 Organizacao do ambiente e Rotinas de Higienizacao

Como os microrganismos se adaptam melhor e se reproduzem mais em
ambientes sujos e desorganizados, as medidas preventivas a tomar terao de ser
relacionadas com:

+ organizagdo do ambiente de trabalho
+ higiene de locais de trabalho,
+ arigorosa higiene de corpo e das roupas;

+ uso de equipamentos individuais para evitar contato direto com os micror-
ganismos;

+ ventilacdo permanente e adequada;

« controle médico constante, com vacinagdo sempre que possivel.

2.7 Mapa de risco ambiental

O Mapa de Riscos € uma das modalidades mais simples de avaliacéo qualitativa
dos riscos ambientais existentes nos locais de trabalho. Serve de forma simples
como um instrumento de levantamento preliminar de riscos, de informacao para os
demais usuarios do local e possiveis visitantes, e de planejamento para as ag¢des
preventivas que serdo adotadas pela empresa.

E um instrumento participativo, elaborado pelos usuarios do local e de
conformidade com as suas sensibilidades. O Mapa de Riscos esta baseado no
conceito filoséfico de que quem faz o trabalho é quem conhece o trabalho, ninguém
conhece melhor a maquina do que o seu operador.

31 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Densidades microbianas observadas

Os resultados obtidos a partir das 12 analises de amostras coletadas no
Laboratério de Usinagem estdo descritos na tabela 2.

PONTODE W cT (Nwpy | EC(NNP/
AMOSTRA COLETA UEC/e m? t;g)(UFRCI cmz() zﬁ? UFC/
1 M1 8,5x10! 1,92 <3,0 <3,0
2 M1 1,9x103 3,27 <3,0 <3,0
3 M1 2,7x10° 3,43 3,6 <3,0
4 M1 1,6x104 4,20 3,6 <3,0
5 M1 4,1x10° 3,61 <3,0 <3,0
6 M1 1,1x103 3,04 <3,0 <3,0
Média Parcial M1 4,4x10° 3,24 - -
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7 M2 1,5x10°8 3,17 3,6 <3,0
8 M2 1,4x103 3,14 <3,0 <3,0
9 M2 1,2x10* 4,07 <3,0 <3,0
10 M2 1,5x10? 2,17 <3,0 <3,0
11 M2 2,7x10° 3,43 <3,0 <3,0
12 M2 2,0x10° 3,30 <3,0 <3,0
Média Parcial M2 3,3x10° 3,21 - -

Média Geral 3,8x10° 3,23 - -

Tabela 2 - Densidade populacionais dos bioindicadores testados, observadas nos pontos de
coleta situados no laboratério de Usinagem do IFRN/Campus Mossoro.

Legenda: M1 = Torno mecéanico; M2 = Fresadora; AM = Bacterias Aerobicas Mesofilas; CT = Coliformes Totais;
EC = E. coli; UFC= Unidades Formadoras de Col6nias; NMP = Numero Mais Provavel.

Conforme observado, Bactérias Aerobias Mesdbfilas foram detectadas em todas
as amostras, com Densidade Populacional Média correspondente a 3,8x10% UFC/
cm2. Os limites inferior e superior equivaleram, respectivamente, a 8,5x10" UFC/cm?
(amostra 1) e 1,6x10* UFC/cm? (amostra 4), ambas provenientes do Torno Mecanico.

Em relacdo aos coliformes totais, 9 amostras (75,0%) apresentaram Densidade
Populacional Estimada inferior a 3,0 NMP/mL. Nas 3 amostras restantes (25%),
0s niveis detectados para o bioindicador foi equivalente a 3,6 NMP/mL. Em 100%
dos casos, as Densidades observadas de E.coli foram inferiores a 3,0 NMP por mL
(Tabela 2).

3.2 Laboratério de Maquinas Térmicas

Os resultados obtidos a partir das 12 analises de amostras coletadas no
Laboratério de Maquinas Térmicas estao descritos na tabela 2.

AM
PONTO DE CT EC
AMOSTRA COLETA UFC/em? Log (UFC/ | (NMP/cm2) | (NMP/cm?)
cm?)

1 F1 3,0x102 2,47 <3,0 <3,0
2 F1 2,4x10° 3,38 <3,0 <3,0
3 F1 1,5x10°8 3,17 7,4 <3,0
4 F1 8,0x10! 1,90 <3,0 <3,0
5 F1 3,0x10° 3,47 <3,0 <3,0
6 F1 3,1x10* 4,49 <3,0 <3,0
Média Parcial F1 1,7x103 3,15 - -

7 F2 2,2x10°3 3,34 3,6 <3,0
8 F2 1,7x103 3,23 <3,0 <3,0
9 F2 9,5x10° 3,97 <3,0 <3,0
10 F2 1,1x10? 2,04 <3,0 <3,0
11 F2 3,7x10° 3,56 <3,0 <3,0
12 F2 1,3x10°8 3,12 <3,0 <3,0
Média Parcial F2 3,1x10° 3,21 - -
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MEDIA GERAL 4,7x10° 3,18 - -

Tabela 3 - Densidades populacionais dos microrganismos testados, observadas nos pontos de
coleta situados no laboratério de Maquinas Térmicas do IFRN/Campus Mossoro6.

Legenda: F1= Alicate de pressédo; F2 = Chave de boca 25/28; AM= Bactérias Aerobias Mesobfilas; CT= Coliformes
Totais; EC= E. coli. ; UFC= Unidades Formadoras de Col6nias; NMP= Numero Mais Provavel

Conforme observado, detectou-se bactérias aerdbias mesofilas em 100% dos
casos, com Densidade Populacional Média de 4,7x10%® UFC/mL. Os limites inferior
e superior para o bioindicador equivaleram, respectivamente, a 8,0x10" UFC/cm?
(amostra 4) e 3,1x10* UFC/cm? (amostra 6). Ambas as amostras foram obtidas a
partir da chave de boca 25/28 (Tabela 3).

Em relacdo aos coliformes totais, 10 amostras (83,3%) apresentaram
densidades estimadas inferiores a 3,0 NMP/mL. Nas 2 amostras restantes (16,7%),
as densidades inferiores e superiores estimadas foram, respectivamente, 3,6 NMP/
mL (amostra 7) e 7,4 NMP/mL (amostra 3). As amostras foram obtidas a partir da
chave de boca 25/28 e do alicate de pressao. Em 100% das amostras, as densidades
observadas do indicador de contaminacao fecal, E. coli foram inferiores a 3,0 NMP
por mL (Tabela 2 e 3).

As densidades populacionais de bactérias aerdbias mesofilas observadas sao
consistentes com o relato de Hassam e Rahman (2014), atestando o fato de que a
carga microbiana presente em um fémite é proporcional ao nUmero de usuarios que
0 manipule.

A densidade populacional de bactérias aerdbias mesoéfilas € um util indicador
das condi¢cdes gerais de higiene presentes em um dado ambiente (SILVA, et al.
2007). Adicionalmente, a presenca de microrganismos mesofilos viaveis em um
dado fémite indica que nestes, existem as condi¢des minimas para a sobrevivéncia
de espécies patogénicas para humanos. Como exemplo deste fato, Anderson e May
(1992) relatam a deteccéo de Escherichia coli, Vibrio spp., Klebsiella. pneumoniae,
Serratia spp., Enterobacter spp., Salmonella typhi, Acinetobacter spp , Enterococcus
spp., Staphylococcus aureus, Bacillus spp., Staphylococcus epidermidis,
Streptococcus pneumoniae, Proteus spp., Pseudomonas aeruginosa, Shigella spp.,
Corynebacterium spp., Lactobacillus spp., Burkholderia spp., Micrococcus spp. e
Alcaligenes spp.

Apesar dos relatos da presenca de E. coli e de espécies contidas no grupo
dos coliformes totais em fémites (TAGOE et al., 2011, p.32; HASSAM & RAHMAN,
2014, p.21), no presente estudo, suas frequéncias de deteccdo nas amostras
foram baixas. As baixas densidades observadas de tais indicadores, pode ter sido
influenciada pela presenca de filme de 6leo recobrindo os pontos de coleta. Diante
de tal especificidade, inexistente na bibliografia pertinente, pode-se hipotetizar que
a presenca da cobertura hidrofébica resultante da manipulacédo dos equipamentos
pelos usuarios, possa exercer acao inibitdria sobre os microrganismos citados,
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seja através de uma possivel acdo antimicrobiana (bactericida, bacteriostatica ou
bacteriolitica), quanto por dificultar 0 acesso dos microrganismos aos nutrientes e
umidade necessarios ao seu metabolismo. Portanto, isso demonstra que a utilizagcao
de Oleo pode funcionar, também, como uma medida preventiva.

Em relacdo aos mecanismos pelos quais os microrganismos foram introduzidos
nas maquinas estudadas, constata-se que o contato direto, em sua maioria, por alunos
e monitores com os elementos das maquinas e com as proprias ferramentas, sob
condicdes de higiene inadequadas, se mostra um provavel meio de contaminacéo.
A inexisténcia de rotinas de higienizacdo de maos antes e apds a manipulacao dos
pontos de coleta é, de forma indiscutivel, um eficiente mecanismo de introdugao da
microbiota contaminante, e isso deve ser alterado imediatamente apds a compilacéo
dos dados dessa pesquisa.

3.3 Riscos Ambientais Medidas Preventivas

Diante dos tais resultados observados e da comprovacdo da existéncia
de microrganismos indicadores de risco biolégico nas maquinas e ferramentas
testadas nos Laboratérios de Usinagem e de Maquinas Térmicas, foram realizadas
intervencdes higiénicas, como a limpeza das ferramentas com Alcool 70° GL, a
organizacao do armario e das bancadas, assim como a renovacao de alguns EPI’s.
A Figura 1 demonstra o ambiente desorganizado e na Figura 02 apés a organizacéao
e higiene do local.

AT,

PRODUTOS
(57 WrLAMivEs

Figura 1 — Prateleira antes da limpeza e organizagéo.
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PRODUTOS
INFLAMAVEIS

Figura 2 — Prateleira ap6s a limpeza e organizagéo.

Em seguida, foram elaborados Mapas de Risco Ambiental para cada um dos
espacos estudados, como demonstra as Figuras 3 e 4.
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Figura 3 - Mapa de Risco do Laboratorio de Maquinas Usinagem.
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Figura 2 - Mapa de Risco do Laboratério de Maquinas Térmicas.

41 CONSIDERACOES FINAIS

Diante dos resultados obtidos no estudo, concluiu-se que 0s equipamentos e
ferramentas testados no Laboratério de Usinagem (Torno Mecéanico e Fresadora) e
no Laboratorio de Maquinas Térmicas (Alicate de Pressdo e Chave de Boca 25/28)

podem atuar como eficientes transmissores de microrganismos patogénicos na

comunidade académica.

Em virtude do exposto, foi reforcada a necessidade do uso de Equipamentos

de Protecéo Individual (EPI’s) e rotinas de higienizacdo dos equipamentos e maos
com uso de antimicrobianos adequados a cada caso (detergentes, desinfetantes,
alcool 70° GL). Igualmente, recomendou-se a adequacgao das instalacdes fisicas dos

laboratérios estudados, com a instalagao de pias e aparato exclusivamente dedicado

a higienizagdo das maos dos operadores.

Os dados obtidos mostram a necessidade do desenvolvimento de treinamentos,

por meio de palestras com especialistas na area de Seguranca do Trabalho, visando
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a implantacéo de rotinas de higienizacéo junto aos discentes, terceirizados, técnicos
e docentes que utilizem e/ou frequentem os ambientes avaliados, a fim de preservar
a integridade de cada um desses individuos.

Se faz necessario a implementacdo de educacao continuada e permanente,
visando fornecer conhecimento e orientacao a fim de conscientizar os profissionais
guanto aos riscos 0s quais estdo expostos e 0s recursos disponiveis para evita-
los, faz-se necessario também uma rigorosa fiscalizacédo quanto a disponibilidade
e conservacao dos equipamentos de protecao individual a fim de atender todos os
profissionais expostos aos riscos biologicos.

Para a completa caracterizacdo do risco biolégico, sugeriu-se que sejam
desenvolvidos estudos mais aprofundados, de modo a abranger o maior nimero
possivel de equipamentos/ferramentas. Tais estudos devem também contemplar
a identificacdo dos microrganismos patogénicos presentes e 0s seus possiveis
padrdes de resisténcia.
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RESUMO: O uso indiscriminado de farmacos
se tornou um problema de saude publica,
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pois seu uso constante contribui para o
aumento da resisténcia bacteriana e interfere
no tratamento de infecgdes. A utilizacdo de
vegetais com propriedades medicinais se
mostra uma alternativa eficaz na busca de
agentes microbianos que inibem o crescimento
de infeccbes causadas por patdégenos
multirresistentes. As qualidades terapéuticas
encontradas no alho (Allium sativum L.) e seu
amplo espectro bacteriano foram selecionados
com o propoésito de analisar a influéncia da
atividade do extrato aquoso frente as bactérias
Escherichia coli e Staphylococcus aureus.
Através da preparacdo do extrato aquoso com
bulbilhos do alho, realizou-se a aplicacédo de
cultura bacteriana em placas de Petri com dois
discos contendo o extrato aquoso de A. sativum
e um disco com o antibidtico Cloranfenicol,
utilizado para fins de comparacdo com os
halos formados pelo extrato. Realizaram-se
medi¢bes dos halos formados no entorno dos
discos e calculo de média dos halos formados
pelo extrato. Os resultados mostram formacgao
de halo de inibicdo do crescimento bacteriano
em ambas as espécies de bactérias e que
esse crescimento foi maior em S. aureus,
indicando assim um possivel agente natural a
ser aprofundado em estudos com patdgenos
resistentes a antibioticos.

PALAVRAS-CHAVE: Allium sativum,
Cloranfenicol, Staphylococcus aureus,
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Escherichia coli, Resisténcia antimicrobiana.

ANTI-MICROBIAL ANALYSIS OF THE AQUEOUS EXTRACT OF GARLIC (Allium
sativum L.) ON THE GROWTH OF BACTERIA Staphylococcus aureus AND

Escherichia coli.

ABSTRACT: Indiscriminate drug use has become a public health problem due to its
constant use, which contributes to the increase of bacterial resistance that interferes
in the treatment of infections. The use of vegetables with medicinal properties is an
effective alternative in the search for microbial agents that inhibit the growth of infections
caused by multiresistant pathogens. The therapeutic qualities found in garlic (Allium
sativum L.) and its broad bacterial spectrum were selected in order to analyze the
influence of aqueous extract activity against the Escherichia coli and Staphylococcus
aureus bacterias. By preparing the aqueous extract with garlic bulbs, bacterial culture
were applied to two-disc Petri dishes containing the aqueous extract of A. sativum and
a disc with the chloramphenicol antibiotic, used in comparison to the halos formed by
the extract. Measurements of the halos formed around the discs were made and the
halos formed by the extract were averaged. The results show that bacterial growth
inhibition halo was formed in both bacterial species and that their growth was higher in
S. aureus, therefore it indicates a possible natural agent to be deepened in studies with
antibiotic resistant pathogens.

KEYWORDS: Allium sativum, Chloramphenicol, Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Antimicrobial resistance.

11 INTRODUCAO

A utilizagao da fitoterapia vem sendo difundida desde os antepassados. Estima-
se que a utilizacéo de plantas para fins medicinais se iniciou ha mais de 60 mil anos
(REZENDE et al. 2002). No Brasil, os indios iniciaram a técnica, que logo fez juncao
ao conhecimento dos escravos nativos africanos e dos colonizadores europeus
(ARAUJO, 1979). A fitoterapia pode utilizar todas as partes das plantas desde as
folhas até as raizes e sementes, dependendo de onde se encontra o principio ativo
da mesma (REZENDE et al. 2002).

A aplicagdo do uso popular nos dias atuais vem crescendo devido a
industrializagdo, que teve o seu processo alavancado em torno das décadas de 40
e 50 (BRUNING et al. 2012). No Brasil, por exemplo, a industria farmacéutica obtém
um apreciavel lucro com a venda de produtos derivados de vegetais e a tendéncia
desse numero € crescer ainda mais (FERREIRA et al. 2014).

Devido ao aumento da resisténcia aos antimicrobianos em uso, as plantas
medicinais tém sido intensamente estudadas como agentes alternativos para
prevencdo de doencas e tratamento de infeccbes em seres humanos, e com 0o
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passar dos anos, inUmeras pesquisas foram realizadas mostrando a eficiéncia e a
confiabilidade das plantas (BADKE et al. 2011; FEITOSA et al. 2011).

O uso inapropriado de medicamentos antibiéticos compromete o tratamento
do individuo devido ao fator de resisténcia ocasionada por disfuncdes fisioldgicas
(MONROE & POLK, 2000), sendo necessaria a busca de novas alternativas de
inibicdo do crescimento de infecgdes causadas por patdgenos multirresistentes
(CAREY et al. 2007). O controle de determinadas patologias é realizado através
da administracdo de farmacos sintetizados em laboratérios, sendo assim, de
extrema importancia estudos que buscam um agente antimicrobiano ideal, com alto
potencial de acdo, menor toxicidade, menor custo e menor indicio de resisténcia
(NASCIMENTO et al., 2000).

Com o crescimento desordenado de bactérias antibidtico-resistentes, os
olhares se voltaram para a tentativa da potencializacdo através de extratos naturais,
conhecidos também como terapias complementares (GENTIL et al., 2010). Existe um
namero muito grande de espécies vegetais consideradas medicinais (LIMA et. al.,
2006), e dentre tantas, o alho (Allium sativum L.) é uma delas. Conforme Almeida et
al. (2013), o alho é uma das espécies da flora medicinal amplamente estudada devido
as suas atividades antibacteriana, antiviral, antifUngica e antiprotozoaria, podendo-
se destacar um amplo espectro antibacteriano do mesmo em uma variedade de
“cepas” gram-positivas e gram-negativas patogénicas. Segundo Deresse (2010), a
alicina, principal fitoquimico presente no alho, possui atividade antimicrobiana frente
a cepas de S. aureus, altamente resistente a tratamentos antibidticos, encontrada
principalmente em ambiente hospitalar.

Como exemplo de micro-organismos multirresistentes pode-se citar a bactéria
gram-positiva Staphylococcus aureus encontrada na pele e fossas nasais e a gram-
negativa Escherichia coli, geralmente encontrada no trato intestinal. O S. aureus é
um micro-organismo procarionte pertencente ao grupo dos cocos, esférica, aerébia
ou anaerobia facultativa, comumente encontrada na microbiota humana, ja que séao
bactérias mesbfilas (LEITE, 2008). Ja a E. coli € uma bactéria bacilar, medindo cerca
de 1,1 a1,5pym, também encontrada na microbiota humana e de aves, principalmente
na microbiota intestinal (GAHERWAL et al., 2014).

Dentre os inUmeros antibiéticos existentes, pode-se destacar o Cloranfenicol,
que atua na parede celular e tem amplo espectro de acao. Em menor escala pode
inibir a atividade da peptidil-transferase, pois, o RNA ribossémico bacteriano 50s
assemelha-se bastante com o RNA ribossémico 60s das células eucari6ticas. O
antimicrobiano Cloranfenicol penetra na bactéria por difusao facilitada, atua ao nivel
da subunidade 50s do ribossomo de forma reversivel (BAPTISTA, 2013) e inibe o
movimento ribossémico ao longo do mRNA (GUIMARAES et al. 2010).

Assim, considerando as propriedades antibacterianas do A. sativum, o presente
estudo tem como propésito analisar a influéncia da atividade do extrato aquoso de

alho frente as bactérias S. aureus e E. coli.
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2 | MATERIAIS E METODOS

2.1 Producao do extrato aquoso de A. sativum

Primeiramente, 150g de bulbilhos de alho foram pesados em uma balanca semi-
analitica e, em seguida, foram descascados, lavados em agua corrente e triturados
com o auxilio de um processador. Os bulbilhos triturados foram transferidos para um
béquer e foram adicionados 150 mL de agua destilada. A mistura foi homogeneizada,
filtrada em um funil de vidro com algodao e armazenada em um tubo Falcon de 50
mL. A solucéo foi mantida ao abrigo da luz, a 4°C, até o momento de uso.

2.2 Inoculacao do extrato nas culturas de bactérias

Com o auxilio de alga bacteriolégica, quatro colénias das cepas de E. coli
(ATCC 11775) e S. aureus (ATCC 12600) foram inoculadas em 4 mL de solucéo
fisiologica a 0,9%, comparando o inéculo com a escala 1,0 de McFarland (3x108
UFC/mL). Com o uso de um swab, cada suspensao bacteriana foi semeada em duas
placas contendo meio agar Mueller Hinton, uma para o controle positivo e outra para
o controle negativo.

Com uma pincga estéril, um disco de antibiotico Cloranfenicol foi depositado no
centro superior da placa, sendo levemente pressionado para que ficasse bem aderido
ao meio. Apds, foram depositados dois discos de papel filtro nas extremidades
laterais da placa. Esta etapa foi realizada apenas nas placas de controle positivo.

Com uma micropipeta, foram coletados 20 yL do extrato da planta e este foi
aplicado em cada disco de papel filtro. As placas foram incubadas em estufa, a
36°C, por 24 horas. Apés, o tamanho dos halos formados foi medido com o auxilio
de um paquimetro e a média aritmética dos halos obtidos foi calculada.

3| RESULTADOS

ApOs 24 horas, constatou-se que houve crescimento bacteriano em massa em
ambos os controles bacterianos, conforme Figura 1. No que se refere ao antibibtico
Cloranfenicol, utilizado como controle positivo deste experimento, para a bactéria E.
coli (ATCC 11775) o halo de inibicéo foi de 30,32 mm, sendo esta, segundo dados da
tabela padrao para interpretacdo de halos de inibicdo considerada sensivel. Ja para
a bactéria S. aureus (ATCC 12600), o Cloranfenicol desenvolveu um halo de 23,55
mm, também sendo classificada como sensivel.
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Figura 1 — Crescimento das bactérias e halos de inibico obtidos pelo extrato do alho e
cloranfenicol para E.coli e S. aureus

Fonte: Arquivo pessoal, 2016

Ja os resultados obtidos para o extrato aquoso de alho na bactéria E. Coli
demonstram que seu 1° halo apresentou 18,70 mm e o 2° 18,50 mm (média de
18,60 mm), sugerindo assim uma atividade antimicrobiana.

Para S. aureus, o 1° halo de inibicdo apresentou 27,31 mm e o 2° 27,40 (média
de 27,35 mm), demonstrando também efeito antimicrobiano, porém maior do que o
ocorrido na bactéria E. coli (Tabela 1).

Bactéria Extrato halo direito Extrato Halo Média extrato
esquerdo
S. aureus 27,31 27,40 27,35
E. coli 18,70 18,50 18,60

TABELA 1. Medida dos halos de inibicdo (em mm) formados pelo extrato vegetal

Fonte: Arquivo pessoal, 2015.

4 | DISCUSSAO

O Cloranfenicol € um antibi6tico antigo de amplo espectro que atua na inibicdo da
sintese proteica bacteriana. Apesar de sua larga utilizacéo, suas aplicacdes médicas
e veterinarias sao repletas de prés e contras e um dos motivos para tal fato, é a
resisténcia bacteriana frequentemente relatada (DINOS et al., 2016). Diante disso,
se faz necessario o desenvolvimento de novos farmacos ou medidas alternativas de
tratamento para os diversos patdégenos.

O alho tem sido utilizado como tratamento de diversas doencas desde a
antiguidade e estudos mais recentes encontraram resultados satisfatérios de sua
acao frente a bactérias, fungos, virus, protozoarios e, até mesmo, helmintos (ALLI
et al., 2011; LIMA et al., 2011; MANTAWY, ALI & RIZK, 2011; SHOJAI et al., 2016;
KRSTIN et al., 2018). Os resultados obtidos no presente trabalho trazem evidéncias
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de que o alho apresenta efeito inibitério sob o desenvolvimento microbiano, o que
sugere que o alho pode ser considerado uma alternativa para o tratamento de
infecgdes bacterianas.

Grosso e Lima (2013), desenvolveram estudos acerca do extrato hidroalcoélico
de A. sativum em ambas as culturas bacterianas. Em relacdo a S. aureus, o extrato
inibiu o crescimento bacteriano nas concentragcbes de 40 mg/ml, 1,25 mg/ml e
10 mg/ml. Em relagdo a E. coli, o extrato nas concentracbes de 40mg/ml, 20 mg/
ml, 1,25 mg/ml e 0,625 mg/ml, apresentou inibicdo do crescimento bacteriano em
quantidades significativas. Abubakar (2009) constatou que o efeito antimicrobiano
do extrato aquoso é maior do que extratos orgénicos, como o 6leo essencial por
exemplo. Foi avaliada a inibicdo do crescimento bacteriano em quatro espécies de
bactérias, sendo S. aureus a mais sensivel ao extrato, seguida por S. pneumoniae,
E. colie P. aeruginosa.

Os resultados obtidos por Abiy e Berhe (2016) corroboram com o presente
estudo, ja que ficou evidenciado que S. aureus é mais sensivel ao extrato de A.
sativum do que E. coli. Isso pode ser devido a bicamada lipidica presente nas
bactérias gram-negativas, que apresenta pouca permeabilidade para solutos
hidrofilicos (NIKAIDO, 2003). A explicacdo que reforca esse resultado é a maior
efetividade do extrato alcodlico se comparado ao extrato bruto no cultivo de E. coli
(GAHERWAL et al., 2014).

51 CONSIDERACOES FINAIS

A partir destes estudos, sugere-se que o0 extrato aquoso de A. sativum possui
efeito antibacteriano, por apresentar halos de inibicdo para as duas bactérias, e
assim, uma possivel solucédo para se evitar o uso excessivo de antibidticos que
aumentam a resisténcia aos antimicrobianos.

Desta forma, se faz necessario a continuacdo de estudos que ampliem o
conhecimento sobre o assunto, e o aperfeicoamento de novas metodologias sobre
0 uso de plantas com potencial para inibicdo de micro-organismos considerados
patogénicos a saude humana.
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RESUMO: A dengue € uma doenca arboviral leve, semelhante a gripe, causada
pelo virus da dengue (DENV), que ocorre em paises tropicais e subtropicais. Um
nuamero crescente de relatos vem indicando que a dengue também esta associada a
manifestacdes neuroldgicas, contudo, pouco se conhece sobre a neuropatogénese
da doenca. Aqui, usando um modelo experimental em que camundongos BALB/ ¢ sao
infectados por via intravenosa com o virus, demonstramos que o DENV é capaz de
invadir e causar danos ao sistema nervoso central (SNC) do hospedeiro. Cérebro e
cerebelo de animais infectados revelaram alteragdes histolégicas como a presenca de
infiltrados inflamatorios, espessamento da pia-mater e desorganizacao da substéancia
branca. Além disso, também foi observado que a infecgcao leva a alteragao de morfologia
das células neurogliais e morte celular por apoptose. Tais observacdes destacaram
possiveis alteracées que o DENV pode promover no SNC do hospedeiro durante
uma infeccao natural, ajudando a entender melhor o componente neuropatologico da
doenca.

PALAVRAS-CHAVE: dengue, sistema nervoso central; modelo murino.

BALB/C MICE INFECTED WITH DENV-2 STRAIN 66985 BY THE INTRAVENOUS
ROUTE DISPLAY INJURY IN THE CENTRAL NERVOUS SYSTEM

ABSTRACT: Dengue is a mild flu-like arboviral illness caused by dengue virus (DENV)
that occurs in tropical and subtropical countries. An increasing number of reports
have been indicating that dengue is also associated to neurological manifestations,
however, little is known regarding the neuropathogenesis of the disease. Here, using
an experimental model in which BALB/c mice are intravenously infected with the virus,
we demonstrated that DENV is capable of invading and damaging the host’s central
nervous system (CNS). Brain and cerebellum of infected animals revealed histological
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alterations such as the presence of inflammatory infiltrates, thickening of pia matter and
disorganization of white matter. Additionally, it was also seen that infection lead to altered
morphology of neuroglial cells and apoptotic cell death. Such observations highlighted
possible alterations that DENV may promote in the host’s CNS during a natural infection,
hence, helping us to better understand the neuropathological component of the disease.
KEYWORDS: dengue; central nervous system; mice model

11 INTRODUCTION

Dengue is a mosquito-borne disease that represents a major health problem
especially in tropical and subtropical regions worldwide. The disease is caused by
dengue virus (DENV), which comprises four antigenically different serotypes (DENV-1
to DENV-4) belonging to the Flaviviridae family. Dengue burden has been expanding
since 1960s as it grew side by side with the world’s population. Nowadays, around 390
million people are infected every year, of which about 25% are of clinical relevance’.
Symptoms of dengue are usually similar to the regular flu, however, a small fraction
of cases may evolve to a severe hemorrhagic form that is eventually responsible for
about 20,000 deaths in an annual basis?® .

An intriguing fact that has drawn attention in dengue is the involvement of
the host’s central nervous system (CNS) in the course of infection. CNS-related
symptoms of dengue were first reported as an acute encephalopathy in 1976* and,
classically, these manifestations have been treated as rare phenomena in humans®6 .
Back in 1998, Ramos and coworkers suggested that DENV neurotropism was based
on opportunism’. However, a growing number of reports showing the presence of the
virus in the host’s CNS®'2 supported the idea that the neurotropic property would
be an intrinsic characteristic of the virus. After being vastly reported in 25 countries
spread across different continents'®22, neurological signs in dengue were grouped
into 3 sub-classifications: (i) encephalopathy; (ii) neuromuscular complications; and
(iii) neuro-ophthalmic involvements. The incidence rate of such symptoms varied
from 0.5 to 20% among patients admitted to hospitals®. Additionally, neurological
signs of subjective nature and of difficult characterization, such as restlessness,
irritability, dizziness, drowsiness and stupor, were also associated to the disease®.
Considering the increased frequency of CNS-related symptoms in patients with
dengue, neurological manifestations were officially recognized by the World Health
Organization (WHO) and listed as part of the differential diagnosis for severe dengue in
20092, Despite this official recognizance, information regarding the neuropathological
basis of the disease is still scarce and demanding of research.

Inan attemptto describe theimpact of DENV infectioninthe host’s CNS, we used a
dengue mouse model in which BALB/c mice were infected with patient-isolated DENV-
2 by the intravenous (i.v.) route. Despite the absence of apparent symptoms, mice
responded to the infection with antigen presenting cell (APC) induction and TCD8 cell
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activation. Histological analyses of the infected animals’brain and cerebellum revealed
pathological alterations such as presence of inflammatory infiltrates, thickening of
pia matter and disorganization of white matter in the brain; and altered Purkinje
neurons, hemorrhage and demyelination in the cerebellum. Analysis of microglia
(IBA-1+) and astrocytes (GFAP*) in the brain showed that these subpopulations were
morphologically altered in infected mice. Electron microscopy analyses of brain and
cerebellum from DENV-infected mice revealed cellular impairments that suggested
apoptotic induction. We also found that DENV was able to reach the host’s CNS upon
i.v. inoculation, as detected by DENV-NS3 staining, supporting the natural neurotropic
behavior of the virus and suggesting that the observed effects were due to direct
viral infection in the CNS. Such findings highlighted possible brain alterations that
could yield CNS-related symptoms in dengue and helped us to better understand the
neuropathological component of the disease.

2| RESULTS

DENV infection in BALB/c mice induces TCD8-mediated cellular immunity.

In the animal model considered here, BALB/c mice were infected with patient-
isolated DENV-2 by the intravenous (i.v.) route. It was previously demonstrated that
although the infection is not capable of producing symptoms, it can induce hepaticinjury
in the subjects and virus can be detected in different cell types such as hepatocytes,
Kupffer cells and endothelium?. Given the influence that the cellular immunity may
have towards the neurological involvement in dengue'” 27 our initial step here was
to address the immunological status of these mice upon the i.v. infection.

Spleen and blood samples of infected animals were evaluated by flow cytometry
two and seven days post infection (d.p.i.). When analyzing the spleen of infected mice,
we observed relevant increments in the percentages of CD86*CD11c* cells (which we
considered as the antigen presenting cell subset - APC) on the 2"¢and on the 7" d.p.i.,
in comparison to controls. Of note, on the 7" d.p.i. the percentage of CD86*CD11c*
cells reached approximately 2 times higher than the observed in the mock-infected
group (Fig1a). This finding suggested that the i.v. infection induced activation and
migration of APCs to the lymphoid organ in order to trigger specific immunity. Under
this line of thinking, we next checked the levels of activated lymphocytes present
in the circulation of the infected mice. Flow cytometry data revealed that on the 7"
d.p.i. the percentage of CD8*CD45RB"" (considered as the activated TCD8 cells)
consistently increased when compared to mock or to the 2" d.p.i. groups (Fig1b).
No statistically relevant variations were seen in the percentages of circulating CD4
*CD45RB"™ cells considering all the analyzed groups. These data indicated that,
upon infection, the animals were able to trigger specific immunity to DENV-2 with the
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activation of TCD8 lymphocytes.

BALB/c mice present damage in the CNS after DENV infection by the i.v route

In the previous evaluation, the occurrence of activated lymphocytes in the
circulation of infected mice draw our attention for a possible targeting of T-cell
migration to host’s tissues. To address the involvement of infection and a possible
impact of the cellular immunity in the CNS we proceeded with histological studies
considering the brain and the cerebellum tissues. Four major areas were took into
account for investigation: (i) the cerebral cortex, which comprises the sensory and
motor areas of the brain; (ii) the hippocampus, which consists of an internal area of
the brain related to memory; (iii) the cerebral white matter, a region of myelinated
nerve fibers that is critical for the axonal signaling and flux; and (iv) the cerebellum,
a structure that plays a crucial role in motor control®®. Considering the samples
from infected mice, histopathological analyses showed damage in the brain and
cerebellum tissues. On the 2™ d.p.i., the cerebral cortex showed thickening of the
pia mater with an increased cellularity (Fig2b) and focal perivascular inflammatory
infiltrate consisting mainly of lymphocytes and glial cells (Fig2c). On the 7" d.p.i., the
inflammatory infiltrates were more diffuse by the parenchyma with predominance of
microglial cells (Fig2d). As expected, brain of non-infected mice showed pia mater,
molecular layer, granular layer, pyramidal neurons layer and white matter with regular
structures (Fig2a). When analyzing the white matter from infected mice we found that
this region was structurally disorganized. On the 2" d.p.i. this area was marked by
microglial cell infiltrates within the parenchyma (Fig2f), while later on the 7" d.p.i. the
cell infiltrates were more characterized around blood vessels (Fig2g). Regarding the
hippocampus area, while non-infected mice exhibited regular structures (Fig2h and
i), infected animals showed presence of neuroglial cells infiltrates within this region.
In this case, on the 2" d.p.i. infiltrates were seen in the CA1 (Cornu Ammonis 1)
region (Fig2j), while on the 7™ d.p.i. this manifestation occurred mainly in the CA3
(Cornu Ammonis 3) (Fig2k). Analyses of the cerebellum tissue collected from infected
animals revealed inflammatory infiltrates in the pia mater. Purkinje neurons were also
characterized by altered morphology on the 2"d.p.i. (Fig2m). On the 7" d.p.i., it was
observed an extensive area of demyelination with presence of microglial cells in the
white matter (Fig2n) and circulatory damage such as hemorrhage in the cerebellar
parenchyma (Fig20). Control mice showed cerebellum structures with regular aspects
(Fig2l).
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Infected animals reveal morphological alterations of microglial cells and
astrocytes

After characterizing tissue alterations in the brain and cerebellum of DENV-
infectedanimals, we consideredinvestigatingthe brain cellularcomponentsresponsible
for tissue homeostasis. For this, we analyzed in more detail the neuroglial cells, in
particular microglial cells and astrocytes, since they are known to play critical roles
in maintaining CNS’ homeostasis, supporting and protecting neurons from injury2°-%
. In samples collected from non-infected mice, microglial cells (IBA-1+ cells) were
detected in the cortex and white matter. This cell population was found exhibiting
scarce cytoplasm, long/thin extensions (Fig3a) and assuming a ramified morphology,
which is known to be typical of their surveillant and homeostatic state. In the samples
from infected animals, these cells were characterized by ameboid morphology with
retracted extensions and increased cytoplasm located in the cortex (Fig3b) as well as
in the white matter close to the capillaries (Fig3c). This morphological characterization,
which is typical from their activated state, was observed mainly on the 2" d.p.i. Based
on morphology, later atthe 7" d.p.i. these cells seemed to return to their regular activity/
processes (as seen by their ramified appearance) both in the cortex (Fig3d) and in
the white matter (Fig3e). Astrocytes (GFAP+ cells) in non-infected mice showed thin
appearance in the cortex (Fig3f) and in the white matter (Fig3g). In the samples from
infected mice, GFAP~* cells were found under a degenerative process with atrophy
of their cytoplasmic extensions on the 2" d.p.i. (Fig3h). On the 7" d.p.i., astrocytes
assumed large and thick shapes with thicker cytoplasmic extensions either in the
cerebral cortex or in the white matter (Fig3i and j). In order to identify whether the
CNS was committed by reactive microgliosis or astrogliosis, we proceeded with the
quantification of both IBA"1* and GFAP~* cells within the cerebral cortex and white
matter. As shown in the Fig3panels k and |, both cell types statistically increased
in number on the 7th d.p.i., when compared to controls. This finding confirmed the
occurrence of reactive microgliosis and astrogliosis upon infection with DENV by the
l.v. route.

Ultrastructural aspects of brain and cerebellum from DENV-infected mice

To obtain a better description of the cellular changes in the CNS originated
upon infection with DENV, ultrastructural evaluations were performed using electron
microscopy. Brain and cerebellum tissues from infected mice showed degenerated
pyramidal and Purkinje neurons with irregular nuclear membrane and mitochondria
swelling (Figdb and Figbb). In the same analyzed sites, microglial cells exhibited
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increased nucleus and loss of integrity of mitochondrial ridges (Fig4d and Fig5d).
Brain astrocytes showed a deposition of heterochromatin in a cell pole (Fig4f). In
the cerebellum, there was disorganization of the myelin fiber pattern suggesting a
process of demyelinating neuropathy (Fig5f), which corroborated with the findings
from the histopathological analyses. Samples collected from control mice exhibited
regular structures of pyramidal and Purkinje neurons (Fig4a and Fig5a), microglial
cells (Figdc and Fig5c), astrocytes (Fig4e) and myelin fibers (Fig5e).

Viral detection in the SNC of DENV-infected mice

To address the viral presence and its ongoing replicative process in the CNS
we performed immunostaining of DENV-NS3 protein, since this viral antigen is
only expressed upon viral replication. DENV-NS3 protein was found in endothelial
cells of the cerebral cortex and hippocampus (Figéb and f), microglial cells of the
hippocampus and cerebellum (Figée and j) and in Purkinje neurons on the 2™ d.p.i.
(Fig6i). On the 7" d.p.i., DENV-NS3 was present in microglial cells of the cerebral
cortex (Fig6c), granular cells of the hippocampus (Fig6g), neurons and endothelial
cells in the cerebellum (Fig6k and ).

3 | DISCUSSION

In this work, using a dengue mouse model in which BALB/c animals were
inoculated with DENV-2 by the i.v. route, we characterized several alterations in the
CNS of infected mice which could be correlated with the neurological component of
the disease. We identified that brain and cerebellum tissues extracted from DENV-
infected animals presented cellular damage, tissue disorganization, morphological
alterations of microglia and astrocytes (cells that provide support and homeostatic
balance to neurons) and ultrastructural cellular impairments that suggested apoptotic
induction. We also found that DENV was able to reach the brain and cerebellum
tissues of mice upon i.v. inoculation, an observation that supported the natural
neurotropic behavior of the virus.

Although the infected animals presented these CNS alterations, an intriguing
observation that must be taken into account is that the animals were not
phenotypically influenced by the infection until the 7" d.p.i. We consider that the
absence of clinical effects in infected mice, such as altered motor coordination for
example, did not exclude the possibility of other existing effects affecting the CNS.
A study that corroborates with this line of thinking is from Huy and colleagues that
by means of a meta-analytical study identified that clinical manifestations, such as,
restlessness, irritability, dizziness, drowsiness and stupor have been associated to
the disease®. Given the empirical nature in assessing these clinical parameters in
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animal models, it becomes difficult to categorically affirm whether infected mice are
experiencing neurological symptoms at this peculiar level or not. Another fact that
may have contributed to the absence of apparent CNS-related effects in our model
is that immunocompetent animals are naturally resistant to DENV infection. It was
seen that DENV is not able to subvert the IFN-a/f antiviral response in mice3'-* as it
happens in humans®-2, Despite this resistance, immunocompetent mice can still be
infected as evidenced in other mouse models of dengue®4¥-*¢ . However, these animal
models do not reproduce the full specter of symptoms as characterized in humans.
In our model, even considering this phenotypic peculiarity, we could observe signs
of host response to the infection, such as APC induction and TCD8 cell activation.
Additionally, by an unrecognized mechanism, viruses were able to cause blood-brain
barrier dysfunction and infect brain and cerebellum cells. One hypothesis to explain
this scenario is that the immune-privileged characteristic of the brain may be related to
increased permissiveness of viral replication in this site. Among the tissue alterations
found in the infected mice, we observed inflammatory infiltrates, thickening of pia
matter, increased number of activated neuroglial cells and DENV-NS3 expression
in brain and cerebellum cells. Such alterations were in accordance with the study
from Amaral and coworkers, in which after infecting C57BL/6 mice intracerebraly
with DENV-3, the following changes were observed: (i) increased leukocyte rolling
and adhesion in brain microvasculature; (ii) tissue evidences of meningoencephalitis,
such as perivascular hemorrhages and infiltration of mononuclear cells in brain and
cerebellum; (iii) reactive gliosis; and (iv) immunoreactive cells for anti-NS3 in several
brain areas*’. While these observations were essentially in congruence to our study,
the phenotype of infected C57BL/6 mice diverged from our model. In Amaral and
coworkers’ model, animals showed symptoms of apathy, stereotyped behavior,
seizures and died at the 8" d.p.i., suggesting the induction of an intense encephalitis
by the viral infection. The effectiveness of this referred model in promoting such
a drastic neurological manifestation may be involved with the following reasons:
(i) infection was administered by the intracranial route that obviously resulted in a
massive viral load in the host’s CNS; (ii) animals were infected with DENV-3 genotype
| and its level of virulence in comparison to the strain we used is unknown; and (iii)
divergences of mouse strain susceptibility to DENV (C57BL/6 versus BALB/c) is also
unknown. Based on the above reasons, we consider that the histological alterations
found in our model resembles the scenario of encephalitis, however in a much more
limited fashion that is not able to yield detectable motor alterations or death. Yet, this
controlled and relatively slow process by which the virus invades the CNS, spread
and promote the specific changes found in our model can provide us hints about how
the neurological manifestations of dengue take place. Neurogliosis found in the brain
of infected animals may represent a key finding in dengue neuropathogenesis. Due
to morphological changes and increased cell numbers, it became clear that microglial
cells (IBA-1+*) and astrocytes (GFAP*) were involved in activation processes. Microglial
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cells are the resident macrophages of the brain and are known to be susceptible to
flavivirus infection*®. Once activated, microglial cells are thought to act as the first line
of defense in the brain tissue as these cells promote antiviral responses to prevent
the progression of encephalitis®. In their non-activated physiological state, microglial
cells display a ramified surface that is suitable for the constant surveillance of the
local environment®®. On the other hand, in pathological conditions these cells become
activated and proliferate, assuming an ameboid form that is usually characterized as
a spherical-shaped cell that carries several phagocytic vacuoles into its cytoplasm®’.
Activated microglia release many factors that contribute to inflammation and tissue
repair®2%®  however, exacerbated reactions of these cells are implicated with massive
production and release of IFN-y, TNF-a and nitric oxide, which can be toxic to neurons.
In fact, it represents a mechanistic arm that influences several CNS pathologies,
such as multiple sclerosis®®® , Alzheimer’s disease®® and Parkinson’s disease®’.
In our model, it is also likely that microglial cells can function as a "double-edged
sword” either by acting protectively when promoting the initial antiviral response,
or by mediating local damage or dysfunction in cases of signaling exacerbation.
Reactive gliosis was also characterized in our model of infection by the presence of
clusters of astrocytes (GFAP+ cells). Astrocytes are the most abundant cells in the
CNS and act cooperatively with microglia to stimulate T-cell responses®8. Divergences
in morphology, when we compared infected to non-infected samples, also suggested
activation of this cell subpopulation upon DENV infection. However, in spite of
limitations considering the used cell marker®® and the controversial behavior typical
of astrocytes in promoting/inhibiting inflammation®, more investigation is needed to
better characterize the contribution of these cells in the considered scenario. Other
findings that were implicated with the establishment of neuropathological processes
were resultant from the ultrastructural analyses. We observed that neurons, microglia
and astrocytes in the brain/cerebellum areas of infected mice exhibited cellular
alterations (mainly mitochondria swelling) that indicated processes of apoptotic cell
death. The induction of apoptosis by DENV in susceptible cells is well reported in the
literature®'-¢. Particularly, mitochondria swelling in response to DENV was previously
characterized under other circumstances such as in peripheral organs of dengue fatal
cases®® and in human hepatoma cell line (Hep-G2)°%€. Similarly to other viral diseases,
DENV proteins could also interact with mitochondrias and somehow result in the
modulation of apoptotic processes®”¢ . Given the central role of the brain in receiving
information from the body, interpreting and then guiding the body’s response to it, the
elimination of brain cells by apoptotic processes could be critical depending on the
affected areas. As these target cells, neurons and neuroglial cells, are located within
the cerebral cortex and white matter, respectively, it is reasonable to suggest that
DENV infection could potentially impact the host’s sensory and/or motor functions.
An additional effect that could also potentially commit the motor functions is the
demyelination found in the cerebellar tissue. Previous studies suggested that there
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is a connection between the disruption of the myelin sheath and the activation of
microglia®®, nonetheless, in dengue this phenomenon is still unknown.

In conclusion, we observed that DENV-2 isolated from the patient and
subsequently administered by the i.v. route in mice was able to cause dysfunction in
the blood-brain barrier and to replicate in endothelial cells of the brain. This occurred
in association with tissue damage / disorganization of CNS structures, reactive
gliosis and induction of apoptotic cell death. The current model of infection reaffirmed
the neurotropic nature of DENV in mice and shed light into possible existing CNS
changes that may justify neurological manifestations in dengue disease.

4| METHODS

Virus

The virus used in our experiments was a DENV-2 strain originally isolated
from patient serum during an outbreak in the state of Rio de Janeiro by 1990 and
19917°. Viruses were propagated in Aedes albopictus mosquito cell line (C6/36)
using L-15 medium (Sigma, USA) supplemented with 1% non-essential amino acids,
10% tryptose phosphate broth solution and 10% fetal bovine serum. Infected cells
were cultured at 28 oC for 15 days. Viruses were isolated and identified by indirect
immunofluorescence technique using 3H5 monoclonal antibody which is type-specific
for DENV-27°. Finally, the progeny viruses were titrated in C6/36 cells according to
Reed and Muench method”".

Ethics in experimental procedures and mice infection

All experiments with mice were conducted in compliance with Ethical Principles
in Animal Experimentation stated in the Brazilian College of Animal Experimentation
and approved by the Institute’s Animal Use Ethical Committee (acceptance protocol
P-12/11-3). Mice were grouped with n = 12.

Adult male BALB/c mice, 2 months old, received 20 ul of DENV-2 at a
concentration of 100 TCID, intravenously by the caudal vein. After 2 or 7 days after
infection (d.p.i.), animals were anesthetized with a mixture of ketamine-xylazine’,
sacrificed and then brain and cerebellum tissues were collected for further analysis
(optical and electron microscopy). Brains and cerebellums used as controls (mock)
were collected from mice that received cell culture (C6/36) supernatants only by the
same route and sacrificed at the 7" d.p.i.
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Flow cytometry

For flow cytometry analysis, leukocytes were isolated from blood and spleen.
Spleenswere dissociatedin wire mesh screens using RPMImedium. Spleen macerates
and total blood samples were treated with BD FACS Lysing for red blood cell lysis
and fixation according to manufacturer’s instructions (BD Biosciences, USA). Cells
were spinned down, washed and suspended in PBS/BSA 1%. Approximately 10°
cells were stained on ice for 20 min in the dark with the following mab combinations:
(i) CD11c-PE and CD86-FITC; or (ii) CD4-PE, CD8-PerCP and CD45RB-FITC. All
mabs used in this work were obtained from BD Biosciences and background-staining
controls were performed using isotypes recommended by the manufacturer. Samples
were read in a BD Accuri C6 flow cytometer and analyzed offline with C6 software
(BD Biosciences).

Histopathological analysis

Histological analyses were carried out based as previously described by Paes
and colleagues®. Briefly, fragments of brain and cerebellum collected from mice
were fixed in 10% buffered formalin, cleaved into smaller fragments, dehydrated in
ethanol, clarified in xylene and blocked in paraffin resin. In sequence, samples were
sectioned in 5-uym thick units, deparaffinized in xylene and rehydrated with alcohol.
Samples were stained with hematoxylin and eosin (H.E.) and visualized under a light
microscopy (Olympus BX 53F, Japan). Digital images were rendered using Image
Pro Plus software version 4.5.

Ultrastructural analysis

For electron microscopy, fragments of brain and cerebellum were post fixed
with 2.5% glutaraldehyde in sodium cacodylate buffer (0.2 M, pH 7.2), dehydrated
in acetone, post fixed with 1% buffered osmium tetroxide, embedded in EPON and
polymerized at 60 oC for three days. Semi-thin sections (0.5 ym thick) were obtained
using a diamond knife (Diatome, Switzerland) adapted to a Reichert-dung Ultracut E
microtome (Markham, Canada) and stained with methylene blue. Ultra-thin sections
(60-90 nm) were contrasted with uranyl acetate” and lead citrate’* and observed
under a JEOL-JEM-1011 transmission electron microscope.
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Immunohistochemistry

Staining protocol

For immunohistochemical studies, the paraffin-embedded tissues were cut (5
pm thick), incubated at 60 oC for one hour, deparaffinized in xylene and rehydrated
with alcohol. Antigen retrieval was performed by heating the tissue in the presence
of citrate buffer. Next, tissues were blocked for endogenous peroxidase with 3%
hydrogen peroxidase in methanol for 10 minutes and rinsed in tris-HCI (pH 7.4).
To reduce non-specific binding, sections were incubated in Protein Blocker solution
(Spring Bioscience, USA) for 10 min at room temperature. Afterwards, samples were
incubated overnight at 4 oC with primary antibodies: (i) anti-IBA1 antibody (1:200,
Wako) to recognize microglia cells; or (ii) anti-GFAP antibody (1:300, Sigma) for
astrocyte staining; or (iii) anti-NS3 antibody (diluted 1:100, to detect the DENV-infected
cells. In the next day, sections were incubated with secondary complement (REVEAL
complement - Spring Bioscience) for 10 minutes and with a rabbit anti-mouse 1gG-
HRP conjugate (REVEAL polyvalent HRP - Spring Bioscience) for 15 minutes at room
temperature. Reactions were revealed with diaminobenzidine (Spring Biosciense)
as a chromogen and then sections were counterstained with Meyer’s hematoxylin
(Dako). Finally, samples were analyzed under an Olympus BX 53 microscope and
frames were acquired using a coupled Olympus DP72 camera.

Quantification of positive cells

For each specific staining (IBA-1 and GFAP) 50 images were randomly
captured at 1000x magnification using Image Pro software version 4.5. Positive cells
were quantified in each of the 50 images and the median of positive cell number was
determined. All analyzes were accomplished in a blind test without prior knowledge
of the studied groups. After quantification, frames exhibited in figures were selected
as to be more informative according to specific areas in the analyzed tissues.

Immunofluorescence assay

The paraffin-embedded tissues were cut (5 ym thick), incubated at 60 oC for
one hour, deparaffinized in xylene and rehydrated with alcohol. Antigen retrieval
was performed by heating the tissue in the presence of citrate buffer. The sections
were permeabilized for 10 minutes with 0.5% Triton X-100, and incubated for 30
minutes with 2% bovine serum albumin (BSA) and 5% normal goat serum (NGS)
for blocking, at room temperature. In sequence, slides were co-stained overnight
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at 4 oC with anti-F4/80 (eBioscience) and anti-NS3% (in-house produced antibody)
antibodies diluted at 1:200 and 1:100, respectively. Sections were washed in PBS
and incubated with Alexa 488-conjugated rabbit anti-mouse IgG (Thermo Scientific)
or with Alexa 555-conjugated goat anti-rabbit IgG (Thermo Scientific, USA). Samples
were analyzed under a Zeiss LSM 510 Meta confocal microscope (Zeiss, Germany).

Statistical Analysis

Data obtained from the quantification of positive cells in the
immunohistochemistry were analyzed with GraphPad prism software v5.1 (La Jolla,
USA) using non-parametric statistical tests. Significant differences between analyzed
groups (mock, 2" d.p.i. and 7" d.p.i.) were determined using Mann-Whitney test with
*p <0.05.

Data Availability

All data generated or analyzed during this study are included in this published
article.
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Figure 1. Flow cytometry analysis of spleen and blood samples from DENV-infected mice.
Groups of BALB/c mice (n=6 each), mock, 2nd gng 7th days post infection (d.p.i.) were
considered for flow cytometry evaluation using individual spleen and blood samples. (A) Isolated
splenocytes were stained with anti-CD86-FITC and anti-CD11¢c-PE and read into a BD Accuri C6
flow cytometer. Only events clustered into the R1 region in the forward and side light scattering
representation (FSC x SSC) were took into account for this analysis (left). Based on the isotype
control, a CD861CD11c™ region (considered as the antigen presenting cell subset) was defined
(center). Representative flow cytometry dotplots regarding mock and infected samples, as well
as the quantitative analysis between groups are shown (bottom, top, and right, respectively). (B)
Flow cytometry analysis showing leukocytes isolated from blood stained with anti-CD8-PerCP,
anti-CD4-PE and anti-CD45RB-FITC. A region of lymphocytes in the FSC x SSC representation
was defined (left) for subsequent specification of CD4* and CD8* regions (center). Expression
of CD45RB was investigated within the CD4* and CD8* regions considering non-infected and
infected groups (bottom and top, respectively). Statistical analyses are shown for each evaluation
(top right and bottom right). Statistical differences were evaluated using Mann—Whitney test (*p <
0.05; **p <0.01).
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Figure 2. Histopathological aspects of the brain and cerebellum tissues of DENV-infected mice.

(A) Cerebral cortex of a mock-inoculated mouse exhibiting normal aspects; (B) Mouse infected

with DENV-2 showing pia mater with inflammatory infiltrate; (C) focal perivascular inflammatory

infiltrate on the 2nd d.p.i and (D) diffuse inflammatory infiltrate on the 7th d.p.i. (E) Normal white

matter from a mock-inoculated mouse. (F) White matter committed with inflammatory infiltrate
on the 2nd d.p.i and (G) on the 7th d.p.i. (H) CA1 and (I) CA3 hippocampal regions from a
mock-inoculated mouse. (J) Microglial cell infiltrate in CA1 on the ond d.p.i and (K) in CA3
on the 7th d.p.i. (L) Cerebellum region with normal aspects extracted from a control mouse.
(M) Degenerated Purkinje neuronal layer on the ond d.p.i. (N) Demyelination with microglial
cell infiltrate and (O) hemorrhage on the 7th d.p.i. CA1 — Cornu ammonis 1 region; CA3 —
Cornu ammonis 3 region; D — demyelination; DG — dentate gyrus; GL — granular layer; H —

hippocampus; He — hemorrhage; ML — molecular layer; OR — orien; PL — pyramidal layer; PM —

pia mater; Inf — Inflammatory infiltrate; PN — Purkinje neuron; Mi — Microglia; WM — white matter;

d.p.i. - days post infection.
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Figure 3. Aspects of microglia and astrocytes in brain tissues of infected mice. Detection of
microglia (IBA-1+ cells) in samples of the cerebral cortex and white matter from (A) non-infected,
(B/C) 2nd d.p.i and (D/E) 7th d.p.i. (F/G) Detection of astrocytes (GFAP* cells) in the cerebral
cortex and white mater in samples from control animals. (H) Staining of astrocytes in the white
matter of samples from infected mice on the ond d.p.i. (I/J) Staining of astrocytes in the cortex
and in the white matter on the 7th d.p.i. Quantification of (K) IBA-1* and (L) GFAP* cells. Ast -
astrocyte; C - capillary; Cc - cerebral cortex; Mi - microglia; WM - white matter; d.p.i. - days post
infection. Statistical differences were evaluated using Mann—-Whitney test (*p <0.05; **p <0.01).
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Figure 4. Ultrastructural aspects of the brain tissue of BALB/c mice infected with DENV-2. (A)
Pyramidal neurons, (C) microglial cells and (E) astrocyte of non-infected mice showing regular
aspects. (B) Pyramidal neuron exhibiting increased nucleus, swollen mitochondria and irregular
nuclear membrane. (D) Microglial cell with increased nucleus and swollen mitochondria. (F)
Astrocyte with heterochromatin deposition. Samples from infected mice were considered on the
7th d.p.i. Het - heterochromatin; (Red asterisk) - mitochondria; MF - myelin fibers; N - nucleus;
NM - nuclear membrane; d.p.i. - days post infection.

Mock Thdpi

Purkinje Neuron

Microglia
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Figure 5. Ultrastructural aspects of the cerebellum tissue of BALB/c mice infected with DENV-2.
(A) Pyramidal neurons, (C) microglial cells and (E) organized myelin fibers in samples from non-
infected mice. Samples from infected mice showing (B) Purkinje neuron with increased nucleus
and swollen mitochondria, (D) microglial cell with swollen mitochondria and (F) disorganized
myelin fibers. Samples from infected mice were considered on the 7th d.p.i. M - mitochondria;
MF - myelin fibers; N - nucleus; d.p.i. - days post infection.
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Figure 6. Detection of DENV-NS3 protein in brain and cerebellum tissues. DENV-NS3 protein
was detected using immunohistochemistry on brain and cerebellum cuts. Regions of (A)
cerebral cortex, (D) hippocampus and (H) cerebellum from samples of control mice showing
negative staining reaction for DENV-NS3. Samples from infected animals showing detection
of DENV-NSS3 in: (B) endothelial and (C) microglial cells located at the cerebral cortex on the
2nd gng 7th d.p.i., respectively; (E/F) microglial/endothelial cells and (G) granular cells of the
hippocampus on the 2nd gng 7t d.p.i., respectively; (I/J) Purkinje neurons/microglial cells and
(K/L) neurons/endothelial cells on the 2nd gng 7th d.p.i., respectively. EC - endothelial cell; Mi
- microglial cells; Gc - granular cells; PN - Purkinje neurons; Neu - neurons; d.p.i. - days post
infection.
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RESUMO: A microbiota intestinal indigena
dos seres humanos é rica e diversificada.
Como constituinte desta microbiota, o género
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Bacteroides, cujos membros sado bastonetes
Gram-negativos, estdo associados a infecgboes
intra-abdominais. Bacteroides podem sintetizar
substéancias antagonistas, dando uma vantagem
competitiva as amostras produtoras. O objetivo
deste estudo foi avaliar a sintese de substancias
antagonistas por Bacteroides e Parabacteroides
isolados de pacientes com infec¢des intra-
abdominais. Bacteroides fragilis foi utilizado
para extracao, purificacdo e caracterizacao da
substancia antagonista. A atividade do extrato
intracelular foi detectada com (NH,) ,SO, nas
concentragcdes de 30% (C30) e 50% (C50). C30
e C50 foram inativados por proteases e altas
temperaturas. O extrato C50 foi submetido a
cromatografia de troca iGnica e as fracées 1 a 4
apresentaram atividade antagbnica. As fracoes
foram aplicadas em cromatografia de gel
filtracdo. As fraccdes 2 e 3 foram capazes de
inibir a amostra reveladora. Estas fracées foram
submetidas a cromatografia de fase reversa e a
fracdo 2C permaneceu ativa. A espectrometria
de massas da fracdo 2C apresentou ions
de 1300,00 Da. Os peptideos e proteinas
sequenciados descritos na base de dados
BLASTP resultaram em 100% de identidade
com uma proteina de secrecao do tipo VII. A
busca por similaridade no BANCO DE DADOS
DE PEPTIDEOS ANTIMICROBIANOS resultou
em 42% de identidade com uma microcina. Os
resultados indicam a produc&o de substéancias
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antagonistas por B. fragilis. E plausivel supor que eles desempenham um papel
relevante nas relagbes interbacterianas em um ambiente complexo, como de uma
infeccéo intra-abdominal.

PALAVRAS-CHAVE: Bacteroides, Parabacteroides, substancia antagonista, infeccao
intra-abdominal.

CHARACTERIZATION OF AN ANTAGONIST PEPTIDE PRODUCED BY
A Bacteroides fragilis ISOLATE OBTAINED FROM A PATIENT WITH INTRA-
ABDOMINAL INFECTION

ABSTRACT: The indigenous intestinal microbiota of humans is rich and diverse. As a
constituent of this microbiota, genus Bacteroides, whose members are Gram negative
rods, obligate anaerobes and associated to intra-abdominal infections. Bacteroides can
synthesize antagonistic substances, giving a competitive advantage to the producing
samples. The objective of this study was to evaluate the synthesis of antagonistic
substances by Bacteroides and Parabacteroides isolated from patients with intra-
abdominal infections. Bacteroides fragilis was used for extraction, purification and
characterization of the antagonistic substance. The activity of the intracellular extract
was detected with (NH,) ,SO, in concentrations of 30% (C30) and 50% (C50). C30
and C50 were inactivated by proteases and high temperatures. The C50 extract was
subjected to ion exchange chromatography, and fractions 1 to 4 presented antagonistic
activity. Fractions were applied in gel filtration chromatography. Fractions 2 and 3 were
able to inhibit the developing sample. These fractions were submitted to reverse phase
chromatography and fraction 2C, remained active. Mass spectrometry, from fraction
2C, presented ions of 1300.00 Da. The sequenced peptides and proteins described
in the BLASTP database, resulted in 100% identity between two peptides. One of the
sequenced peptides showed 100% identity to a type VII secretion protein. The search
by similarity in the ANTIMICROBIAL PEPTIDE DATABASE resulted in 42% identity
with a microcine. The results indicate the production of antagonistic substances by the
B. fragilis strain. It is plausible to assume that they play a relevant role in interbacterial
relationships in a complex environment such as intra-abdominal infection.
KEYWORDS: Bacteroides, Parabacteroides, antagonistic substance, intra-abdominal
infection.

11 INTRODUCTION

Bacteroides and Parabacteroides are two important genera that are part of the
indigenous microflora of humans and other animals. This collection of microrganisms
inhabiting the human body consists of complex microbial communities such as that
present in the digestive tract, particularly in the oral cavity and intestines. As members
of the gut microflora, Bacteroides and Parabacteroides offer several advantages to the
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host, assisting in physiology and normal function of the gastrointestinal tract, helping
in digesting complex polysaccharides, and also using nutritional resources, which aids
in the intestinal colonization resistance by bacteria potentially harmful (Ishikawa et
al., 2013). The various species that make up the microbial communities are involved
in all forms of competition, whether by nutritional resources or space. To overcome
their adversaries, microorganisms use all their resources, including secondary
metabolites, enzymes and antibiotics. The competitions between bacteria, archaea,
fungi and protozoa are often solved by the use of antimicrobial peptides (Wilson et al.,
2015). Among the diseases associated with Bacteroides and Parabacteroides, there
is intra-abdominal infection, its severity and high prevalence. After disruption of the
intestinal wall, which may occur for different reasons (surgical wound, malignancies,
appendicitis or trauma), the indigenous microbiota infect the peritoneal cavity normally
sterile site. During the acute phase of infection (approximately 20 h), facultative
anaerobes, especially Escherichia coli are established, promoting the fall of the redox
potential of the environment. The atmosphere now low in oxygen, then allows bacteria
obligate anaerobic, as representatives of Bacteroides and Parabacteroides, colonize
and reproduce, passing to prevail during the chronic phase of infection (Wexler,
2016;. Nicoletti et al., 2008). Bacteroides and Parabacteroides, especially the B.
fragilis, can express a wide variety of virulence skills such as synthetic enzymes,
toxins secretion and production of antimicrobial substances, known as bacteriocins,
which favors microrganism success in colonizing the host and aggression (Diniz et
al., 2000; Wexler, 2007; Papaparaskevas et al, 2011). With reference to antagonistic
substances produced by anaerobic bacteria, in 1965, Beerens & Baron described
for the first time, a bacteriocin synthesized by Bacteroides, but more detailed studies
have not been conducted. Until 1983, only a few papers have been published, such
as Booth et al (1977) who described a bacteriocin having a molecular mass greater
than 300,000 Da, produced by Bacteroides, and the Mossie et al. (1979) have
purified a bacteriocin produced by B. fragilis molecular weight between 13,000 and
19,000 Da. In 1981, Mossie et al. described the purification and characterization of
another bacteriocin produced by B. fragilis and demonstrated in their ability to inteferir
bacterial RNA synthesis by inhibiting RNA polymerase activity. In 1992, Farias et
al reported the ability of producing bacteriocin-like substances for group B. fragilis
isolates the oral cavity and marmosets intestine. Farias et al. (1994) showed the
production of proteins with one or more bacteriocin-like activity for samples B. fragilis
recovered primate species Callithrix. The extracellular extracts (S70) and intracellular
(C70) showed activity against isolates of B. fragilis from callitrichids gut and against
Streptococcus sanguis reference samples and Streptococcus pyogenes. The study of
the cell surface molecules produced by B. fragilis has deserved prominence because
they probably play an important role in colonization, persistence and communication
with other microorganisms. To investigate the expression of antagonistic activity
and characterize the substances involved in the phenomenon provide a better
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understanding of microbial ecological relations, as well as the emergence of new
perspectives regarding the use of bacteria producing antagonistic substances

2| METODOLOGY

30 samples test of Bacteroides strains (11 B. fragilis, 5 B. ovatus, 1 B.
thetaiotaomicron, 3 B. uniformis, 1 B. vulgatus, 6 B. caccae, 2 B. capillosus, 1 B.
eggherthiiy and 10 Parabacteroides distasonis strains isolated from patients with
intra-abdominal infections (called test samples). As revealing, were used, in addition
to the test samples, a panel of reference samples of bacteria with different types
respiratory. Initially, the test samples were inoculated into brain heart infusion, pH 7.2,
supplemented with 0.5% hemin, 0.1% menadione and 0.5% yeast extract (BHI-S).
The cultivation was performed in the anaerobic chamber with 85% N2, 5% CO2 and
10% H2 at 37°C. After 48 hours, the samples were inoculated into Brain Heart Infusion
Agar (BHIA) supplemented with 0.5% hemin, 0.1% menadione and 0.5% levedura
extract (BHIA-S). The revealing samples were cultivated in liquid medium and then
a 0.2 mL aliquot of the culture was inoculated into 3.5 ml of semisolid medium (0.7%
agar). After incubation at 37°C, the reading is performed by checking the presence
of inhibition halos. To evaluate the presence of bacteriophages, fragment revealing
the multiplication zone of inhibition was aseptically removed and it was macerated in
saline solution pH 7.2 and then centrifuged at 23,400 g for 20 min. An aliquot of the
supernatant was transferred to 3 ml of culture revealing sample. After incubation an
aliquot was added to 3.5 mL of semisolid agar for revealing specific sample selected
.The material was incubated and the presence of lysis zones is indicative of the
presence of bacteriophages. The evaluation of the possible inhibition of fatty acids
was carried out using S-BHIA with and without addition of 1% soluble starch. After
the test, the zone of inhibition of proliferation of revealing sample was measured.
(Apolonio et al., 2008). To evaluate interference of chloroform, the producer sample
was inoculated in the spot on the surface of BHIA-S and, after incubation the revealing
sample was inoculated around the producer sample spot, cross-shaped, without that
the growth of producer sample was touched. The material was incubated and then
evaluated the presence of inhibition halo. (Farias et al, 1992). The production H,0O,
was investigated by incorporation of catalase 0.03% w /v in BHI-S. The presence of
the revealing sample multiplication inhibition zone only in medium without addition of
catalase was considered indicative that the antagonist activity is due to the presence
of H,O, (Hamada & Ooshima, 1975).

EXTRACTION OF INTRACELLULAR FRACTION- The cell pellet was washed
twice with 0.01M Tris-HCI buffer, pH 8.0, by centrifugation at 16,200 g for 30 min.
After this procedure, the pellet was sonicated at 50 W in an ice bath for 30 cycles of
40 s each, at 40 s intervals. The resulting sonicated fraction was again centrifuged
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and the supernatant was collected, subjected to ammonium sulfate precipitation and
dialysed to obtain the intracellular fractions, called C-30, C-50 and C-80.

CHARACTERIZATION OF ACTIVE FRACTIONS- pH- The extracts were diluted
1:1 (v /v) in the universal buffer and the solution was then incubated at 37 ° C at
15 and 30 min, 1, 2, 3, 4, 5 and 6 h intervals , 1, 2, 3, 6, 10, 20 and 30 days. As a
control, the activity of the buffer and the diluted fraction in 0.01 M Tris-HCI, pH 8.0,
at the ratio of 1: 1 (v / v), incubated in the same condition as the test tubes was
checked. TEMPERATURE- Aliquots of fractions were subjected to heat treatments:
-86 ° C (freezer), -20 ° C (freezer), 4 ° C (Refrigerator), 25 ° C (room temperature),
37 ° C (oven),50°C, 60°C,80°Cand100 ° C (water bath) and 121 ° C (autoclave)
,1,2,4and 8 h, 1, 2, 8, 20, 30 days, 6 and 12 months. As a control, the diluted
extract was used without any heat treatment. PROTEOLYTIC ENZYMES- Protein K,
a-chymotrypsin, trypsin, papain, and pepsin were used. The tests were performed by
diluting aliquots of the active protein extracts in the enzyme solutions in a ratio of 1: 1
(v/v). The material was incubated, then, the preservation of the antagonistic activity
was evaluated and the results expressed in UA / mL. As a control, the enzymatic
solutions and extracts diluted 1: 1 (v / v) were used. ORGANIC SOLVENTS- The
solvents used were acetone, acetonitrile, iso-propyl alcohol, butanol, ethanol, hexane
and methanol 10% aqueous solutions and 50% of the organic solvents were prepared
and then sterilized by filtration. The extracts were diluted 1: 1 (v/v) in these solutions
and then incubated at 25 ° C for 1 h. Controls were performed using the aqueous
solutions of the organic solvents and the extract diluted 1: 1 (v /v).

PURIFICATION OF ACTIVE FRACTIONS BY CHROMATOGRAPHY- Initially,
fast protein liquid chromatography (FPLC) was used on Mono-Q ™ 5/50 GL Tricorn ™
column in a linear gradient of 0-100%. Fractions from ion exchange chromatography
with antagonistic activity were subjected to gel filtration on a Superose 12 HR 10/30
column. The active fractions obtained from the above purification step were subjected
to high performance liquid chromatography (HPLC on C8 column (4.6 mm in diameter
x 25 cm in length). The eluted fractions were monitored using wavelength 280 and
220 nm, concentrated by lyophilization and diluted in sterile Milli-Q® water.

SDS-PAGE- One part of the gel was stained by silver and the other was washed
to remove SDS and possible microbial contaminants and then routed to reveal in situ
activity. The reading was performed by observing the presence of lines inhibiting the
multiplication of the developing sample. The molecular mass of each active band was
estimated by comparison with pre-stained protein standard (Farias et al., 1994)

TRIPTIC DIGESTION- The gel was rehydrated with trypsin solution for 40
min in an ice bath. The extraction was carried out with 5% formic acid and 50%
acetonitrile. The sample was concentrated to about 10 pL and sent for analysis
in mass spectrometry. As a negative control, a sample-free gel fragment and as a
positive control, bovine serum albumin solution (1 mg / mL) were used, both of which

were treated in parallel with the sample.
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MASS SPECTROMETRY- The fractions and the material were lyophilized
and dissolved in a-CHCA (a-cyano-4-hydroxycinnamic) and super DHB
(2,5-dihydroxybenzoic acid) matrix, at the ratio of 1 1 (v / v). The molecular mass
was determined using MALDI-TOF / TOF AutoflexTM® lll. For data analysis, the Flex
Analysis 2.4 program was used.

DETERMINATION OF PRIMARY SEQUENCE OF ANTAGONIST SUBSTANCE-
The identity of the peptides was verified by AutoflexTM® Il MALDI-TOF / TOF
Homology analysis between the primary sequence obtained and those of other
substances was carried out using the Basic Local Alignment Search Tool - National
Center for Biotechnology Information NCBI-BLAST

31 RESULTS

Considering Bacteroides samples, heterantagonism was detected in 18
(60.0%) of the 30 samples tested, five (16.7%) of which, all B. fragilis, also expressed
isoantagonism. The occurrence of autoantagonism was not detected. It was observed
heteroantagonism expression by 29 (72.5%) and isoantagonism 5 (12.5%) of the
40 samples tested. Antagonist activity was observed only against phylogenetically
related bacteria. Clinical samples used as indicator, B. fragilis, B.ovatus, B. uniformis,
B. wulgatus, B.caccae and B. capillosus showed heteroantagonistic activity to at least
three of test samples. The sample B. fragilis D 111.4 was the one who expressed
antagonism more often exhibited the broadest spectrum of activity and generated
more visible.

FACTORS INTERFERENCE- BACTERIOPHAGES- lysis zones due to the
presence of bacteriophages were not observed in the test performed. FATTY- The
addition of starch to the growth medium did not prevent expression of antagonism,
indicating that fatty acids and other acids were not responsible for antagonism.
CHLOROFORM- The results of testing for antagonist activity research with or without
addition of chloroform were similar, indicating that this substance is not responsible
for the inhibition of revealing sample. HYDROGEN PEROXIDE- The addition of
catalase to the culture medium did not inhibit the antagonism of expression, showing
that the production of H202 is not responsible for the activity.

PROTEIN EXTRACTION - ANTAGONISTACTIVITY TEST OF THE FRACTIONS
OBTAINED- The intracellular protein fractions obtained from the sample B. fragilis D
111.4, precipitated with 30% (NH,) ,SO, (C30) and 50% (C50) showed antagonistic
activity against B. caccae D 79.3 and B.ovatus D 54.1. Thus, C30 and C50 were
selected for subsequent steps in the study.

PURIFICATION OF C30 AND C50 FRACTIONS- The application of the extract
C30 in ion exchange chromatography did not generate active fractions. With regard
to the C50 extract, 50 fractions were generated, among which fractions 1 to 4,
referring to a single peak and presented antagonistic activity. Fractions 1 and 4,
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from ion exchange chromatography, constituted pool 1, which, applied in gel filtration
chromatography, generated 26 fractions. Of these, fractions 2 and 3 were able to
inhibit the sample. The chromatogram resulting from the gel filtration chromatography
is shown in Figure 4. Pool 2, consisting of fractions 2 and 3 from the gel filtration
chromatography, was subjected to reverse phase chromatography. Fifty fractions
were generated, the fraction 2C being active against the developer sample.

SDS PAGE- Inhibition of the developmental microrganism B. ovatus D 54.1
was verified by all the extracts tested, in a region corresponding to the band with
molecular mass <10 kDa.

MOLECULAR MASS OF ANTAGONIST SUBSTANCE- In the fraction analyzed
by chromatography reverse phase, the ions of approximately 1300 Da generated
a more intense signal. In the fraction analyzed by trypsin digestion, the fragments
were analyzed and sequenced. Trypsin digestion allowed good fragmentation of the
peptide.

ANALYSIS OF AMINO ACID SEQUENCES- The search performed by similarity
in the BLASTP database showed 100% identity with a type VII secretory protein.
The sequence was VTANRNQWG. The search performed by similarity between the
sequenced fragments and proteins described in the Antimicrobial Peptide Database,
from fragmentation obtained with trypsin digestion, resulted in 42% identity with a
microcine of Streptomyces. The sequence found was GMAAFKSIFGGMSWY.

4 | DISCUSSION

The most frequently isolated anaerobic of these infectious processes is B.
fragilis, involved in the development of the intra-abdominal abscesses that occur in the
peritoneal cavity. While intra-abdominal infections are typically polymicrobial and are
generally associated with the indigenous microbiota, B. fragilisis one of the few bacteria
known to be capable of inducing abscess formation as the sole infecting organism
in experimental animal models (Cao et al.,, 2014). In this study, only Bacteroides
exhibited antagonistic activity under the experimental conditions employed. In the
group, 43.33% of the samples tested showed heteroantagonism only and 16.67%
expressed heteroantagonism and isoantagonism, exclusively, B. fragilis. A similar
result was reported by Avelar et al. (1999) found that 57% of B. fragilis samples,
including clinical specimens, were bacteriocin-producing. Autoantigen activity
was not observed. Several reports describe that samples producing antagonistic
substances synthesize an immunity protein for their protection (Coyne et al., 2016;
Lobo et al.,, 2016). However, in a dense and diversified microbiota environment,
the bacteriocin produced not only exerts its antagonistic effect, but can also trigger
the production of bacteriocins by neighboring cells, “setting the competitor on the
counterattack.” In this study, the researchers observed that bacteriocins induce the
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expression of inhibitory substances by neighboring samples and that the potency
of a bacteriocin and its induction ability go together. In a competition environment
between antagonistic samples, the most “toxic” competitor will prevail (Majeed et
al., 2013). Protein extracts C30 and C50 were tested for characterization. Regarding
the evaluation of thermotolerance, loss of antibacterial activity was observed by
exposure to temperatures above 50 ° C. Similar results were reported by Farias et al.
(1994), which also characterized a bacteriocin of B. fragilis that lost its activity when
the extract was treated with temperatures above 60 ° C. The C30 and C50 antagonist
activity was preserved at lower temperatures, such as -20 ° C and -86 ° C, for up to
12 months, the last time the test was performed. At 37 ° C and 25 ° C, its activity was
maintained for 7 days.

For the purification of the antagonist substance present in the C50 intracellular
protein extract, was subjected to ion exchange chromatography. Fractions 1 to 4
exhibited antagonistic activity. Subsequent to ion exchange chromatography, the
active fractions were subjected to filtration chromatography. The active fractions
originated (2 and 3) were located at a peak at the beginning of the Chromatogram,
indicating particles with larger molecular weights. In the next purification step, the
reverse phase liquid chromatography on a C8 column (HPLC) was used, and 50
fractions were collected. One of them, fraction 2C, remained active against the
revealing sample. The result of the mass spectrometry experiment, from fraction 2C,
presented ions of approximately 1300 Da, which generated a more intense signal. An
antagonist substance with molecular mass less than 10 kDa was also detected in the
in situ development experiment performed after SDS-PAGE. The search performed
by similarity between one of the sequenced fragments (VTANRNQWG) and proteins
described in the BLASTP database, from fragmentation obtained on reverse phase
chromatography, resulted in 100% identity with a type VIl secretion protein. The search
performed by similarity with proteins described in the Antimicrobial Peptide Database,
from fragmentation obtained with trypsin digestion (GMAAFKSIFGGMSWY), resulted
in 42% identity with a Streptomyces microcine. Bacteroides secrete antibacterial
proteins (BSAPs), which act on phylogenetically related samples. Bacteria evolved
a remarkable variety of sophisticated nanomachines to export various pathogenicity
factors through the bacterial cell envelope. Because bacteria use different
mechanisms to compete in microbial communities and the intestinal microbiota is
an extremely dense ecosystem, cell-cell contact, substances presents as a very
prevalent antagonistic mechanism in the gut (Coyne et al., 2016). Relatively little
is known about the ecology of the human intestinal microbiota and the combination
of factors regulating the composition of an intestinal microbial community. The
competition for bacterial interference is beginning to be studied and appreciated
as an important contribution to understanding the dynamics of intestinal bacterial
populations. In summary, the data demonstrate the need to continue studies on the
production of antagonistic proteins by B. fragilis, as well as the analysis of extraction
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methods that allow the optimization of the purification protocol. Future studies are
desirable to allow a better understanding of the influence of these proteins on the
ecological relationships that occur in the intestinal tract of humans and their potential
of application in the inhibition of samples associated with the etiopathogenesis of
intra-abdominal infections.

51 CONCLUSIONS

The expression of antagonistic activity was detected only for the genus
Bacteroides.  Hetero-antagonistic  activity was observed only against
phylogenetically related samples and isoantagonistic activity was detected only
for B. fragilis. No sample expressed self-starvation. The exclusion of factors that
could interfere in the interpretation of phenotypic test results reinforces the
hypothesis that the expressed antagonism is due to the production of
proteinaceous substance (s), possibly bacteriocin (s). Intracellular extract of B.
fragilis D111.4 sample with 30% (C30) and 50% (C50) saturated ammonium sulfate
shows antagonistic activity against B. ovatus and B. caccae, respectively. C30 and
C50 presented low stability when subjected to heat treatments, they were active
against different pH values and several organic solvents and their protein nature
was confirmed by inactivation by proteases. Data obtained by SDS-PAGE
indicates that the C50-detected antagonist substance has molecular mass less
than 10 kDa and therefore is a peptide. Analysis by mass spectrometry, from
fraction 2C obtained from reversed phase chromatography, revealed ions of
approximately 1300 Da, which generated a more intense signal. The search
performed by similarity with proteins described in the BLASTP database resulted in
100% identity of a fragment (VTANRNQWG) with a type VIl secretion protein.
The search performed by protein similarity described in the Antimicrobial Peptide
Database resulted in 42% identity of a fragment (GMAAFKSIFGGMSWY) with a
microcine of Streptomyces.
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RESUMO: O virus da Zika (ZIKV) acomete todo
o globo, tendo preferéncia nas regides tropicais
como o Brasil. Durante o periodo de 2014 e
2015, o Brasil sofreu um surto de infeccbes
por meio do ZIKV. A transmissdo ocorre
majoritariamente pelo vetor Aedes Aegypti. O
principal agravante no ZIKV é a sua associacao
no desenvolvimento de mutagdes durante a
gravidez gerando Microcefalia e casos de bebés
natimortos. Das medidas de combate mais
utilizadas, estad presente a profilaxia, porém
ausente ainda para o ZIKV, com isso a busca
de antigenos capazes de formular uma vacina
eficaz é recorrente e para isso a bioinformatica
tem sido um grande aliado na selec&o de tais
antigenos. Deste modo, o presente trabalho
objetivou o desenho vacinal para o Zika
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DA IMUNOINFORMATICA

Virus através da imunoinformatica. Para isso,
as proteinas que compdem o virus foram
selecionadas e analises como antigenicidade,
alergenicidade, busca de epitopos de células
T foram feitas, assim como caracterizagdes
fisico-quimicas. Um total de 10 proteinas
foram encontradas no GenPept e destas apds
as analises, as proteinas C e NS2b foram
descartadas como potencial uso em formulagao
vacinal devido sua baixa antigenicidade,
alta instabilidade e alergenicidade. Todas as
proteinas apresentaram epitopos dominantes
para células T. Com isso, esses resultados sao
importantes na busca de antigenos vacinais
sejam para compor vacinas recombinantes ou
vacinas peptidicas.

PALAVRAS-CHAVE: Bioinformatica; epitopos
imunodominantes; peptideos;

recombinantes; Zika Virus.

proteinas

VACCINAL DESING FOR ZIKA VIRUS WITH
THE USE OF IMUNOINFORMATICS

ABSTRACT: Zika virus (ZIKV) affects the entire
globe, having a preference in tropical regions
such as Brazil. During 2014 and 2015, Brazil
experienced an outbreak of infections through
ZIKV. Transmission occurs mainly by the Aedes
Aegypti vector. The major aggravating factor
in ZIKV is its association in the development
of mutations during pregnancy leading to
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Microcephaly and cases of stillbirths. Among the most commonly used combat
measures, prophylaxis is present, but still absent for ZIKV, so the search for antigens
capable of formulating an effective vaccine is recurrent and for this reason bioinformatics
has been a great ally in the selection of such antigens. Thus, the present work aimed
at vaccine design for Zika Virus through immunoinformatics. For this, the proteins that
make up the virus were selected and analyzes such as antigenicity, allergenicity, T cell
epitope search were made, as well as physicochemical characterizations. A total of 10
proteins were found in GenPept and from these after analysis, proteins C and NS2b
were discarded as potential use in vaccine formulation due to their low antigenicity,
high instability and allergenicity. All proteins had dominant T-cell epitopes. Thus, these
results are important in the search for vaccine antigens to either make recombinant
vaccines or peptide vaccines.

KEYWORDS: Bioinformatics; Immunodominant epitopes; peptides; recombinant
proteins; Zika virus

11 INTRODUCAO

A Zika € uma enfermidade que acomete todo o planeta. Virus oriundo da floresta
de Uganda, seu isolamento ocorreu no ano de 1947 em um macaco do tipo rhesus.
Sua prevaléncia é de regides de climas quentes e Umidos como as regides tropicais.
Nos anos de 2014 e 2015, o Brasil foi acometido por uma epidemia de infecgdes por
meio do ZIKV. Foi no ano de 2015 que Garcia e Duarte (2016), alegam que o pais
declarou estado de emergéncia. O estopim dos surtos de infecgdo ocorreu na regiao
nordeste do pais e foi se alastrando para as demais regides (GARCIA; DUARTE.,
2016; OLIVEIRA et al., 2017).

O Zica Virus caracteriza-se como de RNA positivo e de cadeia simples nao
segmentada com apenas uma fita de leitura aberta cuja algumas regides ndo sao
codificaveis e um comprimento de 11 kb, responsavel pela codificacdo de uma
poliproteina (Faye et al., 2014). Seu RNA possui 807 nucleotideos e cerca de 3423
aminoacidos. A fita de RNA sofre clivagem gerando 3 proteinas estruturais e 7
proteinas nao estruturais.

Sua transmissao é majoritariamente, por meio do vetor que é o mosquito fémea
do Aedes Aegypti e o Aedes Albopictus. Outros meios de transmissao também
foram descobertos como a amamentacao, relacéo sexual, transfusdes sanguineas
e gravidez. (OLIVEIRA; VASCONCELOS, 2016; OLIVEIRA et al., 2017; LEE et al.,
2017). A presenca do virus na regido cerebral, liquido amniético e urina também
foram relatadas (GOURINAT et al., 2015).

Um fator agregado a infeccdo pelo ZIKV é a sua associacdo com anomalias e
sindromes como o a sindrome de Guillain-Barré (SGB) e de recém-nascidos com
Microcefalia (GOURINAT et al., 2015; OLIVEIRA; VASCONCELOS, 2016; OLIVEIRA
et al., 2017). Gebre, Forbes e Gebre (2016) relatam que durante a 18% semana de
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gestacdo, a Mcrocefalia é de maior evidéncia, existindo casos de surgimento de
Microcefalia ap6s o nascimento, chamada de Microcefalia secundaria. Ao se tratar
da SGB, esta vai ser definida por Oliveira et al. (2017), pelo ataque do proprio sistema
imunoldgico as células nervosas do individuo.

Os sintomas mais comuns quando aparente sao febre, dores no corpo, erupcdes
cutaneas entre outros sintomas, pois ha também casos assintomaticos. Seus
sintomas s&o considerados parecidos com a Dengue e a Chikugunya, dificultando
muitas vezes o diagnéstico correto. Com isso, o diagndstico mais preciso atualmente
€ 0 de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e a Reacdao em Cadeia em Tempo
Real (RT-PCR), dos quais vao identificar o RNA viral, responsavel pela codificacao
da poliproteina do ZIKV em um prazo de até 15 dias ap6s a infeccéo (OLIVEIRA et
al., 2017).

A presenca do ZIKV no cotidiano € devido a auséncia de uma profilaxia
a qual o principal grupo alvo de imunizagao seriam as mulheres gestantes e as
que pretendem engravidar, devido a intima relacéo entre gravidez e o ZIKV e sua
influencia no periodo gestacional. A auséncia de vacinas virais eficazes se da ao alto
grau de mutacao existente nos virus em geral. Devido a isso, ensaios in silico tém se
mostrado uma excelente ferramenta na determinagdo de potenciais antigenos para
compor formulagdes vacinais (GARG; MEHMETOGLU-GURBUZ; JOSHI, 2018).

Esse desenho vacinal € possivel por conta da imunoinformatica uma das
vertentes da bioinformatica, a qual se utiliza de softwares que podem prever a
antigenicidade de proteinas, assim como verificar a presenca de determinantes
antigénicos nessas proteinas, peptideos capazes de estimular o sistema imune
de forma mais eficaz. Os determinantes antigénicos chamados de epitopos
imunodominantes sdo regides nos antigenos com a capacidade de ligagdo com
receptores imunoldgicos celulares, em especial os que apresentam a capacidade
de ligacdo com os sitios que sdo os MHC de classe | e Il , dos quais possuem
capacidade de ativagao dos linfécitos T os ativando e os diferenciando em linfocitos
TCD4+ e TCD8+ (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015; DROPPA-ALMEIDA, 2018).

A vacinologia reversa vem sendo aplicada para o desenho de outras vacinas
como as vacinas de subunidade, as vacinas de Virus Purificado Inativado, de Virus
atenuado vivo, com RNA modificado, assim como o desenho vacinal de formula¢des
contendo particulas subvirais e de DNA (LAROCCA et al2017; TO et al2018). Diante
disso o0 objetivo do nosso trabalho foi utilizar as ferramentas de imunoinforméatica
com o objetivo de prever alvos potencialmente antigénicos para compor uma vacina
eficaz contra o Zika virus.
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2 | MATERIAL E METODOS:

2.1 Obtencao das sequéncias proteicas

Para obtencdo das proteinas constituintes, foi utilizada a plataforma que
corresponde ao Centro Nacional de Informacé&o Biotecnolégica (NCBI). Descritas na

tabela 1.
Proteinas Constituintes Codigo no NCBI  Aminoacidos
Capsideo C Estrutural YP_009227196.1 104
Envelope E Estrutural YP_009227198.1 500
Membrana M Estrutural YP_009227197.1 168
NS1 N&o estrutural ~ YP_009227199.1 352
NS2a N&o estrutural  YP_009227200.1 226
NS2b Nao estrutural  YP_009227201.1 130
NS3 N&o estrutural  YP_009227202.1 622
NS4a Nao estrutural  YP_009227203.1 127
NS4b N&o estrutural YP_009227204.1 251
NS5 RNA polimerase YP_009227205.1 903

Tabela 1. Proteinas constituintes do Zika Virus e seus respectivos codigos no Centro Nacional
de Informacao Biotecnologica (NCBI).

2.2 Caracterizacao das proteinas

2.2.1 Alergenicidade

Ocorreu por meio do uso dos programas AlgPred para a verificacdo da
alergenicidade das proteinas identificadas. Para que ocorresse a identificacao de
alergenicidade ou nao das proteinas, as cadeias peptidicas dos antigenos foram
depositadas no software, em que este analisou o grau de alergenicidade a partir
da capacidade de ativacdo das imunoglobulinas IgE, que sdo responsaveis pela
ativacdo da resposta imune (SAHA, RAGHAVA, 2006). O programa prediz a
existéncia de epitopos para o IgE, caso ndo haja epitopos, o antigeno néo apresenta
alergenicidade. Se houver, € mensurado o nivel de alergenicidade.

2.2.2 Antigenicidade

Vaxiden30 v2. 0 (http://www.ddg-pharmfac.net/vaxijen/VaxiJen/Vaxiden.html),
na analise e verificacdo do potencial antigénico. O programa utiliza primeiramente
de uma analise das propriedades fisico-quimicas das proteinas e, posteriormente
converte as cordas derivadas utilizadas na predicdo das propriedades, em vetores
uniformes a partir de covariancia cruzada e automatica. Logo, seleciona as variaveis
de maior relevancia através do algoritmo genético para assim, classificar como

Pesquisa Cientifica e Tecnol6gica em Microbiologia Capitulo 5



antigenos protetores ou nao ( ZAHARLEVA et al. ,2017).

2.2.3 Propriedades fisico-quimicas

O ProtParam (http://web.expasy.org/protparam), do qual analisou o ponto
isoelétrico (pl), indice de instabilidade, semi-vida in vitro e in vivo; e o GRAVY, do
qual disponibilizou o indice alifatico e a hidropaticidade das proteinas. O software em
questao, utiliza das sequéncias proteinas de aminoéacidos, para determinar a partir de
seus calculos as propriedades fisico-quimicas, como o percentual de afinidade com
a agua, instabilidade e outros, quando feitos os célculos, a plataforma disponibiliza
uma tabela em formato Excel ou um grafico. O programa utiliza de recursos como o
Multi-FASTA para ler as sequéncias proteicas (GARG et al., 2016).

2.3 Obtencao dos epitopos imunodominantes de células T

Para obter os epitopos das células T, foi utilizada a Base de Dados de Epitopos
Imune e Recursos de Analise (IEDB, disponivel em http://www.iedb.org). Dispondo
de trés campos, os epitopos sado previstos por meio da: ligacdo ao MHC de classes
| e Il; predicao de epitopos por meio do processamento de peptideos na célula; e
previsdo de imunogenicidade, em que € vista a capacidade do complexo peptidico na
inducao de resposta imune. No programa também & possivel prever estruturas para
Receptores de Células T (TCR) por meio de modelagem homologa. Das modalidades
ofertadas, utilizou-se da previsdo de imunogenicidade e consequentemente, da
ferramenta de desimunizacao. Esta ferramenta possibilita a identificacao de regides
(epitopos) de determinada proteina, posteriormente sugere a substituicao de alguns
aminoacidos dos quais permitem o surgimento de versdes ndo imunogénicas da
proteina em questao (IEDB, 2019).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacao das proteinas

O ZIKV é composto por 10 proteinas, as quais estao descritas natabela 1. Dentre
as 10 proteinas, temos a capsideo (C) responsavel pela formacdo do capsideo,
uma que compde o envelope (E), outra proteina precursora das glicoproteinas de
membrana (M) e sete proteinas ndo estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A,
NS4B e NS5 — RNA polimerase). (BROGUEIRA; MIRANDA, 2017; DULGHEROFF
et al., 2016; HAN et al., 2017). Ao obter a sequéncia de aminoacidos das proteinas,
foi possivel verificar o perfil de alergenicidade das proteinas usando o AlgPred, que
€ uma ferramenta que realiza a previsdo com base em seis abordagens diferentes.

Os resultados demonstram se o antigeno possui regides capazes de interagir
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com Imunoglobulinas E (IgE) (SAHA; RAGHAVA, 2006). Assim sendo, ao serem
submetidas, as dez proteinas do virus (Tabela 2), conseguiu-se obter que apenas
a proteina NS2B apresentou sitios de interacdo com imunoglobulinas E sendo
classificada dessa forma como alergénica. Neste caso, a proteina NS2B nao se
apresenta interessante para compor uma formulagao vacinal, pois o intuito da vacina
contra o ZIKV é desenvolver uma resposta TCD8+ eficaz e que nao apresente
reacOes adversas, como seria 0 caso de um possivel processo alérgico.

No intuito de verificar o potencial antigénico o Vaxiden foi usado, o qual mostrou
que as proteinas C, NS1, NS3 e NS5 apresentaram potencial antigénico inferior a
0,5, para Doytchinova e Flower (2007), o limiar minimo de antigenicidade € de 0,4.
Em contrapartida, as proteinas E, NS2A e NS4A, possuiram antigenicidade superior
a 0,6, o que pode representar uma maior ativacao da resposta imunolégica (tabela
2).

Antigenos  AlgPred Vaxiden pInacede o Indice - gpavy
Capsideo C N&ao alergénica 0,3854 12,02 Instavel 116.35 -0,119
Envelope E  N&o alergénica 0,6249 6,48 Instavel 82,44 -0,163
Membrana M N&o alergénica 0,5498 8,55  Estavel 80,90 -0,068
NS1 N&o alergénica 0,4366 6,17  Estavel 68,86 -0,553
NS2A N&o alergénica 0,6473 10,34 Estavel 132,52 0,888
NS2B Alergénica 0,5670 4,44  Estavel 103,54 0,403
NS3 N&o alergénica 0,4969 8,22 Instavel 79,50 -0,333
NS4A Nao alergénica 0,6159 5,82  Estavel 122,91 0,684
NS4B N&o alergénica 0,5569 9,10 Estavel 101,95 0,339
NS5 N&o alergénica 0,4221 867 Instavel 73,81 -0,541

Tabela 2. Caracterizacao fisico-quimica das proteinas.

Ao submeter as proteinas ao programa ProtParam, este forneceu ponto
isoelétrico (pl), € um mecanismo para a predicao do pH dos antigenos. O pl se faz
presente quando é zerada a carga total dos antigenos devido ao ponto de equilibrio
entre as cargas. Quanto aos resultados obtidos, estes mostraram-se bastante
diversificados. As proteinas NS2B, cujo pl foi de 4,44 e consequentemente o pH de
4,44, é considerado acido. Diferentemente da proteina do Capsideo com o pH de
12,02, considerando-se alcalino. As proteinas NS1, NS3 e NS4A, se assemelharam
mais ao pH neutro que é em torno de 7 (tabela 2).

O GRAVY forneceu a hidropaticidade das proteinas, das quais destacam-se
as proteinas NS2a, NS2b, NS4a e NS4b por suas caracteristicas hidrofobicas, ou
seja, incompativeis a meios aquosos. Droppa-Almeida, Franceschi, Padilha (2018),
aponta que valores positivos, simbolizam hidrofobia e valores negativos representam
hidrofilia. O ProtParamtambém indicou que as proteinas C, E, NS3 e NS5 sédo proteinas
instaveis, o que dificulta sua aplicabilidade na construcéo vacinal com as respectivas
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proteinas (Tabela 2). De acordo com o programa, este vai averiguar a capacidade
dos antigenos de se manterem estaveis frente a temperaturas diferenciadas. Para o
programa, valores superiores a 100, simbolizam uma instabilidade (PROTPARAM,
2019).

O programa ProtParam identificou também o periodo de semi-vida (Tabela 3)
das proteinas in vitro, em levedura e em contato com a Escherichia coli. Na semi-
vida in vitro, apenas a proteina C, NS2A, NS4A e NS5 apresentaram um periodo de
cerca de 30 horas, a proteina M apresentou cerca de 20 horas e as demais periodos
inferiores a 2 horas. Na levedura a maioria das proteinas apresentaram cerca de 20
horas de semi-vida, sendo que a proteina M apresentou 30 minutos e as proteinas
NS1 e NS4B apresentaram 3 minutos apenas. Quando em contato com a Escherichia
coli apenas a NS2B apresentou um periodo relevante que foi de 10 horas.

Antigenos in vitro Levedura Escherichia coli
Capsideo C 30h 20 h

Envelope E 4,4 h 20 h

Membrana M 20 h 30 min

NS1 1,1 h 3 min

NS2a 30h 20h

NS2b 1.9h 20h 1oh
NS3 1.9h 20h

NS4a 30h 20h

NS4B 1,4 h 3 min

NS5 30 h 20h

Tabela 3. Avaliagcéo da semi vida de cada proteina pelo ProtParam tool.

3.2 Obtencao dos epitopos imunodominantes

Com a sequéncia dos aminoacidos das dez proteinas o software IEDB foi
utilizado no intuito de obter epitopos imunodominantes de células T. Na tabela 4 esta
presente a quantidade de epitopos encontrados para cada uma das proteinas no
IEDB.

Pesquisa Cientifica e Tecnol6gica em Microbiologia Capitulo 5




Proteina Cédigo no NCBI

Epitopos
imunodominantes

Mediana Mediana
percentil percentil
>8.5 <8.5

Total de
Epitopos

Capsideo C YP_009227196.1

Envelope E YP_009227198.1

Membrana

M YP_009227197.1

NS1 YP_009227199.1

NS2A YP_009227200.1
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EILKVVLMAICGMN
VVLMAICGMNPIAIP
NS2B YP_009227201.1 PMAAVGLLIVSYVVS 5 0 5
FAAGAWYVYVKTGKR
IEMAGPMAAVGLLIV

RLRTVILAPTRVVAA
LPVWLAYQVASAGIT
GVYRVMTRRLLGSTQ
NIYLQDGLIASLYRP
DGERVILAGPMPVTH
RMLLDNIYLQDGLIA
VPNYNLNIMDEAHFT
MCHATFTSRLLQPIR
NS3 YP_009227202.1 HWLEARMLLDNIYLQ 15 1 16
FHTMWHVTKGAALRS
EAIKKRLRTVILAPT
FTSRLLQPIRVPNYN
QEWDFVITTDISEMG
LRGLPVRYMTTAVNV
GLSEVQLLAVPPGER
AARGYISTRVEMGEA

ACVLIVVFLLLVVLI
VVFLLLVVLIPEPEK
SAWLMWLSEIEPARI
LGIFFVLMRNKGIGK
FLLLVVLIPEPEKQR
NS4A YP_009227203.1 LGTVSLGIFFVLMRN 9 2 1
MLLGLLGTVSLGIFF
TGSRPYKAAAAQLPE
FQEAIDNLAVLMRAE
EPARIACVLIVVFLL
MGFGMVTLGASAWLM

PLTLIVAIILLVAHY
GQVLLIAVAISSAVL
VAIILLVAHYMYLIP
PASAWAIYAALTTLI
LVAHYMYLIPGLQAA
YSQLTPLTLIVAIIL
IFRGSYLAGASLIYT
IAVAISSAVLLRTAW
AIYAALTTLITPAVQ
LMMGCYSQLTPLTLI
NS4B YP_009227204.1 GALITAATSTLWEGS 16 4 20
DIDLRPASAWAIYAA
SYNNYSLMAMATQAG
MYLIPGLQAAAARAA
SLMAMATQAGVLFGM
TSLCNIFRGSYLAGA
VEKKMGQVLLIAVAI
PNKYWNSSTATSLCN
LTTLITPAVQHAVTT
YLAGASLIYTVTRNA
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WYMWLGARFLEFEAL
VVTYALNTFTNLVVQ
NLVVQLIRNMEAEEV
LNTFTNLVVQLIRNM
KYMDYLSTQVRYLGE
GSRAIWYMWLGARFL
KWKARLNQMSALEFY
RRDLRLMANAICSAV
TRQVMNIVSSWLWKE
GWSYYAATIRKVQEV
KSNIIKSVSTTSQLL
ALAVIKYTYQNKVVK
NS5 YP_009227205.1 GARFLEFEALGFLNE 22 3 25
INKVRSNAALGAIFE
IKVLCPYTSTMMETM
FAHALRFLNDMGKVR
LAKSYAQMWQLLYFH
EEPMLVQSYGWNIVR
LLYFHRRDLRLMANA
LGLQRLGYILEEMNR
LEMQDLWLLRKPEKV
AQMWAQLLYFHRRDLR
PIDDRFAHALRFLND
LNQMSALEFYSYKKS
GHRTLALAVIKYTYQ

Tabela 4. Epitopos imunodominantes de células T preditos pelo IEDB

O IEDB forneceu a quantidade e os epitopos imunodominantes de células
T, possibilitando a identificacdo dos antigenos com maior potencial de ativacao
da resposta imune adquirida. A maioria das proteinas que compdem o Zika Virus,
apresentaram uma quantidade relevante de epitopos de células T, onde a NS2A
apresentou a quantidade mais elevada (28 epitopos). Em contrapartida, temos a
NS1 que apresentou apenas 4 epitopos imunodominantes. Na tabela sao indicados
também a mediana percentil que segundo o programa as medianas acima de
8.5 séo as de carater efetivo, as que apresentam uma mediana inferior a 8.5 que
estabelecida de acordo com os bancos de dados do programa, ndo possui grande
efetividade no processo de ativagao da resposta imune (IEDB, 2019). Os antigenos
NS2A e NS5 se destacaram por terem acima da mediana cerca de 23 e 22 epitopos
respectivamente. ANS1 e NS2B também sdo destacadas por ndo expressar nenhum
epitopo com mediana inferior a 8.5 (Tabela 4).

Os epitopos imunodominantes, e sua identificacdo se torna importante para
utilizacdo como composi¢ao vacinal (OLIVA, 2012; SIRSKYJ et al, 2011). Esses
dados sdo importantes por trazerem possiveis potenciais imunoprotetores contra
a Zika. Diante desses resultados, € possivel desenvolver tanto vacinas baseadas
em proteinas recombinantes onde pode-se selecionar as que apresentaram maior
potencial antigénico e que n&o foram classificadas como alergénicas.

Ao cruzar os dados com a obtencdo de epitopos imunodominantes, pode
selecionar as proteinas que apresentaram maior quantidade de regides que podem
ser reconhecidas pelo sistema imunolégico. Com os resultados dos epitopos
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imunodominantes ainda abre-se a possibilidade de utiliza-los como vacinas
peptidicas, as quais vém apresentando resultados interessantes e promissores em
determinados virus (ADHIKARI; TAYEB; RAHMAN, 2018; CASTELLI et a./, 2013; LI
et al., 2014; YASMIN; NABI, 2016)

Vacinas que utilizam proteinas recombinantes ja sdo aplicadas a projetos que
estudam aplicacédo e desenvolvimento vacinais contra determinados virus como o
HVB e o HPV (NACIMENTO; LEITE, 2012; PANAHI et al., 2018) . Atualmente varios
trabalhos séo realizados trazendo a predicao in silico e analises de bioinforméatica
para epitopos que podem ser utilizados em projetos de possiveis vacinas que sejam
eficientes. Pesquisas realizadas com a utilizacdo de anélises a partir da bioinformatica
vém crescendo continuamente, principalmente em patdbgenos que apresentam uma
alta taxa de variabilidade como os virus. Dessa maneira, com o uso de ferramentas
torna-se possivel diminuir o tempo de desenvolvimento, tornando de baixo custo e
aumentando as chances de producao agentes profilaticos que sejam eficientes em
ativar o sistema imune. Assim sendo a vacionologia reversa permite a identificacéo
de potenciais imundgenos candidatos dentro da sequéncia genémica dos agentes
etiologicos (SIRSKYJ et al., 2011).

41 CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos até o presente momento, conclui-se que as
proteinas C e NS2b podem ser descartadas na utilizagcéo visando o desenho vacinal
para o Zika Virus, em decorréncia de suas instabilidades e pouco potencial antigénico,
assim como alergenicidade. Dentre as 10 proteinas analisadas, destacam-se as
proteinas NS1, NS2A, NS4A, NS4B e NS5, como proteinas potenciais para um
desenho vacinal eficaz. Ressaltando que demais ensaio in silico devem ser realizados
para obtencao de mais informacgdes, como por exemplo a localizagdo desses epitopos
nas proteinas e a interacédo dos mesmos com receptores imunoldgicos.
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RESUMO: A candidemia é considerada umas
das infeccbes mais graves ocorrente em
ambiente hospitalar, causada por um fungo do
género Candida sp., comumente é encontrado
na microbiota humana, porém apresenta acao
oportunista que propicia acometimentos em
pacientes imunocomprometidos. Atualmente
esta infeccao é responsavel por altos indices
de morbidade e mortalidade, representando
80% das infeccbes nosocomiais. Sendo que
o tratamento apresenta algumas dificuldades,
especificamente ao relacionar a manutencao do
paciente no hospital, os custos farmacolbgicos
€ nos casos onde apresenta resisténcia
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antifangica, tornando a terapia ainda mais dificil
e comprometendo a qualidade de vida devido a
toxicidade dos farmacos utilizado no mercado.
Foi realizada a analise epidemioldgica das
espécies de Candida sp. em amostras de
pacientes suspeitos de candidemia. A analise
epidemioldgica durante o ano de 2014 a 2018
mostrou que durante esse periodo foram
identificadas 68 hemoculturas positivas para o
fungo do género Candida. Os dados mostraram
que 42% dos pacientes eram idosos com mais
de 60 anos e 8,8% eram recém-nascidos. Além
disso algumas clinicas foram destaque sendo
os locais com maior ocorréncia de pacientes
com candidemia, a clinica médica e pronto
socorro com 51% e 14%, respectivamente.
Nossos resultados iniciais demonstram que ha
variacdo nos resultados positivos de acordo
o0 ano. Além disso, observa-se que a faixa
etaria idosa com mais de 60 anos foi a mais
susceptivel a infec¢cées sanguinea e sistémica,
sugerindo que esse acontecimento seja devido
a fatores como a deficiéncia imunoldgica e
uso de imunossupressores que propiciam o
processo de infeccéo fungica.
PALAVRAS-CHAVE: Candida,
epidemiologia.

candidemia,
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AT THE HOSPITAL OF CLINICS IN GOIANIA - GO

ABSTRACT: Candidaemia is considered one of the most serious infections occurring
in the hospital environment, caused by a fungus of the genus Candida sp., Commonly
found in human microbiota, but presents opportunistic action that provides involvement
inimmunocompromised patients. Currently this infection is responsible for high morbidity
and mortality rates, representing 80% of nosocomial infections. Since the treatment
presents some difficulties, specifically relating the maintenance of the patient in the
hospital, pharmacological costs and cases where it has antifungal resistance, making
therapy even more difficult and compromising the quality of life due to the toxicity of
drugs used in the market. The epidemiological analysis of Candida sp. in samples
from patients suspected of candidemia. The epidemiological analysis from 2014 to
2018 showed that during this period 68 positive blood cultures were identified for the
Candida genus. The data showed that 42% of the patients were older than 60 years
and 8.8% were newborns. In addition, some clinics were highlighted as the places with
the highest occurrence of patients with candidemia, the medical clinic and emergency
room with 51% and 14%, respectively. Our initial results show that there is variation
in positive results by year. In addition, it is observed that the older age group over 60
years was the most susceptible to blood and systemic infections, suggesting that this
event is due to factors such as immune deficiency and use of immunosuppressants
that promote the process of fungal infection.

KEYWORDS: Candida, candidemia, epidemiology.

11 INTRODUGCAO

As infecgbes fungicas sdo uma realidade comum no servico hospitalar,
especialmente as infeccbes causadas por leveduras do género Candida. Nesse
contexto a identificacdo dos patdgenos de todas as espécies clinicas destinadas ao
laborat6rio apresenta relevancia para esclarecer a desconfianga do clinico (PANWAR
& FAUJDAR., 2016).

Segundo Colombo et al., (2013), as infec¢cbes causadas pelo género Candida,
sdo denominadas de candidiases, e cogitadas como de interesse médico, pois
apresentam alta frequéncia nas infeccbes causadas em hospedeiros humanos.
A acado dessas leveduras € responsavel por 80% das infecbes relacionadas ao
ambiente hospitalar e casualmente acometem a via sanguinea, trato urinario e sitios
cirargicos.

As infec¢cbes encontradas no ambiente hospitalar podem ocorrer a partir de
fonte enddégena onde os pacientes adquirem o microrganismo no ambiente extra-
hospitalar, via colonizacdo propria ou através de procedimentos terapéuticos,
onde profissionais de saude veiculam esses patégenos (SANCHES et al., 1993;
ASMUNDSDOTTIR et al., 2008). Na rotina hospitalar sdo encontrados diversos
fatores que estdo associados com a mortalidade, incluindo a presenga de mecanismos
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de ventilacdo mecéanica, admissdo em unidade de terapia intensiva, procedimentos
cirurgicos, terapia de hemodialise, cateter intravascular, terapia corticosteroide
e uso de farmacos tipo a anfotericina B (wang et al. 2016). Destaca-se que as
infeccbes fungicas estdo diretamente relacionadas aos pacientes que apresentam
imunodepressao e ou imunossupressao (CHUN-FANG & MA et al., 2013; PANWAR
& FAUJDAR., 2016).

Alguns fatores contribuem para a patogénese da infecgdo, como a alta
temperatura, o pH, a osmolaridade, a presenca de oxigénio e o fornecimento de
nutrientes, além disso alguns genes atuam a favor da viruléncia desta levedura e
sobrevivéncia no ambiente (HUBE 2004; LEACH & COWEN 2013; POLVI et al.,
2015).

Entre as espécies que tem apresentado destaque no ambiente hospitalar,
a C. auris tem sendo sido encontrada colonizando diversos sitios do hospedeiro,
encontrada no sangue, regido nasal, biopsia de jejuno, secrecdo ocular, fluido
biliar, cefalorraquidiano, peritoneal, pleural, urinaria, vaginal, fragmento ésseo e em
regides da pele de pacientes assintomaticos (Lee et al. 2011; Chowdhary et al. 2013;
Borman et al. 2016; Vallabhaneni et al. 2017).

Diante a atividade invasiva e capacidade de causar infeccdo sistémica,
as unidades de saude tem utilizado de com maior frequéncia no tratamento das
candidemias e diante disso esse fungo tem apresentado resisténcia diante das trés
classes de antifungicos (Borman et al. 2016; Forsberg et al. 2018).

Alguns estudos tem relatado casos de resisténcia envolvendo os EUA e
India, observando dados de 90% de isolados resistentes ao fluconazol, 30% para
anfotericina B e 5% em equinocandinas (Chowdhary et al. 2018; Forsberg et al.
2018).

As Candidas séo fungos comesais, com caracteristica oportunista, apresenta-
se em forma de leveduras, podendo possuir brotamentos e pseudohifas, devido
ao dimorfismo observado principalmente na espécie Candida albicans (Sardi et
al 2013). Essa habilidade monstra um dos fatores de favorece a viruléncia das
leveduras, sendo que a forma unicelular € mais encontrada quando a leveduras esta
em atividade comensal e as hifas juntamente com as pseudo-hifas séo relacionadas
a capacidade invasiva (Thompson et al. 2011).
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Figura 1 - Microscopia mostrando leveduras e pseudohifas (A) e Colénias brancas caracteristica
do género Candida (B) (Aumento 400x).

A patogenicidade das leveduras do género Candida tem sido relacionada a
alguns fatores de viruléncia que contribuem para atividade invasiva, destacando a
producéo de enzimas hidroliticas (proteinase, fosfolipase e hemolisinas), além disso
esse fungo possui a capacidade de aderéncia com as células do hospedeiro e sofrer
alteracbes morfolégicas causadas por mudangas fenotipicas proveniente do efeito
switching (LIM et al., 2012).

Crescimento e

colonizacéo por Formag@o de hifa e
Candida expressao de ) _ )
>y adesinas Invaséo e liberacéo de
) iy B 5 enzimas hidroliticas

Perda integridade

Células da célula epitelial

epiteliais

Proteinases

Figura 2 - Etapas da patogénese do género Candida sp.
Fonte: (Adaptado de HOFS et al. 2016).

A capacidade das leveduras formar biofilme esta envolvida no estabelecimento
da infeccdo, sendo que o biofilme s&o aglomerados microbianos organizados em
uma matriz polissacaridica, responsavel por contribuir para resisténcia antifungica,
devido a limitacdo da interagdo farmaco com fungo e sobrevivéncia em ambiente
hostil para as leveduras (MARTINEZ & FRIES 2010; FINKEL & MITCHELL 2011;
SENEVIRATNE et al. 2016).

O género Candida também utiliza as enzimas hidroliticas para desempenhar
atividade de lesao tecidual, favorecendo a manutencao da candidiase e sobrevivéncia
do fungo. Diante disso as enzimas a exemplo da fosfolipase atua sobre moléculas
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de fosfolipideos contidos na membrana plasmatica das células do hospedeiro,
a proteinase apresenta atividade litica em ligagcdes peptidicas das proteinas
principalmente da superficie celular e assim favorecendo a patogénese fungica
(SILVA et al. 2011).

As hemolisinas sdo fundamentais para a instalacdo dos sintomas, sendo que
possui capacidade de causar a lise das hemacias, consequentemente ocorre a
liberac&o de ferro que &€ um elemento essencial para a implementagao da infecgao
(KUMAR et al. 2009).

As manifestacdes clinicas do paciente acometido pela infeccdo causada pela
levedura sao inespecificas, a partir da relagdo com outros microrganismos, porém
sao observados sintomas observados em pacientes hospitalizados a manifestacao
de febre, hipotensédo, taquicardia, calafrios, endocardite, endoftalmite, peritonite,
lesbes cutaneas em diversos locais do corpo (COLOMBO et al., 2006; GOMEZ et
al., 2010).

Odiagnéstico precoce dasinfecgcbesinvasivas € fundamental paraum tratamento
eficiente, sendo que 50% dos casos de candidemias ndao sao detectados, mas
apresentam suspeitas clinicas. Essas infeccoes tém apresentado destaque devido
as altas taxas de morbidade e mortalidade no ambiente hospitalar (EGGIMANN et
al., 2003; NOVAK & PLESKO 2016).

O método para diagnostico é a detec¢cdo da Candida na corrente sanguinea € a
hemocultura, sendo que este isolamento apresenta 100% de especificidade (CAREY
et al., 2008). Existe outros testes que auxiliam na identificacdo do microrganismo,
neste caso os métodos moleculares como a PCR possuem a sensibilidade de 100%
e especificidade 97% sendo que no periodo de 24 a 48 horas é possivel obter um
resultado conclusivo (CERIKCIOGLU et al., 2010; NGUYEN et al., 2012).

Alternativas como a detec¢ao das moléculas de B-D-glucana que esta constituida
na parede celular das leveduras, podendo ser identificadas no soro do paciente em
momentos de infeccdo ascendente (POSTERARO et al., 2011).

No entanto os testes soroldgicos tipo a pesquisa de antigeno manana e anti-
manana possuem maior agilidade no diagnostico pois apresentam menor tempo de
identificacdo, sendo que o tempo é fundamental para a eficacia da terapéutica e
sobrevivéncia do paciente (MIKULSKA et al., 2010; TAUR et al., 2010).

Atualmente o servigo de saude utiliza trés tipos de medicamentos antifungicos
para o tratamento das infeccbes causadas pelo género Candida, entre esses 0s
derivados azélicos é o mais utilizado, seguido dos poliénicos e equinocandinas
(DELATTIN et al., 2014).

O grupo dos derivados azélicos € formado por alguns antifungicos como
o fluconazol (FLC), itraconazol de primeira geracdo e voriconazol, pozaconazol
representando a segunda geragao, além de varios outros, cujo mecanismo de a¢ao
€ alteracdo da biossintese do ergosterol, componente estrutural da membrana
celular da Candida. Através de uma acao fungistatica, que inibe a enzima lanosterol
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14-a-demetilase ocorre o comprometimento da formagao desta estrutura devido ao
acumulo de lanosterol e reducéo do ergosterol, resultando em uma membrana celular
incompleta e ineficiente (GIAVINI & MENEGOLA 2010; FERREIRA et al., 2013).

Membrana g - f}%ﬁo g
il SR 464141 414141
Candida sp. w g&ﬁiiiiiiiiéig ﬁu

Lanosterol —= Ergosterol

14 - a - demetilase
X

Derivados __ Citocromo P 450
azolicos

Figura 3 - Mecanismo de acao dos derivados azélicos na enzima 14-a-demetilase, inibindo a
demetilacdo do lanosterol em ergosterol e formando esterdis toxicos na membrana.

Fonte: (Adaptado Xie et al, 2014).

Os agentes poliénicos sao representados pelos farmacos anfotericina B (AmB)
e nistatina, essa classe possui mecanismo de acéo direto na permeabilidade da
membrana plasmatica fungica, causando a formagao de poros através da agédo no
ergosterol, que é um esteroide constituinte da membrana celular. Esta alteracéao
causa um comprometimento estrutural da célula, devido o escape de nutrientes como
ions e metabolitos, resultando na morte da levedura (BRAJTBURG et al., 1990).
Além disso a acao deste antifungico pode causar em estresse oxidativo, atravées da
formacao de espécies reativas de oxigénio como superéxido, peroxido de hidrogénio
e radicais hidroxila que favorecem a oxidagado da membrana lipidica do fungo (LAMY-
FREUND et al., 1985).

Complexo
Ergosterol poliénico-ergosterol

a b

Membrana celular 3
da Candida sp.

Formacéo do poro

Figura 4 - Mecanismo de acao dos poliénicos, mostrando membrana celular integra (a)
e a formacgéo do poro ap0s interagcdo com o ergosterol, resultando no desequilibrio da
permeabilidade celular (b).

Fonte: (Adaptado Xie et al, 2014).
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Os farmacos representantes das equinocandinas, as caspofungina, micafungina
e anidulafungina, sdo medicamentos exclusivos para administracdo parenteral e
possuidores de mecanismo de acdo como inibidores da parede celular NUCCI et al.,
2013). A acao desta classe esta diretamente relacionada a interagdo com a proteina
FKS que resulta na inibicdo da sua atividade, causando mudancgas funcionais
nos genes FKS1, FKS2 e FKS3 que estédo envolvidos na sintese da enzima 1,3-8
-D-glucana sintases que auxilia na formacéo do polissacarideo 1,3-8 -D-glucana,
constituinte da parede celular do fungo (KATIVAR et al., 2006).

(1,3)-p-D-glucano sintase Equinocandinas
[Estresse da parede celular]

Figura 5 - Mecanismo de agéo das equinocandinas na enzima 1,3 — 3 D — glucano sintase,
causando a destruicdo da parede celular.

Fonte: Adaptado de (Xie et al. 2014).

Mesmo com o avancgo das terapias e diversidade dos antifungicos existentes, sao
as altas taxas de mortalidade relacionadas as infec¢des fungicas invasivas, atingindo
indices maiores que 50% dos casos que elevam a importancia da necessidade de
buscar alternativas para solucionar este problema (BROWN et al., 2012).

Os casos de candidiase tém evidenciado mudancgas no perfil dos casos de
infeccdes relacionadas a leveduras do género Candida, sendo que tem demonstrado
que a espécie como Candida albicans esta mais relacionada a candidemia, além
disso apresentam resisténcia a farmacos, como fluconazol, equinocandinas e
anfotericina B (QUINDOS 2014). Na América Latina, especialmente no Brasil, os
estudos demonstram que em cada 1000 internacdes realizadas em hospitais 1,38
dos casos estdo relacionados a candidemia, além disso as infec¢des podem ser
causadas pela acdo de espécies como: Candida tropicalis, Candida parapsilosis e
Candida Glabrata, (NUCCI et al., 2013).

Devido a diversidade de patbgenos causadores de infecgcbes nosocomiais, 0s
microbiologistas devem familiarizar em prol da identificacéo correta de cada espécie,
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a fim de propiciar um prognostico e terapia eficaz (PFALLER & DIEKEMAA 2010).

Neste estudo os dados sociodemograficos determinantes para caracterizar a
presenca de infec¢des por Candida no hospital, foram analisadas estatisticamente
com intuito de esclarecer a presenca de candidemias e candidiase sistémica em
cada clinica analisada e esclarecer a relevancia deste quadro infeccioso para a
rotina hospitalar.

No Brasil os hospitais demonstram numeros expressivos, quando relacionada a
candidemia com risco de Obito, principalmente se a infeccéo estiver associada com
outras doencas de base, por isso € relevante destacar a execucao correta e rapida
na identificacdo das espécies para auxiliar o tratamento adequado. Deste modo
analisamos aqui a prevaléncia das espécies de Candida em pacientes diagnosticados
com candidemia em cada clinica do hospital.

2 | MATERIAIS E METODOS

2.1 Tipo de estudo

Este trabalho representa um estudo epidemiolégico quantitativo de carater
descritivo.

2.2 Local do estudo

Pacientes adultos atendidos no Hospital das Clinicas em Goiania, estando
submetidos a internacdo nas clinicas médica, cirurgica, ortopédica, maternidade,
pronto socorro adulto, tropical, unidade de terapia intensiva médica e cirurgica, no
periodo de janeiro a novembro de 2019.

2.3 Desenvolvimento do estudo e coleta de dados

Seréo analisados todos os dados de pacientes internados em todos as clinicas
que obtiveram solicitacdo médica para coleta de hemocultura e com suspeita de
infeccéo por leveduras do género Candia sp. via corrente sanguinea.

2.4 Desenvolvimento do estudo e coleta de dados

A pesquisa e aquisicao dos dados epidemiolégicos relacionados a hemoculturas
dos anos de 2014 e 2015 foi realizada a partir do sistema de informatizacéao
laboratorial o software Laudos (Brasil), esse sistema contém armazenado todos os
dados relacionados a coleta, amostras, dados do paciente e resultados. Também foi
utilizado o software SCIH (Brasil) para localizagdo a origem do paciente que utiliza o
sistema internacao do hospital das clinicas da UFG.
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2.5 Analise estatistica

Também sera utilizado o software Graph Prism versao 5.01 (San Diego, CA,
EUA), expressos em média e desvio padrdo. Os valores obtidos em cada grupo
serao analisados pelos testes de analise de variancia ANOVA (dados paramétricos),
Mann-Whitney (ndo paramétricos) e pds teste o Tukey. As analises considerarao
como parametro de resultados significativos o p<0,05.

2.6 Aspectos éticos

Os resultados aqui apresentados fazem parte de um projeto guarda-chuva o
qual foi submetido na Plataforma Brasil para avaliagdo da Comissdo de Etica em
Pesquisa do Hospital das Clinicas/UFG, CEP/HC/UFG, a fim de avaliar aspectos
éticos do estudo envolvendo humanos. O parecer favoravel possui numero 3.420.627,
CAAE: 06071919.9.0000.5078.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados epidemioldgicos foram adquiridos no sistema informatizado Laudos
localizado no laboratério de analises clinicas do HC, onde sé&o depositadas todas as
informacdes sobre a identificacdo microbiol6gica da se¢cao de microbiologia, além
disso sao anexados alguns dados sobre a internacao dos pacientes.

Neste contexto, esse trabalho analisa as diversas espécies do género Candida,
suspeitas de candidemia ou candidiase sistémica identificadas por metodologias da
rotina laboratorial como: as técnicas de cultura, fenotipagem, microscopia e sistema
de automatizagao.

3.1 Hemoculturas positivas em 2014

Os dados para o ano 2014 mostraram que houve identificacdo de 11 amostras
de hemoculturas contendo o fungo do género Candida, sendo que a espécie mais
encontrada foi a C. albicans correspondendo a 72,7% dos achados.

Além disso quanto a faixa etaria dos pacientes que apresentaram infeccao pelo
género Candida observamos que em recém-nascidos abaixo de 1 ano foi de 45,4%,
enquanto que para idosos acima de 60 anos foi de 36,3% das amostras positivas
(Tabela 1).
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n° | Sexo Idade Espécies Coleta ir:_tz(::zlgéeo Cidade Bairro

1 F 19 C. albicans | 21/02/2014 Pronto socorro | ltumbiara-Go Bairro Social

2| W™ 20 C. krusei | 06/04/2014 | Hemodidlise Aggir éer?i':_""G%e Vera Cruz

3| W™ 63 | C.albicans | 15/04/2014 UTI médica Aggir éerfi':_aadoe Vera Cruz

4 F 61 C. albicans | 26/05/2014 Clinica médica Jatai-Go Santa Maria
Séo Miguel

5 F <1 C. albicans 28/05/2014 Pronto socorro | do Araguaia- Vila Martins

Go

6 F 61 C. albicans | 01/06/2014 Clinica médica Jatai-Go Santa Maria

7 F 61 C. albicans 04/06/2014 Clinica médica Jatai-Go Santa Maria

8 F <1 C. krusei 18/06/2014 Pronto socorro Goiania-Go Vila Concordia

9 F <1 C. albicans 22/06/2014 Pronto socorro Trindade-Go Vila Boa

10 F <1 C. albicans 25/06/2014 Pronto socorro Trindade-Go Vila Boa

11 F <1 C. krusei 25/06/2014 Pronto socorro Goiania-Go Vila Concordia

Tabela 1: Dados relacionados a identificagéo das leveduras do género Candida no ano de 2014
no Hospital das Clinicas.

Estudos realizados por Corcione et al. 2019, durante 2013 a 2016 demonstraram

que casos de candidemia presente em 17,2% dos casos nosocomiais, além disso

pode estar relacionada a infecgdes conjuntas especialmente com Clostridium

difficile, Escherichia coli e klebiesa Pneumeumoniae. Destacando que a espécie

mais evidente foi a C. albicans com 54% dos isolados.
Os resultados do ano de 2014 indicaram casos de hemocultura positiva de

internados residentes no estado de Goias, sendo que 27% dos resultados positivos

eram de pacientes da cidade de Jatai - GO. Além disso foi observado que 81% dos

pacientes eram do sexo feminino.

Diante das informacdes analisadas, as amostras positivas foram encontradas

em diversas clinicas, entre essas a mais evidente foi o pronto socorro com 55%

apresentavam o fungo (Figura 6).
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Localizagcao das amostras positivas em
2014

hemodialise
9%

Clinica médica
27%

Pronto socorro
55%

UTI medica
9%

® Pronto socorro ® UTl médica = Clinica médica  w hemodialise

Figura 6 - Perfil das amostras coletadas no Hospital das Clinicas de Goiania — GO, contendo o
fungo do género Candida em 2014.

Sriphannam et al. 2019 também analisaram um total de 84 isolados do género
candida a partir de hemoculturas proveniente de infeccdo nosocomial, identificando
44 1% para C. albicans, C. tropicalis (35.7%), C. parapsilosis (9,5%), C. glabrata
(7.1%) e C. guilhermondii (3,6%), também constataram que C. albicans foi 100%
susceptivel aos antifungicos fluconazol e anfotericina B.

Estudos realizados em um hospital portugués entre 2016 e 2017 relatram 117
casos de candidiase relacionada a infecgdo via corrente sanguinea associada a
gravidades que ao paciente, as neoplasias, imunossupresséo e procedimentos com
utilizacao de cateter endovenoso. Diante disso as analises laboratoriais identificaram
algumas espécies de leveduras relacionada as espécies C. albicans (51,3%), C.
glabrata (22,2%), C. parapsilosis (15,4%), C. tropicalis 4,3%) e C. lusitaniae (2,6%)
(Pinto-Magalhaes et al. 2019).

3.2 Hemoculturas positivas em 2015

Em 2015 ocorreu uma reducé&o no numero de amostras positivas (6), porém os
achados para C. albicans ainda prevaleceu como o0 mais encontrado, correspondendo
a 66,6% das amostras. Diante disso, 83,3% dos pacientes com infecgao via corrente
sanguinea pelo fungo tinha idade superior a 60 anos (Tabela 2).
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n° | Sexo | Idade Espécies Coleta . . d? Cidade Bairro
internacao

1 F 70 C. albicans 05/02/2015 UTI médica Goiania-go | Leste Universitario

2 F 70 C. albicans 05/02/2015 UTI médica Goiania-go | Leste Universitario

3 M 4 C. parapsilosis | 25/02/2015 Pediatria Goiéania-go Nova América

a| M | 77 | C abicans | 17/03/2015 |Clinica médica| So0 Miguel Meia Ponte
Araguaia-Go

5 M 66 C. glabrata 18/03/2015 | Clinica médica | Goiania-go Jardim da Luz

6| M | 76 C. albicans | 08/10/2015 | UTImédica | Senador Rio Araguaia
Canedo-Go
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Tabela 2: Dados relacionados a identificacéo das leveduras do género Candida no ano de 2015
no Hospital das Clinicas.

De acordo com os dados levantados, os internados com hemocultura positiva
eram do estado de Goias, além disso, 66% dos pedidos desse exame foi dos
pacientes de Goiania. Também foi mostrado que 67% das amostras contendo o
fungo era proveniente de pacientes do sexo masculino.

Lin et al. 2018 mostraram, em seu estudo com 166 pacientes submetidos a
internac@o hospitalar e alguns (42,8%) diagnosticados com céancer, a presenga do
fungos na corrente sanguinea, onde identificaram a presenca da espécie C. albicans
em 42,8% das amostras, acompanhada da C. parapsilosis (24,1%), C. tropicalis
(22,8%) e C. glabrata em (14,5%).

Os dados encontrados em 2015 mostram que as amostras positivas encontradas
em pacientes internados nas UTI médica e clinica médica corresponderam a 33%
para cada clinica (Figura 7).

Localizacao das amostras positivas em
2015

UTI médica
17%

UTI médica
33%

Clinica medica
33%

Pediatria
17%

u Clinica médica

n UTI médica

» Pediatria

= UTI médica

Figura 7 - Perfil das amostras coletadas no Hospital das Clinicas de Goiania — GO, contendo o
fungo do género Candida em 2015.
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Andlises realizadas em amostras (169) de hemocultura em pacientes
diagnosticados com candidemia e caracterizando na maioria dos resultados,
identificacéo da espécie C. albicans com 50,9% como uma das responsaveis pela
mortalidade da infeccao pelas leveduras do género Candida, outras espécies também
foram encontradas a C. tropicalis (19,6%), C. parapsilosis (17,2%) e C. glabrata
(9,2%) (Wang et al. 2016).

41 CONCLUSOES

Aandlise epidemioldgica durante o periodo identificou 17 hemoculturas positivas
para o fungo do género Candida. Os dados mostraram houve maior prevaléncia em
idosos com mais de 60 anos e recém-nascidos. Algumas clinicas foram destaque
para pacientes com cultura positiva para candidemia, dentre elas a clinica médica e
pronto socorro.

A prestacédo do servico de saude para os pacientes do estado de Goias foi o
mais observado, especialmente para cidade de Goiania que se destacou como a
origem da maioria dos exames de hemocultura positiva.

Durante esse periodo o laboratorio de andlises clinicas identificou diversas
espécies de Candida, destacando-se a C. albicans, seguido pela C. parapsilosis
e C. tropicalis. Outras espécies também foram encontradas, porém os valores sao
pouco expressivos.

O trabalho demonstra a importancia de estudos minuciosos relacionados as
micoses oportunistas. Novos estudos desenvolvidos pelo nosso grupo de pesquisa
tem sido realizados no intuito de esclarecer ainda mais a epidemiologia das micoses
nos anos mais recentes e na identificacdao/ analise de resisténcia das espécies
isoladas no Hospital das Clinicas de Goiania — GO.
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ABSTRACT: Environmental pollution by
toxic metals began due to the accelerated
development of industrial activities through the
irregular disposal of waste generated by activities
processes,

chemical industries, agriculture and also by

such as mining, metallurgical
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contaminated effluents. This pollution can affect
human and other animal health through the
accumulation of toxic metals in water, sediment
and soil. Microorganism bioremediation stands
out as a tool for the decontamination of toxic
metal environments. The use of biosorption
or bioaccumulating bacteria has gained much
attention from researchers because of their
potential to provide an effective and cost-
effective means for the remediation of toxic
metals. Therefore, the use of bacteria with
proven remediation potential and survivability
in the contaminated environment is of utmost
importance for successful bioremediation.
The objective of this project is to identify the
biosorption capacity of toxic metals by bacteria
of the genus Enterococcus sp isolated from the
aquatic environment, by the analysis of toxic
metal resistance by the Gradient Plate technique,
following the maximum concentrations required
by CONAMA Resolution 357/2005. The results
showed that 93% of the isolates showed growth
for zinc metal; 97.2% for copper and 98.6% for
lead. These results reveal that the Enterococcus
bacteria analyzed have resistance to the tested
toxic metals characterizing a potential for
bioremediation, considering that many bacteria
found naturally in the environment may be
closely related to the bioremediation process
reducing the toxicity of the metals.
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INTRODUCTION

Bacteria of the genus Enterococcus are Gram-positive cocci that are arranged
in pairs or short chains. They are facultative anaerobes and their growth can occur
at different temperatures (10 to 45°C) and in high salt concentrations. They are often
found in the gastrointestinal tract of humans in high concentrations in human and
animal feces. They are opportunistic pathogens that cause thousands of infections,
which pose great risks to human health. (AHMED et al, 2012; BOEHM, SASSOUBRE,
2014).

Kimiran-Erdem et al. (2006) described that a characteristic of these
microorganisms is their resistance to physical and chemical stress, such as the
presence of antibiotics and toxic metals, unlike other fecal bacteria that are found in
the environment. Microorganisms have developed metal resistance and detoxification
mechanisms for their survival due to the presence of toxic metals in the environment.
Microbial resistance to metals can be divided into three categories: intrinsic resistance
mechanisms (which do not require metal stress, resistance mechanisms that require
metal stress, and resistance mechanisms that depend on the type of metal and its
activation. Resistance determinants are encoded on the chromosome, but some can
be encoded on mobile genetic elements such as plasmids and transposons (ROANE,
et al., 2009).

Anthropogenic activities involving mining, improper waste disposal, effluents
containing metals, application of pesticides and fertilizers in abundance, industries
(metallurgical, batteries, chemicals, etc.) are the main causes of environmental
pollution by toxic metals. Although metals are natural constituents of the earth and
some of them are essential to the life of organisms, excess can have harmful effects
on human health (Table 1) (KANG et al., 2016; KAR et al., 2008; MORAIS et al. ,
2012; NAIK, DUBEY, 2013).

Conventional methods for removing toxic metals from the environment include
precipitation, flocculation and filter membranes, but are costly processes. New
technologies have been developed to reduce or recover environmental contamination
by toxic metals, such as bioremediation by microorganisms. This process includes
the degradation of the pollutant by biochemical reactions (HALTTUNEN, et al., 2006;
PEREIRA and FREITAS, 2006).
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Heavy

Metals Main polluting sources Harm to human health

Mining, Pesticide Production, Chemical
Cooper Industries, Pipe Corrosion, Household Anemia, Stomach and intestinal irritation,

(Cu) Sewage, Algaecides, Fungicides and Liver and kidney damage and Poisoning.
Metal Refining.

Mental retardation in children,

Pesticides, fumes, automotive Encephalopathy, Congenital paralysis,

Lead emissions, mining, coal burning,
o . Neuronal deafness, Nervous system
(Pb) painting, industrial effluents and . . . .
damage, Gastrointestinal, liver and kidney
tobacco. .
damage, and Epilepsy.
Industrial Effluents, Aluminum & Steel
Chrome

Production, Inks, Explosive Pigments Allergies, Cancer and Poisoning.

(Cn) and Photography.

Zinc Refineries, Mining, Waste Incineration

(Zn) and Metal Coatings Respiratory, Gastric and Cardiac Changes

Table 1: Heavy metals, their main polluting sources and their effect on human health.
adapted from Singh et al. (2011), Nies (1999) e Biondo (2008)

Bacteria are capable of remediating metal contaminated environments, including
aquatic environments, sediment and soil. In soils and sediments such remediation
may occur in situ or ex situ through metal oxidation or leaching, such as acid and
sulfate production and volatilization. Bacteria utilize immobilization strategies including
metal sequestration due to the ability of some intracellular or extracellular complex
metal bacteria. Another way of immobilization is to create an anaerobic reduction or
condition in the environment that results in the reduction or precipitation of the metal.
In aquatic environments, the most common way of toxic metal bioremediation may be
by the formation of microbial biofilm (ROANE, et al., 2009).

Bacteria adapt to toxic metals through a variety of resistance systems, mediated
by chromosomes, transposon and plasmids. Some mechanisms of bacterial resistance
to metals are: permeable barrier exclusion, intra- and extracellular sequestration,
active transport or efflux pumps, and reduced sensitivity of cellular targets to metallic
ions (Figure 1) (BRUINS, et.al, 2000).
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Figure 1 - Representative scheme of the main mechanisms of tolerance in bacteria; M +: toxic
metal; X: Cell constituents that interact with metals.

Adapted from www.esb.ucp.pt/en/projects.

The exclusion mechanism impermeable barrier associated with changes in the
cell wall and membrane. This mechanism is characterized as an attempt by the body
to protect essential cellular components that are sensitive to metals (BRUINS, et.al,
2000).

Biosorption is a type of toxic metal bioremediation that can occur through the
physicochemical interaction between the metal and the constituents of the membrane
or cell wall of microorganisms, providing an alternative for treatment and recovery of
contaminated areas (OISHI, 2014).

Some factors influence the biosorption mechanism of metals, such as biomass
(living cells or non-living cells), types of biomaterials, chemical properties of metal
solutions and environmental conditions such as pH and temperature. The metals
biosorption process in living cells occurs into two procedures. The first is through
the adsorption of metal ions on the surface of cells, before the metal ions adhere
to the cell membrane or the cytoplasm adhere to cell wall containing a variety of
polysaccharides and proteins which provide local assets that make ionic bonds. The
second step, the metal ions penetrate the cell membrane and enter into the cells. The
mechanisms involved in biosorption are coordination, complexation, ion exchange,
physical adsorption and microprecipitation inorganic (Das et al., 2007).

The use of bacteria with proven remediation potential and survivability in
the contaminated environment provides an alternative for treatment and recovery
of contaminated areas. The present study aims to analyze the possible ability of
Enterococcus bacteria to carry out biosorption of toxic metals, due to their survival
characteristics in extreme environments.
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OBJECTIVE OF PROJECT

This work aims to evaluate the resistance of Enterococcus sp. isolated from the
aquatic environment to toxic metals (lead, copper, chrome and zinc) with potential for
bioremediation.

METHODOLOGY

Study area

The municipality of Apucarana is located in the north central region of the state
of Parana. According to the Brazilian Institute of Geography and Statistics (2014),
this municipality has an area of 558,389 km2, BORDERING the municipalities of
Arapongas, California, Cambira, Londrina, Mandaguari, Marilandia do Sul, Novo
Itacolomi, Rio Bom and Sabaudia. The municipality still covers in its territory the
districts of Correia de Freitas, Pirap6, Sdo Pedro and Vila Reis.

The region has several rivers, streams and lakes used by the population for
leisure and supply system (Figure 2). The studies concentrated on the Ivai rivers
(Corrego do Jaboti); Pirap6 and Rio Bom (Ribeirdo Biguacu), because they cover
the urban and rural areas.
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Figure 2 - Hydrographic map of the municipality of Apucarana / Parana - Brazil. Source: Portal of

the Apucarana City Hall, 2015
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CHARACTERIZATION OF COLLECTION PLACES

Cérrego Jaboti - Santo Expedito Echologic Park

The Jaboti stream (Santo Expedito Ecological Park) rises near the Cristo Rei
Cemetery, leading to Jaboti Lake. At the stream site, Apucarana City Hall installed
Parque Santo Expedito, which is characterized by religious tourism. Jaboti stream
follows a valley bordered on its left bank by an agricultural area, and a partially
urbanized area on its right bank.

The park has a playground, square, ecumenical chapel, stage, grotto with the
image of Santo Expedito, gazebo with the image of Jesus Christ, sand soccer field,
parking, water spout approximately 5m from the source of the stream. Jaboti, one
of the spouts being the point of study (Figure 3); and due to this short distance
it is considered as spring. The park also has natural water pools (PORTAL OF
APUCARANA MUNICIPAL PREFECTURE, 2015).
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Figure 3 - Location of the collection point (Jaboti stream) (A) and stream overview (B). The red
dot indicates the location of the Jaboti stream at the coordinates 23°34°3.83”S / 51°27°46.7'W,
altitude 773m.

Source: Google Earth.

Jaboti Lake

Three points were chosen for collection in Lake Jaboti, named points A, B
and C (Figure 4). The Jaboti Park has afforestation and infrastructure, as well as
a playground, outdoor gym, events room, toilets, snack bars, hiking trail, bike path,
public telephone, watercraft, known as “pedal boat”, and fishing is allowed in this
area. local, all to attract visitors to the area; in addition to the Apucarana Cultural
and Sports Association (ACEA), this entire area being limited by Avenida Jaboti.A
barragem para formacao do lago foi construida na bacia do ribeirdo Barra Nova, com
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altura de 23m, comprimento de crista de 16m e largura da base de 155m. O local de
vazéo da barragem esta situado na porcéo sul do lago (PORTAL DA PREFEITURA
MUNICIPAL DE APUCARANA, 2015).
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Figure 4 - Location and overview of collection points on Jaboti Lake. (A) at coordinates
23°34’9.95 “ (S) / 51°28’25.54”W; altitude 742m. (B) at coordinates 23 ° 34’2.36 S /51 ° 28
‘31.2 ” W; altitude 742m. (C) at coordinates 23°33°'52.92”S / 51°28'25.81”W; altitude 742m.

Source: Google Earth Adaptation.

Barreiro dam - redemption park

The supply of Apucarana is made through the Pirap6 River, and surface springs,
such as Caviuna stream, as well as Serra Geral aquifer wells. Redemption Park
(Figure 5) is a religious theme park; The same is the revitalization of the degraded
permanent preservation area on the banks of the Barreiro dam, belonging to the
Pirapo river basin, which supplies Apucarana as previously mentioned, as well as the
region. The park was established with the objective of revitalizing the surroundings
of the old “dump” of the study city, as well as the recovery of the upper course of the
Pirap6 River.
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Figure 5 - Location of the collection point (Barreiro dam) (A) and overview of the repression (B).
The red dot indicates the location of the dam at coordinates 23°31°13.97”S / 51°29'22.32”W,
altitude 631m.

Source: Google Earth Adaptation.

Ribeirao biguacu - park of the bible

Ribeirdo Biguacu (Bible Park) is another collection point (Figure 6), and it is one
of the tourist elements of Apucarana that attracts people from other cities to visit it,
not only being restricted to the local population (TORRES, 2013). According to Faria
and Faria (2006), the Biguacgu river basin belonging entirely to the municipality of
Apucarana - PR, being one of the tributaries of the Bom river.

The Biguacu Valley was channeled through the erosion control program, as one
of the streets that give access to the current Park (Jodo Antonio Braga Cortes Street),
on the outskirts of the “Country Club”, was taken by a huge erosion; and this situation
caused great inconvenience to the residents of the region, because people had to
change the route until they reached the other side of the city (FERREIRA, 2006).

In the surroundings of the Biguagu stream there is a region that is divided into
two parks, the Sdo Francisco de Assis Park and the Bible Park. These are religious
themed environmental parks and have urban afforestation and landscaping, a
fountain, trash cans, a hiking trail, a water mirror, benches, lamps and a locker room.

Parque Begusgy
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Figure 6 - Location of the collection point (Biguagu stream) (A) and general view of the stream
(B). The red dot indicates the location of the stream at the coordinates 23°33’31.54”S /




51°27°10.57”W; altitude 778m.
Source: Google Earth Adaptation.

SAMPLE COLLECTION

One hundred twenty water samples were collected in the months of October and
November 2014 and February and March 2015, predetermined in the previous items,
according to occupation and use by the population. Water collection was carried out
in polyethylene terephthalate bottles pretreated with 0.1% Tween 80 solution. After
collection, the samples were packed in an isothermal box containing ice and sent to
the UTFPR Microbiology Laboratory - Londrina campus.

QUANTIFICATION AND IDENTIFICATION OF ENTEROCOCCUS SP.

The densities of Enterococcus sp. were determined based on the filter membrane
technique. To this end, 100 mL of water was filtered through a nitrocellulose membrane
with 0.45 ym porosity and 47mm diameter (SARTORIUS STEDIM BIOTECH®). The
membranes were deposited on the surface of the kanamycin esculin azide agar (KEA)
culture medium (HIMEDIA) and incubated at 37 ° C for 24 / 48h.

The bacterial isolates were submitted to phenotypic identification tests:
observation of the morphotintorial characteristics by Gram staining and catalase
enzyme production, following protocol described by Facklam et al. (1999). Catalase
enzyme production was verified by depositing a drop of hydrogen peroxide (3% v /v
H,O,) on the bacterial suspension. The absence of bubble formation is indicative of
negative reaction, characteristic of Enterococcus sp.

TOXIC METAL CONCENTRATIONS

Metal concentrations were defined according to CONAMA Resolution 357 of
March 17, 2015, in its Art. 5 which classifies the bodies of water used for recreation
and leisure between classes Ill and IV. Table 2 below shows the concentrations
allowed by CONAMA Resolution 357/2005.

The solutions were prepared with sterile ultrapure water and filtered with 0.22
pm porosity disposable membranes and stored under refrigeration.

Lead Cooper | Zinc Chrome
Toxic metal (Pb(NO;),) | (CuS0O,) | (ZnSO,) | (K,Cr,0,)
concentrations (mg/L) | 0,033 0,013 5 0,05

Table 2 - Toxic metal concentrations allowed by CONAMA Resolution 357/2005
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GRADIENT PLATE TECHNIQUE

The gradient plate technique was used for initial tests to verify the possible
resistance of the isolates to metals. According to Szybalski and Bryson (1952), this
method evaluates the reduction in the amount of metals required for the experiment.

To assemble the plate, two layers of agar medium were used. The first lower
layer is composed of 10 mL of Muller Hilton agar medium and is slanted gel (Figure
7A). The upper layer was composed of 20 mL of Muller Hilton agar plus metal solutions
with the minimum concentrations required by the legislation described in Table 1,
thus forming a metal concentration gradient (Figure 7B).

After mounting the plate, the isolates were inoculated in horizontal lines from
the least concentrated to the most concentrated (Figure 7C).

Subsequently, bacterial isolates that presented resistance were inoculated in
concentrations 10 to 40 thousand times higher than recommended by Conama.

~~" Concentragio de metal

Figure 7 - Toxic metal gradient plate (A and B); C Representation of the inoculum lines on the
gradient plate

RESULTS AND DISCUSSION

Characteristic colonies of Enterococcus sp. on KEA agar, they are black in color
due to the hydrolysis of esculin in dextrose and esculetin, which reacts with ferric
citrate producing a brownish black precipitate (Figure 8A). A total of 327 presumptive




Enterococcus sp. were obtained from the 120 water samples analyzed. Seventy-six
(23.24%) isolates had phenotypic characteristics of Gram staining and Enterococcus
sp. Catalase test (Figure 8).

Figure 8 - Characteristic colonies of Enterococcus sp. using KEA culture medium (A); followed
by Gram staining (Gram positive cocci) (B) and catalase test (C).

Several studies show that there is prevalence of E. faecalis and E. faecium
in water samples (FERGUSON et al., 2013; YAMANAKA, 2011). However, in the
present study, these were not the prevalent species, showing the genetic diversity
among the isolates in the environment, depending on the geographical location.

The presence of enterococci in environmental samples has been considered
an indicator of recent fecal contamination (a few days or weeks) complementary to
thermotolerant coliforms. This microorganism originates from both animal feces and
human fecal origin, and the main counts of enterococci are the quality assessments
of water sources and bodies (FALAVINHA; DEGENHARDT, 2014).

Due to the fact that enterococci do not survive in polluted environments, the
probable source of contamination of these environments is generally related to
anthropogenic activities that occurred at the time of sampling or earlier days, or
another probable contamination by animals. living in the collection sites (HASMAN
et al., 2006).

The main applications of Enterococcus counting are assessments of the quality
of springs and water bodies, and the quality of treated water and the evaluation and
monitoring of the hygienic conditions of industrial systems (SILVA et al., 2000).

In this study, 72 bacterial isolates from water bodies were tested. The results
revealed that 97.2% showed continuous growth in the gradient plate with the tested
metals (Figure 9).
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Figure 9 - Representative photo of growth on the gradient agar plate; Isolates of the genus
Enterococcus growing in various concentrations of zinc and copper metal present in the culture
medium. Arrow represents higher and lower concentration of metal in the gradient plate.

The figure 10 shows the growth of bacteria exposed to the maximum
concentration allowed by CONAMA Resolution 357/2005. It can be observed that all
isolates showed microbial development, with different intensities.

Figure 11 represents the growth of Enterococcus sp. at concentrations 40,000
times as permitted by legislation for chrome, lead and copper, and at concentrations
10,000 times for zinc metal. The results show that there was still growth for lead and
copper at very high concentrations, which may characterize a bacterial resistance to
these metals.

Environmental pollution by toxic metals has been growing rapidly along with
industrialization as many companies still release their contaminated effluent directly
into the environment. According to Banerjee et al. (2015), toxic metals accumulated
in bacteria may be a more viable and cheaper alternative for wastewater treatment.
Based on the preliminary results presented in this work, it is possible to identify
bacteria with resistance to high concentrations of metals, which makes them a great
potential for bioremediation.
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Figure 10 - Growth in plate with the concentration allowed in CONAMA Resolution 357/2005.
(a) Chrome metal growth plate, (b) Zinc metal growth plate, (c) Lead metal growth plate and (d)
Copper metal growth plate.

Figure 11 - Growth in plate with concentration allowed in CONAMA Resolution 357/2007. (a)
40,000 times concentrated chrome metal growth plate, (b) 10,000 times concentrated zinc
metal growth plate, (c) 40,000 times concentrated metal growth plate and (d) metal growth plate
covers 40 thousand times concentrated.

Bacterial resistance to toxic metals is an important factor to be considered in
the study of remediation of contaminated areas, as this resistance is directly related
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to the survivability and bacterial growth at high concentrations of toxic metals (KANG
el al., 2016).

Environmental pollution by toxic metals has been growing rapidly along with
industrialization as many companies still release their contaminated effluent directly
into the environment. According to Banerjee et al. (2015), bioremediation of toxic
metals by bacteria may be a more viable and cheaper alternative for wastewater
treatment.

CONCLUSION

Based on the results presented in this work, bacteria with resistance to high
concentrations of metals can be identified, which makes them a great potential for
bioremediation. The ability of bacteria to survive extreme environments such as the
presence of toxic metals clearly shows the importance of studying the resistance to
these pollutants, as they can be used in the natural bioremediation process of these
environments.
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CAPITULO 8
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— IBIRITE: ANALISE MORFOLOGICA E ECOLOGICA
COMO CARACTERIZAGAO DA POLUIGAO
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RESUMO: Os liquens s&o uma associagcao
simbibticaentrefungosealgasoucianobactérias.
Como n&o possuem estruturas excretoras,
eles podem acumular grandes quantidades de
compostos toxicos em sua estrutura, por esse
motivo sdo 6timos organismos bioindicadores
ambientais. Este estudo teve como objetivo
analisar e identificar a presenca e a distribuicao
de familias liquenicas e relaciona-las com as
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quatro diferentes areas subdivididas da area
total, localizada em Ibirité, na Universidade do
Estado de Minas Gerais - Unidade Ibirité. As
areas foram delimitadas de acordo com suas
caracteristicas sendo a Area 1 a mais proxima
da avenida e a Area 3 a mais distante. Em cada
area foi feito o levantamento aproximado da
guantidade de arvores existentes e quais dessas
apresentam quantia significativa de liquens.
Foram identificadas quatro familias de fungos
liquénicos, sendo elas: Parmeliaceae (38,24%),
Collemataceae  (25%),  Chrysothricaceae
(5,88%) e Pertusariacea (30,88%). A familia
mais abundante na regido da UEMG - Ibirité
€ a Parmeliaceae (38,24%), tratando-se que
essa familia ocorre com bastante frequéncia
em regides de cerrado e de areas urbanas.
Considerando que os liquens sao seres
capazes de oferecer uma interpretacéo sobre
as condicbes atmosféricas e ambientais de
uma regido, é possivel concluir a partir desse
estudo que é necessario além da observacao
das condi¢des atmosféricas (poluentes) locais,
€ preciso que se tenha também uma anélise das
condicdes ecolbgicas tais como: disposicao de
luz, corrente de ar e umidade de uma area para
assim associar a presenca liquénica a poluicao
atmosférica.
PALAVRAS-CHAVE:
Analise, Poluicéo.

Liquen, Bioindicador,
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STUDY OF THE LIQUENIC COMMUNITY OF UEMG - IBIRITE: MORPHOLOGICAL
AND ECOLOGICAL ANALYSIS AS A CHARACTERIZATION OF ATMOSPHERIC
POLLUTION

ABSTRACT: Lichens are a symbiotic association between fungi and algae or
cyanobacteria. Because they do not have excretory structures, they can accumulate
large amounts of toxic compounds in their structure, which is why they are great
environmental bioindicator organisms. The objective of this study was to analyze and
identify the presence and distribution of lichen families and to relate them to the four
different subdivided areas of the total area, located in Ibirité, State University of Minas
Gerais - Ibirité Unit. The areas were delimited according to their characteristics being
Area 1 closest to the avenue and Area 3 the farthest. In each area an approximate
survey was made of the number of existing trees and which of these have a significant
amount of lichens. Four families of lichen fungi were identified: Parmeliaceae (38.24%),
Collemataceae (25%), Chrysothricaceae (5.88%) and Pertusariacea (30.88%). The
most abundant family in the region of UEMG - Ibirité is Parmeliaceae (38.24%),
being that this family occurs quite frequently in regions of cerrado and urban areas.
Considering that lichens are capable of providing an interpretation on the atmospheric
and environmental conditions of a region, it is possible to conclude from this study
that it is necessary besides observing the local atmospheric (pollutant) conditions, it is
necessary to have an analysis of the ecological conditions such as: light arrangement,
air current and humidity of an area to associate the presence of lichen to atmospheric
pollution.

KEYWORDS: Lichen, Bioindicator, Pollution, Analysis.

11 INTRODUGCAO

O biomonitoramento consiste em um método de analise indireta, que tem como
seu principal mecanismo, a utilizagdo de organismos vivos, ou seja, bioindicadores
para verificar o estado de poluicdo de determinado ambiente. Para essa anélise,
podem ser utilizados plantas, peixes, invertebrados e fungos, pois esses sao
organismos sensiveis a grande variedade de contaminantes atmosféricos e aquaticos
(Teixeira; Barbério, 2012).

Os liguens s&o uma associacéo simbiodtica entre um micobionte (fungo) e um
fotobionte (algas ou cianobactérias). Essa associacdo mutualistica consiste em uma
transferéncia de nutrientes pela alga proveniente de sua fotossintese para nutrir e
garantir o metabolismo do fungo, que requer altos teores de acglcares, elaborados
fotossinteticamente pela alga, para derivar biotroficamente seus carboidratos (Silva,
2002). O fungo garante a protecdo das algas, entre suas hifas, protegendo-as das
intempéries e de sua possivel morte, ja que sua parede celular € mais propensa a
perder carboidratos quando o fotobionte estabelece esse tipo de relacéo (Lijteroff et
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al, 2009).

A associagao entre fotobionte e micobionte, permite uma grande variabilidade
de estruturas como liquens crostosos, foliosos e fruticosos (Estrada; Najera, 2011).
Os liquens crostosos, sdo extremamente aderidos ao substrato (rochas, troncos,
folhas), formando crostas geralmente achatadas; os foliosos apresentam talos
crostosos menos aderidos ao substrato, parecidos com folhas; e os fruticosos séao
formados por ramos podendo ser simples, divididos, cilindricos ou achatados, e
com talos eretos, pendentes ou prostrados, prendendo-se ao substrato (Spielmann,
2016).

Os fungos liguenizados nao possuem estruturas que Ihes permitem a produc¢ao
de seu préprio alimento, assim sendo, a obten¢ao da matéria prima vem diretamente
da atmosfera, fazendo com que os deixem expostos a diversos tipos de poluentes,
por esse motivo, sdo considerados bioindicadores da qualidade do ar (Estrada;
Najera, 2011).

Quando uma espécie é sensivel aum determinado poluente, ela acaba perdendo
seu habitat para espécies mais resistentes a polui¢cao. Os poluentes podem ocasionar
no liquen dificuldades no desenvolvimento e crescimento do talo além de acarretar
mudancas morfolégicas e no seu metabolismo (Martins et al, 2008).

Sendo uma metodologia de identificacéo de poluentes de baixo custo e eficaz,
os bioindicadores permitem de forma clara e precisa a averiguacao da real situacéao
do local estudado, resultando em um conhecimento mais preciso dos niveis de
toxidade suportado em um ambiente (Andrade et al, 2010).

A Universidade do Estado de Minas Gerais — Unidade Ibirité (UEMG -
Ibirité) localiza-se em uma regido em processo de desenvolvimento populacional
e empresarial, porém ha a ocorréncia de ampla area verde, que conserva alguns
fragmentos de mata nativa. Devido a isso, este estudo teve como objetivo identificar
e analisar a frequéncia e a disposicao de familias liquénicas e relaciona-las com
as diferentes areas selecionadas, considerando as caracteristicas ecoldgicas e
atmosféricas de cada regiao estudada.

2| METODOLOGIA

A pesquisa foi realizada durante o ano de 2017 no espaco da UEMG -
Ibirité, situada no municipio de lbirité, nas coordenadas “20° 01’ 19” S “44° 03’ 32”
O, localizado na Zona Metalurgica e na regidao metropolitana de Belo Horizonte.
O municipio possui elevado grau de urbanizagéo, relevo bastante acidentado e
encontra-se na bacia do Paraopeba (Prefeitura de Ibirité, 2017). Sua rica vegetagao
€ caracterizada pela transicado entre Mata Atlantica e Cerrado.

A regido da UEMG - Ibirité foi delimitada e dividida em quatro éareas,
denominadas: Area 1, Area 2, Area 3 e Area 4 (Figura 1).
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Figura 1: Delimitagcédo da UEMG - Ibirité e diviséo das areas de estudo.

A Area 1 esta localizada na entrada da Universidade, na margem da Avenida
Séao Paulo, em uma das bordas da area total, portanto € a area mais exposta a
poluicao veicular. Possui uma fileira com aproximadamente 65 arvores, com copas
altas e caule com superficie aspera. O local é propenso a bastante luminosidade e
corrente de ar. A Area 2 esta localizada entre o prédio da Escola de Educacéo Fisica
e o prédio Novo. E a area mais distante da Avenida Sao Paulo. Possui uma fileira
com aproximadamente 25 arvores, com copas altas e troncos crostosos. O local é
dotado de bastante luminosidade e corrente de ar. A Area 3 est4 localizada em frente
& entrada da Universidade, no jardim principal. E proximo & Avenida Sdo Paulo, mas
com pouca passagem de veiculos e possui aproximadamente 55 arvores com copas
altas e caule com superficie aspera, distribuidas aleatoriamente ao longo do espaco.
O local tem uma quantidade maior de sombra devido a posicdo em que as arvores
se encontram, porém, é bem iluminado e com bastante corrente de ar. A Area 4 esta
localizada logo ao lado do auditério da Universidade, na margem do Ribeiréo Ibirité.
Possui aproximadamente 45 arvores com copas altas, caule com superficie aspera
e/ou lisa, distribuidas préximas umas das outras ao longo do espaco. E caracterizada
por mata fechada e Uumida.

Em cada éarea foi feito o levantamento da quantidade de arvores existentes
e quantas dessas apresentam quantia significativa de liquens, utilizando como
parametro aquelas arvores que contém fungos liquenizados em mais de dois pontos
do tronco e que cujo seu diametro € igual ou superior a dois centimetros, mensurados
com auxilio de uma régua. As arvores foram dividas em duas zonas, sendo elas:
tronco e galhos.

Para a coleta e identificacéo, foram selecionadas quatro arvores de cada area.
Em cada arvore foi observado o tamanho, quantidade de espécies e de espécimes,
bem como as condigcbes de sobrevivéncia, como disponibilidade de nutrientes,
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luminosidade, umidade, corrente de ar e tipo de solo. Foi realizado registro fotografico
das espécies encontradas com camera Sony Cyber-shot DSC-HX200V - 18.2 Mpx,
além de anotagdes a cerca do tipo de liquen, tamanho, zona da arvore em que foi
encontrado e condi¢cdes de clima, umidade e nutri¢céo.

Foram realizadas coletas de amostras de liquens de cada area para analise
morfologica. Essas foram selecionadas considerando a abrangéncia de cada uma
por arvore. Pelo menos uma amostra foi retirada de cada arvore amostral. Os liquens
foram coletados com auxilio de pinga e bisturi em pontos superiores a um metro de
altura do chéo e acondicionadas em envelope de papel e armazenadas em freezer
até a utilizacado (Aguiar et al, 2007). As coletas foram feitas durante os meses de
maio a agosto, no periodo entre 11:00 horas e 13:00 horas da tarde.

No Laboratério de Microbiologia Aplicada, as amostras foram limpas com o
auxilio de pinca e pincel, retirando qualquer residuo preso ao liquen. ApOs esse
procedimento, as amostras coletadas foram lavadas em agua destilada e deixadas
de molho por cerca de cinco minutos.

Com auxilio de lupa de mao e dos registros fotogréaficos, os liquens foram
analisados macroscopicamente e a partir das caracteristicas morfolégicas.

Com os liquens previamente lavados, foram feitas laminas para observacéo
microscopica. Com bisturi e pinca, foram feitos pequenos cortes a mao livre das
amostras, sendo colocados em Ia&mina com uma gota de agua e pressionadas com
a laminula. O material foi levado ao microscopio 6ptico com aumento de 400X e
analisadas. Para esse procedimento foi utilizado amostra de um liquen folioso, pois
as demais nao apresentaram amostras suficientes para o procedimento e/ou nao
foi possivel obter uma lamina satisfatdria devido a espessura do liquen. Apos esses
procedimentos foram inferidas as familias liquénicas existentes no local de estudo.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram identificadas quatro familias de fungos liquénicos, sendo elas:
Parmeliaceae (38,24%), Collemataceae (25%), Chrysothricaceae (5,88%) e
Pertusariacea (30,88%) (Tabela 1). A familia Parmeliaceae (38,24%) & a mais
abundante na regido da UEMG - Ibirité. Segundo Vaz (2012), essa familia ocorre
com bastante frequéncia em regides de cerrado e de areas urbanas.

. Areas ]
Familias - - - - Tipo de Talo
Area 1 Area 2 Area 3 Area 4
Parmeliaceae 5,76% 53,87% 30,76% 9,61% Folioso
Collemataceae 14,70% 50% 29,42% 5,88% Folioso
Chrysothricaceae 12,50% 62,50% 12,50% 12,50% Crostoso
Pertusariacea 2,38% 28,57% 21,42% 47,63% Crostoso

Tabela 1: Percentual de ocorréncia de cada familia liquénica nas areas descritas.
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A familia Parmeliaceae apresenta caracteristicas de tolerancia a poluicdo
atmosférica. Sao geralmente epifitas, com ampla distribuicdo geografica e que
necessita de luminosidade e umidade para o desenvolvimento, suas caracteristicas
sdo compativeis as condicdes do local estudado (Mitra Nature, 2017). Isso permite
inferir que a presenca de espécies dessa familia em determinado local indica que
ha poluicao atmosférica de forma parcialmente agressiva que influencia em fatores
ambientais e de biodiversidade. Quanto a morfologia, sdo liquens de talos foliosos
com lobos geralmente largos e com apices arredondados. O talo é aderido ao
substrato e podem ou ndo apresentar estruturas reprodutivas visiveis (Benatti, 2014).

Todas as areas apresentaram exemplares dessa familia, porém foi encontrada
com maior abundancia na Area 2 e na Area 3, sendo bastante frequente nas arvores
amostrais e com maior nimero de espécimes. A Area 4 apresentou algumas amostras
de liquens dessa familia, mas em pouca abundéancia quando comparado aos liquens
crostosos nessa mesma area.

A Area 1 apresentou exemplares satisfatorios das familias Chrysothricaceae e
Collemataceae oferecendo amostras satisfatérias e passiveis de estudo.

A familia Collemataceae foi encontrada com maior abundancia na Area 2 e
Area 3. Apresenta talos foliosos, geralmente acinzentados. Essa familia apresenta
espécies pouco tolerantes a eutrofizacdo e a poluicado atmosférica, mas necessitam
de umidade e luminosidade para desenvolvimento (Kitaura, 2012). Foi reconhecida
com maior frequéncia em areas com grande intensidade luminosa. Destaca-se a
presenca desses liquens nas outras areas, porém com baixa frequéncia.

A familia Chrysothricaceae apresentou maior quantidade de exemplares na
Area 2. Sao liquens crostosos de coloracdo amarelo vivo, epifitos que vivem nos
troncos das arvores, tipicamente em regides tropicais. S&o bastante tolerantes a
eutrofizacdo e a poluicdo atmosférica e sdo comuns em regides urbanas (Mitra
Nature, 2017).

Essa familia foi predominantemente encontrada nas partes mais altas das
arvores da Area 2. Embora essa area apresente luminosidade alta, muita umidade
e menor exposicdo a poluicao atmosférica do que em outras areas estudadas,
foi a Unica area a apresentar amostras viaveis para estudo da Chrysothricaceae,
contradizendo as caracteristicas comuns desses liquens, ja que no presente estudo,
eles foram identificados principalmente na a&rea menos exposta a poluicao.

A familia de liquens crostosos Pertusariacea, foi encontrada em todas as areas.
E a mais abundante na Area 4, onde a luminosidade é baixa e a exposicéo & poluicdo
atmosférica € menor. As espécies dessa familia sdo moderadamente tolerantes a
eutrofizacéo e a poluicdo atmosférica, mas necessitam de caracteristicas ambientais
especificas para sobrevivéncia.

Quanto ao tipo de talo liquénico, das familias encontradas 63,24% sao foliosos,
36,76% sao crostosos e nao foram encontrados liquens fruticosos. Segundo Silva
et al (2014), os liquens foliosos e fruticosos sdo menos resistentes a poluicdo do
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que os liquens crostosos. Esses ndo sofrem grandes danos com a polui¢cédo e séo
caracteristicos de areas urbanas como espécies da familia Pertusariacea.

Algumas espécies da familia Parmeliaceae também s&o caracteristicas de
zonas urbanas. Na area total estudada, ndao foram encontradas familias de liquens
fruticosos, o que confirma a auséncia desses em regides onde a atividade humana
e industrial é intensa, sendo eles os primeiros a desaparecerem em areas muito
poluidas (Martins Mazzitelli et al, 2006).

No entanto os liquens foliosos sdo os mais abundantes, apresentando
diferentes espécies dentre as familias encontradas. Isso ocorre devido as condi¢des
ambientais da area, indicando que além das taxas de poluicédo é necessario identificar
a inter-relacao das atividades humanas com o ambiente e desses com a presenca
de determinada espécie liquénica (Santos et al, 2016).

Os fatores ambientais influenciam diretamente na distribuicdo de liquens
nos troncos das arvores. A luz e a umidade sao as principais caracteristicas que
determinam a presenca desses seres vivos. Outras caracteristicas como casca da
arvore, textura do tronco, disponibilidade de nutrientes, retencao de agua e phtambém
sao determinantes para a sobrevivéncia de liquens em certa regiao (Marcelli, 1987).

Foi observado que, quanto a espécie liquénica presente nas areas estudadas,
as condi¢cées ambientais do local sédo preponderantes para determinar a presenca
e auséncia de uma familia quando relacionado a exposi¢ao a poluicdo atmosférica.
Dessa forma, a ecologia do local permite encontrar com maior frequéncia familias
de liquens foliosos, Parmeliaceae (38,24%) e Collemataceae (25%), que sdo mais
influenciados pela luminosidade e umidade. Esses fatores causam alteracbes
na diversidade e biomassa liquénica de cada regido e por isso liquens crostosos
apresentam maior dificuldade de coleta, localizacéo e identificagdo no local (Martins
et al, 2012).

A partir desses dados, é possivel inferir que a poluicao atmosférica na regiao
age principalmente na prevaléncia dos liquens que cada area apresenta, mesmo
esse nao sendo o unico fator determinante.

Assim sendo, a Area 1 apresenta maior indice de poluicdo atmosférica, por
apresentar menor quantidade de liquens em relagcédo as outras areas. As condi¢des
dessa area permitem que algumas espécies se instalem nos troncos das arvores,
porém nao permite que essas se expandam ou que se desenvolvam de modo que
haja muitos espécimes no local. A Area 4 também apresenta pouca quantidade de
liquens em relacdo ao numero de arvores, porém a auséncia liquénica nessa area
se deve as condicbes ambientais, de luminosidade e umidade. Como € uma area de
mata fechada e escura, a ecologia do local ndo permite um bom desenvolvimento de
espécimes liquénicas (Martins et al, 2008).

As analises morfolégicas das amostras coletadas mostraram que os liquens
foliosos da familia Parmeliaceae e crostosos da familia Pertusariacea da Area 3
apresentam tons de verde mais intenso. Ja as outras areas apresentam diversos
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tons, sendo os liquens da Area 2 variando de cinza a verde e os da Area 1 em tons
acinzentados principalmente.

De acordo com Rodrigues e Carregaro (2013), a coloragao variada dos talos
liquénicos se deve a protecéo contra a alta intensidade luminosa ou/e pelo acumulo
de poluentes e metais. O acumulo de poluentes nos tecidos dos liquens degrada
a clorofila do fotobionte e reduz o nivel de fotossintese, podendo causar a morte
de algumas células e gerando manchas nos talos (Martins et al, 2008). Essa
caracteristica foi encontrada nas amostras da Area 1 e Area 3 principalmente. Isso
confirma o fato da Area 1 ser a mais exposta a poluentes, sendo a que apresenta
piores condi¢cdes atmosféricas. A Area 3 também apresenta liquens com variagées
na estrutura, pois sofre influéncia antropica moderada (Figura 2).

Figura 2: Familias Liquénicas encontradas na UEMG — Ibirité. A1: Liquens da familia
Collemataceae; A2: Liquens da familia Parmeliaceae e Chrysothricaceae; A3: Liquens da
familia Parmeliaceae; A4: Liquens da familia Pertusariacea.

A analise microscépica permitiu reconhecer os componentes de um talo
liquénico, sendo eles o fotobionte, representando principalmente por algas verdes
nos liquens analisados, e 0 micobionte, representados por fungos filamentosos.

41 CONCLUSAO

Os liguens sao seres capazes de acumular poluentes e com isso oferecer uma
interpretacéo sobre as condicdes atmosféricas e ambientais de uma regiéo. A partir
dessa informacgéo é possivel inferir que € necessaria a observacédo das condicoes
ecologicas de uma area para associar a presencga liquénica e sua relacdo com a
poluicdo atmosférica.
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Nas areas analisadas da UEMG — Ibirité, a presenca de liquens se distribuiu por
toda sua extensao de forma desigual. Em alguns pontos as condi¢des ambientais e
ecologicas sdo predominantes em relacéo a poluicao atmosférica. Isso foi observado,
pois as familias liquénicas encontradas sdo em sua maioria parcialmente tolerantes
a poluentes e foram encontrados poucos espécimes consideradas “urbanas” nas
regides mais expostas a poluicdo. A presenca de determinada familia liquénica
nessa regiao se deve principalmente pelas condi¢cdes de luminosidade e umidade
do ambiente. Esses fatores mostraram-se tdo determinantes no desenvolvimento
dos espécimes quanto a poluicdo atmosférica. Foi observado que quanto a ecologia
de cada familia, a Area 2 e a Area 3 sdo as mais eficazes para o desenvolvimento
liquénico.

Quanto & quantidade de liquens por area, Area 1 & a area com piores condicdes
atmosféricas, onde o acumulo de poluentes, possivelmente é maior. Os liquens dessa
area sao poucos e com tamanho reduzido. Em relacéo as outras areas, a quantidade
€ inferior e os liquens estdo morfologicamente mais acometidos, apresentando
tamanho menor e superficie com manchas que se distinguem da coloracdo normal.
Essas alteracées ocorrem na morfologia do talo devido ao acumulo de poluentes.
Todas as areas apresentam liquens com essas alteragdes, porém pela quantidade
e estado em que se encontram, os liquens da Area 1 sdo aqueles mais acometidos
pela poluicéo.

A Area 4 nao apresentou grande quantidade de liquens, devido & ecologia da
area que apresenta mata fechada e umida. A area com melhor qualidade atmosférica
e ecologica para o desenvolvimento liquénico é a Area 2, seguida da Area 3.
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RESUMO: As bactérias sao seres que existem
muito antes dos seres humanos, umas
benéficas, outras nem tanto. Sao dotadas de
mecanismo natural que garantem sua evolucéao
e sobrevivéncia, o problema é quando elas
infectam os seres humanos, levando-o ao
adoecimento, mas para isso Alexandre Fleming
desenvolveu a penicilina, o primeiro antibibtico,
que revolucionou a medicina. Contudo a
felicidade durou pouco e ja naquela época a

resisténcia das drogas teve inicio. Hoje nos
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RESISTENTE

hospitais sdo travadas verdadeiras batalhas
contra esses genes super-resistentes, aqui no
Brasil, a Klebsiellacom capacidade de inativar os
carbapenemicos, uma classe de ultima geragcao
de antimicrobianos, trouxe preocupacéo e fez o
pais repensar no assunto.
PALAVRAS-CHAVE:

Antibioticos, Infeccéo.

Carbapenémicos,

11 INTRODUCAO

Um dos assuntos mais debatidos e
preocupantes dentro da area de saude
sao as “superbactérias”. Uma em especial
estd preocupada todos os profissionais de
saude no Brasil, a Klebsiella pneumoniae. E
uma bactéria da familia Enterobacteriaceae
que € constituida por um grupo grande e
heterogéneo de bactérias gram-negativas
(essa designacao, que empresta o nome de
um cientista dinamarqués do século 19, indica
superficialmente a reacdo a uma técnica de
coloracdo que ilumina a membrana celular),
mais famosa do momento, devido ao seu grau
de resisténcia aos carbapenemas. A primeira
deteccdo do KPC (Klebsiella pneumoniae
carbapenemase) nao provocou esse tipo
de alvorogo, ele chegou discretamente em
1996, em uma entre centenas de amostras
bacterianas colhidas em hospitais de 18
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estados americanos. O projeto que as solicitou, chamado Icare (Project Int Intensive
Care Antimicrobial Resistance Epidemiology), realizado com através da unido dos
Centros de Controle e Prevencéo de Doencgas (CDC, na sigla em inglés) e da vizinha
Emory University, ambos sediados em Atlanta, na Georgia.

2 | REVISAO LITERARIA

A importancia clinica deste patdbgeno no ambiente hospitalar foi demonstrada
pela ocorréncia de surtos causados, sobretudo por K. pneumoniae produtora de
ESBL que ocorreram inicialmente na Europa, nos EUA, na Asia e na América do Sul.
Os surtos causados por este microrganismo produtor de ESBL geralmente decorrem
de transferéncias de pacientes entre unidades de internacéo e/ou entre hospitais
ou podem estar associados ao uso abusivo de B-lactamicos que poderédo exercer
pressao seletiva favorecendo o crescimento de cepas produtoras de ESBL (Heritage
et al, 1999; Paterson et al, 2003).

Essa resisténcia é conferida pela acdao de um tipo de enzima carbapenemase,
nomeada de KPC capaz de provocar a hidrélise de grande variedade de 3-lactamicos,
incluindo penicilinas, cefalosporinas, monobactans e carbapenémicos, a muta¢éo da
sequéncia genética do gene original que induz a producéo de enzimas KPC fez surgir
diversas variantes identificadas em diferentes espécies de bactérias e localidades.
A enzima ja foi identificada em Citrobacter freudii e Klebsiella oxytoca Enterobacter
spp, Salmonella spp e Escherichia coli, além de notificacdes em Israel, China, Grécia
e Franca.

As carbapenemases pertencem as classes moleculares de Ambler, denominadas
A, B e D. As do grupo Aincluem membros designados SME, IMI, NMC, GES e a familia
das KPCs. Destes, as KPCs sédo as mais prevalentes encontradas em plasmideos de
Klebsiella pneumoniae. A enzima KPC ja foi documentada em diferentes bactérias
por meio de estudos moleculares e diferenciada em KPC-1 a 4(10), com a seguinte
descricao: KPC-1 em isolados de Klebsiella pneumoniae; KPC-2 em K. pneumoniae,
K. oxytoca, Salmonella enterica e em Enterobacter sp.; KPC-3 em K. pneumoniae
e Enterobacter cloacae. Para KPC-4, ndo foram encontrados microrganismos
relacionados. (DIENSTMANN et al;. 2010).

31 RESULTADO E DISCUSSOES

Com base nos artigos percebe-se que esse gene se espalhou por quase todo o
mundo, no Brasil em 2005 foram documentadas 0s primeiros casos com ocorréncia
em diversos locais como: Recife, Rio de Janeiro Sdo Paulo e Distrito Federal ( sitio
com o maior numero de casos de pacientes infectados e de ébitos no pais).
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Mecanismo de acao dos carbapenemicos:

As enzimas carbapenemases estdo localizadas em plasmideos transferiveis
(estrutura genética movel) das Klebsiellas. Elas conferem resisténcia mediada
pela acdo das enzimas acelerando reagdes e com poder catalitico. O mecanismo
catalitico, também conhecido como complexo de Michaelis (ou enzima substrato ES)
ocorre em duas etapas: A primeira etapa corresponde a uma ligagao nao covalente,
particularmente estavel, entre o catalisador (carbapenemase) e o0 substrato
(carbapenémico). A inativacdo do antibi6tico ocorre na segunda etapa por meio da
hidroxilacdo irreversivel da ligacdo amida do anel B-lactamico. A hidrélise faz com
que a enzima seja liberada ainda ativa, 6 podendo realizar novamente a reagao com
outras moléculas do antibibtico. Bactérias como a Klebsiella sao promiscuas: elas
intercombinem facilmente filamentos de DNA, de modo que um gene de resisténcia
que surge nelas pode migrar rapidamente para a E. coli, Acinetobacter, por exemplo,
e outras espécies gram-negativas. A bactéria ainda nao possui resisténcia para
os antibidticos: colistina, tigeciclina e poliximina B, porém seus efeitos adversos e
seus niveis de toxicidade sao bastante elevados, diminuindo assim a margem de
segurancga para o paciente, mas segundo os pesquisadores é s6 uma questéo de
tempo para que ela fique imune a tais farmacos, nao restando assim, outras opcoes
de tratamento, o0 que € extremamente preocupante.

41 CONCLUSAO

O cenario traz uma preocupacao global, a era dos antibidticos parece realmente
ter chegado, apesar de nédo ser uma preocupagao recente, 0 modo como esses
genes tém-se desenvolvidos € assustador e a industria farmacéutica nao trabalha na
mesma propor¢cao no desenvolvimento de novas drogas, devido a dificuldade de se
criar um farmaco novo e a altura dessas verdadeiras “superbactérias”.

REFERENCIAS

Centro de informacéo sobre medicamentos- HUJM (Hospital universitario Julio Muller.
Entenda mais sobre a KPC. 24 Jan. 2011. Disponivel em: http://www.ufmt.br/hujm/
arquivos/90aifal519ea5fab695df6978aeec758.pdf. Acesso em: 21 Jan. 2016

COTRIM, E. R.; ROCHA, R. D. R.; FERREIRA, M. F. R. Klebsiella pneumoniae carbapenemase -
KPC em enterobacteriaceae: o desafio das bactérias multirresistentes. Pés em revista do centro
universitario Newton Paiva. 5: 268-75, 2012.

FIGUEIRAL, A. C. D.; FARIA, M. G. |. Klebsiella pneumoniae carbapenemoniae: Um problema sem
solucdo? Brazilian Journal of Surgery and Clinical Research — BJSCR. 9(1): 45-8, 2015.

Pesquisa Cientifica e Tecnol6gica em Microbiologia Capitulo 9




GUIMARAES, P. D. C.; VIEIRA, F. O. A Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC): Bactérias
multirresistentes. 2016. Disponivel em: http://docplayer.com.br/19894762-A-Klebsiella-pneumoniae-
carbapenemase-Kpc-bactérias-multirresistentes-guimmaraes-p-d-c-1-vieira-f-o-2.html. Acesso em: 16
Jan. 2016.

RIBEIRO, A. D. A; et al. Klebsiella pneumoniae produtora de carbapenemases (KPC) e sua
importancia no ambiente hospitalar — Reviséo de literatura. Revista de ciéncias. 6(2), 2015.

SANTOS, D. F. D. Caracteristicas microbiologicas de Klebsiella pneumoniae isoladas no meio
ambiente hospitalar de pacientes com infec¢cdo nosocomial. Fev. 2007. Disponivel em: http://
docplayer.con.br/4744026-Caracteristicas-microbiologicas-de-Klebsiella-pneumoniae-isoladas-no-
meio-ambiente-hospitalar-de-pacientes-com-infeccao-nosocomial.html. Acesso em: 19 Jan. 2016.

Pesquisa Cientifica e Tecnol6gica em Microbiologia Capitulo 9




CAPITULO 10

OCORRENCIA DE FASCIOLA HEPATICA NA REGIAO

Brenda Luciana Alves da Silva
Universidade Federal do Pampa

Dom Pedrito — Rio Grande do Sul
Mikalele Simas Santos
Universidade Federal do Pampa
Dom Pedrito — Rio Grande do Sul
Marcele Ribeiro Corréa
Universidade Federal do Pampa
Dom Pedrito — Rio Grande do Sul
Fernanda Lucero Rodrigues
Universidade Federal do Pampa
Dom Pedrito — Rio Grande do Sul
Gustavo Freitas Lopes
Universidade Federal do Pampa
Dom Pedrito — Rio Grande do Sul
Lourdes Caruccio Hirschmann
Universidade Federal do Pampa
Dom Pedrito — Rio Grande do Sul
Anelise Afonso Martins
Universidade Federal do Pampa
Dom Pedrito — Rio Grande do Sul

RESUMO: A Fasciola hepatica € um parasito
trematddeo, que infecta varios mamiferos e
ocasionalmente, o ser humano. As perdas
econOmicas sdo significativas devido as
condenacdes de figados nos abatedouros,
perda de peso dos animais e diminuicdo na
producdo. Sendo assim, o estudo objetivou
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DA CAMPANHA GAUCHA/RS

verificar a presenca de ovos de Fasciola
hepatica em fezes de bovinos de corte na regiao
da campanha do Rio Grande do Sul. No periodo
de agosto de 2018 a agosto de 2019, foram
recebidas 181 amostras de fezes, provenientes
de bovinos, machos e fémeas, com idades
entre um e quatro anos. Nas amostras de fezes
para deteccdo de ovos de Fasciola hepatica
foram realizadas a técnica de quatro tamises.
Identificou-se a presenca de ovos do parasita
em 38,1% das amostras avaliadas, deste total,
72,5% dos casos positivos, foram observados
no municipio de Dom Pedrito, seguido pelos
municipios de Bagé com 20,3% e Santana
do Livramento com 7,2%. Considerando o
sexo dos animais foi verificado que as fémeas
apresentaram maior contaminagcdo 69,5%,
quando comparadas aos machos 30,5%. Foi
possivel verificar a presenca do parasita nas
regides estudas demonstrando a necessidade
de medidas de controle, uma vez que, a
enfermidade em bovinos acarreta importantes
perdas na producéo.
PALAVRAS-CHAVE:
quatro tamises

bovinos,fasciolose,

FASCIOLA HEPATICA OCCURRENCE IN
THE REGION OF THE RIO GRANDE DO SUL
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CAMPAIGN

ABSTRACT: Fasciola hepatica, parasitic trematode, which infests several mammals
and, occasionally, humans. It causes significant economic losses due to the
condemnation of livers in slaughterhouses, loss of animal weight and decrease of
production. The objective of this study was to verify the presence of Fasciola hepatica
eggs in bovine feces in the region of the Rio Grande do Sul (RS) campaign. From
august 2018 to august 2019, a total of 181 samples of bovine feces were collected,
both male and female. Samples of feces to detect eggs of the parasite were submitted
to the technique of four sieves. The presence of eggs was identified in 38,1% of the
samples, of which 72,5% of the positive cases were observed in the county of Dom
Pedrito, followed by the county of Bagé with 20,3% And Santana do Livramento With
7,2%. Considering the sex, it was verified that the females had a greater contamination
69,5%, than the males 30,5%. It was possible to verify the presence of the parasite in
the studied regions, demonstrating the need for control measures, since the disease in
cattle causes significant losses in production.

KEYWORDS: bovine, fasciolose,foursieves

11 INTRODUGCAO

A Fasciola hepatica € um parasito trematédeo, que infesta o figado e vias
biliares de varios mamiferos ruminantes, monogastricos, mamiferos silvestres e,
ocasionalmente, o ser humano. O parasita necessita de hospedeiros intermediarios,
caramujos do género Lymnaea, os quais vivem em ambientes alagadi¢os. Os ovos
da Fasciola hepatica sao eliminados nas fezes na fase crénica da enfermidade,
S&0 sensiveis a acao solar e baixas temperaturas e eclodem apenas em condi¢des
adequadas de umidade e temperatura (RAPSCH et al., 2008).

O diagnostico da fasciolose é realizado através da sintomatologia dos animais,
histérico na propriedade, identificacdo de caramujos e técnicas parasitoldgicas, em
que o método de quatro tamises, segundo Girdo e Ueno (1999) é o mais indicado,
devido a sua especificidade em detectar os ovos (ECHEVARRIA, 2004).

Nos ruminantes, a enfermidade geralmente ocorre de forma subclinica, podendo
ocorrer lesdes graves como fibrose e trauma severo, devido a migracéo das formas
jovens e pela presenca das formas adultas no parénquima hepético. As perdas
econdmicas sao significativas devido as condenacgdes de figados nos abatedouros,
perda de peso e diminuicao na producdo de carne e leite (ECHEVARRIA, 2004).
Sendo assim, o estudo objetivou verificar a presenca de ovos de Fasciola hepatica
em fezes de bovinos de corte na regido da campanha do RS.

2| MATERIAL E METODOS

No periodo de agosto de 2018 a agosto de 2019, no Laborat6rio de Parasitologia
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da Universidade Federal do Pampa, Campus Dom Pedrito/RS, foram recebidas 181
amostras de fezes, provenientes de bovinos de corte, machos e fémeas, com idades
entre um e quatro anos, pertencentes a propriedades particulares de Dom Pedrito e
regidao. Os animais eram criados em sistema extensivo com alimentagdo em campo
nativo, pastagem cultivada e com agua ad libitum.

As amostras de fezes para analises coproparasitologicas de deteccdo de ovos
de Fasciola hepatica foram coletados individualmente, direto da ampola retal dos
bovinos, identificadas, acondicionadas em caixas isotérmicas e encaminhadas ao
Laboratério.

Posteriormente foram submetidas a técnica de quatro tamises, onde utilizou-
se telas metalicas de 100, 180, 200 e 250 malhas/polegada, com aberturas de 174,
96,87 e 65 um, respectivamente e examinadas com o auxilio de estereomicroscépio.
Os dados climaticos dos municipios referentes ao periodo em que o estudo foi
realizado foram obtidos através de consulta ao Instituto Nacional de Meteorologia —
INMET. Apés as analises os dados foram tabulados com o auxilio do programa Excel
do pacote Microsoft Office 2016.

31 RESULTADOS E DISCUSSOES

Do total de amostras recebidas de bovinos para andlises parasitologicas,
39,2% (71/181) eram de machos e 60,8% (110/181) de fémeas com idades entre
um a quatro anos. Em relagcdo aos municipios 63,6% (115/181) das amostras eram
provenientes de Dom Pedrito, 28,1% (51/181) de Bagé e 8,3% (15/181) de Santana
do Livramento.

O clima da regido segundo a Koéppen e Geiger é classificado como cfa,
subtropical umido, com temperatura média anual de 18.5°C e pluviosidade acumulada
de 1313mm, consideradas condi¢cdes climaticas adequadas para o desenvolvimento
do parasita no ambiente (Silva et al., 2011).

Identificou-se a presenca de ovos de Fasciola hepatica em 38,1% (69/181) das
amostras avaliadas, deste total, 72,5% dos casos positivos, foram observados no
municipio de Dom Pedrito (50/69), seguido pelos municipios de Bagé com 20,3%
(14/69) e Santana do Livramento com 7,2% (5/69). Essa frequéncia encontrada
neste estudo pode ser maior ainda, uma vez que, mesmo a técnica de quatro
tamises sendo preconizada e considerada a mais sensivel para o diagnostico em
condicdes de campo, ela é recomendada apenas para a fase crénica da doenca
onde ha eliminacédo de ovos nas fezes pelos parasitas adultos, com isso, infec¢des
iniciais ndo sao detectadas (KLEIMAN et al., 2005). Considerando o total de amostras
enviadas para analise dos trés municipios avaliados ha uma alteragéo no percentual
de positivas (Tabela 1).
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Municipios ':\e'::sitégz Amostras positivas Frequéncia (%)
Bagé 51 14 27,4
Dom Pedrito 115 50 43,4
Santana do livramento 15 5 33,3

Tabela 1. Frequéncia de amostras de fezes avaliadas e positivas para presenca de ovos de
Fasciola hepatica pertencentes aos municipios de Bagé, Dom Pedrito e Santana do Livramento,
no periodo de agosto de 2018 a agosto de 2019.

Fonte: Autor, 2019

Observou-se que o municipio de Dom Pedrito apresentou um maior nUmero de

amostras positivas, seguido de Santana do Livramento e Bagé respectivamente. A

frequéncia encontrada mesmo sendo considerada elevada, foi superada por outros

autores, onde em estudo realizado por Mattos e colaboradores (2008), também no

Rio Grande do Sul encontraram uma frequéncia de infeccéo superior a 76%, na

espécie ovina.

E de suma importancia conhecer a frequéncia na regido, pois a enfermidade

causada pelo parasita tem distribuicdo mundial, porém mais frequente na América
Central e do Sul e é considerada uma zoonose em ascensao (ECHEVARRIA, 2004).

Considerando o sexo dos animais, nas amostras positivas para presenca de ovos

do parasita foi possivel verificar que as fémeas apresentaram maior contaminacéo,

quando comparadas aos machos (Tabela 2).

Amostras Total de amostras Animais A 1o
Sexo . . o Frequéncia (%)
recebidas positivas Positivos
Fémeas 110 69 48 69,5
Machos 71 21 30,5

Tabela 2. Frequéncia de amostras de fezes avaliadas e positivas para presenca de ovos de
Fasciola hepaticaem relacéo ao sexo dos animais.

Fonte: Autor, 2019

As fémeas apresentam diferentes estagios fisiologicos durante a sua vida,

em alguns momentos necessitando de maior ingestdo de agua o que pode facilitar

a contaminacéo, da mesma forma, possuem um tempo de permanecia maior nas

propriedades o que também favorece a maior exposicéo ao parasita (YILDIRIM et

al. 2007).
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Figura 1- Analise parasitolégica para verificagéo de ovos de Fasciola hepatica

Fonte: Autor, 2019 — (A) material fecal de bovinos enviado para analise; (B) material retido nos tamises de 250
malhas/polegadas (C e D) Ovos de Fasciola hepatica encontrado nas fezes de bovinos durante as analises
parasitolégicas pela técnica de quatro tamises.

41 CONCLUSAO

Com o estudo foi possivel verificar a presenca do parasita nas regides estudas
demonstrando a necessidade de medidas de controle, uma vez que, a enfermidade
em bovinos acarreta importantes perdas na producgéo.
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RESUMO: Alguns membros do
Staphylococcus fazem parte da microbiota
normal de seres humanos e animais, enquanto

género
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ARTESANAL

outros atuam como patdgenos. O leite bovino
pode ser contaminado com Staphylococcus
aureus durante a ordenha, pela presenca de
mastite no animal ou pelo préprio manipulador. O
objetivo deste trabalho foi isolar Staphylococcus
aureus a partir de queijos artesanais e avaliar
a presenca de fatores de viruléncia. Amostras
dos queijos, diluidas em agua peptonada
estéril, foram inoculadas em agar Manitol, em
duplicata, e incubadas em aerobiose, a 37°C,
por até 48h. As col6nias selecionadas foram
analisadas por meio da coloracédo de Gram e
0os cocos Gram-positivos foram submetidos
aos testes de catalase, coagulase e DNAse. O
antibiograma foi realizado utilizando o método
de disco difusdo. A atividade antagonista
foi avaliada pelo método de sobrecamada,
utilizando diferentes micro-organismos
indicadores. A habilidade de formagcdo de
biofilmes foi avaliada em placas de poliestireno,
utilizando metodologia de cristal violeta. Foram
isolados 47 cocos Gram-positivos, sendo 41
catalase positivos, 20 produtores de coagulase
e 23 de DNase. Somente os isolados 5.1 € 5.10
apresentaram atividade antibacteriana, inibindo
Enterococcus gallinarum ATCC 12359. Todos
os isolados avaliados no antibiograma (n=5)
foram sensiveis a amicacina, clindamicina,
eritromicina, gentamicina e vancomicina, sendo
todos resistentes a rifampicina; os isolados
5.1, 5.6 e 5.12 foram resistentes a duas ou
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mais drogas. Somente o isolado 5.18 produziu biofilme in vitro, embora tenha sido
classificado como fraco podutor.
PALAVRAS-CHAVE: Staphylococcus aureus; biofilme; antibiograma.

PROPERTIES RELATED TO MICROBIOLOGICAL SAFETY OF Staphylococcus
aureus STRAINS ISOLATED FROM ARTISANAL CHEESE

ABSTRACT: Some members of the genus Staphylococcus are part of the normal
microbiota of humans and animals, while others can act as pathogens. The bovine
milk can be contaminated with Staphylococcus aureus during the milking, by the
presence of mastitis in the animal or by the manipulator. This aim of this study was to
isolate Staphylococcus aureus from artisanal cheeses and to evaluate the presence
of virulence factors. Samples of the cheeses, diluted in peptone water, were incubated
in Mannitol agar, in duplicate, and incubated in aerobiose, at 37 ° C, for up to 48
hours. The selected colonies were analyzed by Gram staining and Gram-positive cocci
were submitted to the testes of catalase, coagulase and DNAse. The antibiogram was
performed using the disc diffusion method. The antagonistic activity was evaluated by
the overlay method, using different indicator microorganisms. The biofilm formation
was evaluated in polystyrene plates using the violet crystal method. A total of 47 Gram-
positive cocci were recovered, being 41 catalase positive, 20 coagulase producers
and 23 Dnase positive. Only the isolates 5.1 and 5.10 showed antibacterial activity,
inhibiting Enterococcus gallinarum ATCC 12359. All the isolates evaluated in the
antibiogram (n=5) were susceptible to amikacin, clindamycin, erythromycin, gentamicin
and vancomycin, and all of them were resistant to rifampicin; the isolates 5.1, 5.6 and
5.12 were resistant to two or more antimicrobial drugs. Only the isolate 5.11 produced
biofilm in vitro, although it has been classified as a weak producer.

KEYWORDS: Staphylococcus aureus; biofilm; antibiogram.

INTRODUCAO

O género Staphylococcus pertence a familia Staphylococcaceae e engloba
bactérias Gram-positivas, em forma de cocos, anaerbbias facultativas, mesdbfilas,
que nao apresentam motilidade nem formam endoésporos. Sao bactérias catalase
positivas e possuem representantes que sdo membros da microbiota ou patégenos
em seres humanos e animais. Os estafilococos sdo muito resistentes, podendo
crescer em altas concentracdes salinas. Baseado na producéo da enzima coagulase,
0 género Staphylococcus é subdividido em membros coagulase positiva, sendo o
S. aureus o principal representante, e coagulase negativa, que engloba as demais
espécies do género (VASCONCELOS; CUNHA, 2010).

Embora facam parte da microbiota de boa parte da populacao, especialmente
na regido nasal, os Staphylococcus aureus podem causar infeccbes que vao de
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leves a graves, podendo causar lesbes superficiais, infec¢cées sistémicas, além de
doencas mediadas por toxinas, como a sindrome do choque toxico e a intoxicacao
alimentar (VASCONCELQOS; CUNHA, 2010).

Determinadas condicbes, como manuseio inadequado e armazenamento
em temperatura permissiva para o crescimento microbiano, podem possibilitar
a contaminacao ou proliferacdo de S. aureus em um alimento, mesmo naqueles
alimentos com maiores teores de sal. Alguns surtos de intoxicagdo alimentar
causados por S. aureus revelaram o envolvimento de produtos a base de carne e
leite, sendo o leite ndo pasteurizado um importante veiculo para patbgenos como o
S. aureus (GIANNATALE et al., 2011).

A contaminacao do leite geralmente ocorre durante o processo de ordenha,
seja pela presenca de mastite (clinica ou subclinica) no animal, seja pelo proprio
manipulador, que pode contaminar o leite com 0 manuseio incorreto e pelo uso de
utensilios ndo higienizados corretamente. A mastite & causada por diversos micro-
organismos, dentre eles o S. aureus, e o tratamento é geralmente realizado com
0 uso de antibi6ticos ou outros agentes antimicrobianos, o que acaba levando a
selecdo de linhagens bacterianas resistentes a drogas antimicrobianas (ATEBA,
2010).

A resisténcia a antimicrobianos é um importante fator de viruléncia para S.
aureus e linhagens resistentes ja foram isoladas em varios paises. Uma explicacéao &
0 uso inadequado de drogas antimicrobianas para tratamento e profilaxia na medicina
humana e animal, bem como seu uso como promotores de crescimento em animais
de producdo, o que cria uma pressao seletiva, contribuindo para a emergéncia,
persisténcia e disseminagao de determinantes genéticos de resisténcia (MARINO et
al., 2010).

Bactérias multirresistentes tém sido detectadas em diferentes ambientes,
inclusive em alimentos, como resultado da contaminagao ao longo da cadeia de
producdo, seja por contato, direto ou indireto, com material fecal contaminado,
seja pela disseminacao a partir do ambiente clinico hospitalar. No estado de Minas
Gerais € comum a producéo de alimentos com leite cru ou de embutidos carneos
utilizando métodos tradicionais, considerados artesanais. Entretanto, ndo existem
muitas informagdes a respeito de bactérias multirresistentes em tais alimentos. Em
funcdo do risco de transmissao de bactérias, patogénicas ou néo, que veiculem
determinantes de resisténcia a antimicrobianos, € necesséaria a avaliacdo da
seguranca de alimentos artesanais, especialmente quando bactérias sdo usadas
como culturas starter ou tem um papel relevante na fermentagcdo e/ou maturacéao
desses alimentos.

O objetivo do presente trabalho foi isolar Staphylococcus aureus a partir de
queijos artesanais e avaliar a presenca de fatores de viruléncia.
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MATERIAL E METODOS

Os queijos Minas artesanais, produzidos com leite ndo pasteurizado, foram
adquiridos no comércio local de Uberaba, Minas Gerais, no periodo de fevereiro a
agosto de 2017. Os alimentos, mantidos na propria embalagem de venda, foram
imediatamente transportados em caixas de isopor até o Laboratério de Microbiologia,
da Universidade Federal do Tridangulo Mineiro. Todas as amostras foram mantidas
sob refrigeracdo até o momento das analises.

Isolamento de micro-organismos a partir de queijo artesanal

As amostras de queijo foram diluidas (25 g em 225 mL de 4gua peptonada estéril)
e inoculadas em placas de Petri contendo agar Manitol. As placas foram incubadas
tanto em aerobiose como em microaerofilia, a 37 °C, por 48h. Posteriormente,
colonias foram selecionadas e transferidas para meio BHI liquido, incubadas nas
mesmas condi¢cées de atmosfera e temperatura. Apds 18h de cultivo, as bactérias
foram novamente cultivadas em agar BHI , sendo selecionadas oito a dez colénias
para analise das caracteristicas morfo-tintoriais, por meio da coloragcao de Gram.
Bactérias em formato de cocos e Gram-positivas foram selecionadas para as
analises subsequentes, sendo armazenadas em meio BHI contendo glicerol (20 %),
em freezer a -20 °C.

Producao das enzimas catalase, coagulase e DNAse

Para avaliar a capacidade de produc¢éo da enzima catalase foi utilizada solugcéao
de peroxido de hidrogénio (30 %).

Os isolados catalase-positivos foram avaliados em funcéo da producéo das
enzimas coagulase e DNAse. Culturas em fase estacionaria, cultivadas em caldo
BHI, foram transferidas para tubos de ensaio contendo plasma e incubadas por 4
horas, em aerobiose, a 37 °C; foi considerado positivo a formacéao de um coagulo no
fundo do tubo de ensaio.

Para avaliar a producdo de DNAse, culturas em fase estacionaria foram
inoculadas em agar DNAse, incubadas em aerobiose, a 37 °C; apds 18h de incubacgao,
1 mL de HCI (1N) foi adicionado as placas, sendo considerado positivo a presenca
de halo ao redor das colbnias bacterianas.

Atividade antimicrobiana in vitro

A atividade antagonista foi avaliada pelo método de sobrecamada (BOOTH et al.,
1977), utilizando como micro-organismo indicador bactérias de referéncia e isolados
clinicos. Os isolados de Staphylococcus obtidos foram pré-cultivados em meio BHI,
em aerobiose, a 37 °C; coldnias obtidas foram pontualmente transferidas para outra
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placa contendo meio BHI. Apds incubacédo e desenvolvimento das col6nias foram
vertidos 5 mL de meio BHI semi-sélido (0,75 % de agar), previamente inoculado
com o micro-organismo indicador. As placas foram incubadas em aerobiose, a 37
°C, por até 48 h. A atividade antimicrobiana foi determinada pela presenca de halos
de inibicao (> 6 mm de diametro) do crescimento do micro-organismo indicador em
torno das col6nias dos isolados avaliados.

Susceptibilidade a drogas antimicrobianas

O antibiograma foi realizado utilizando o método de disco difusdo, conforme
recomendado pelo CLSI (2015).

Os isolados foram cultivados em agar BHI, em aerobiose, a 37 °C, durante
24 horas. Em seguida, colbnias foram transferidas, com auxilio de uma alca de
niquel-cromo, para tubos com 3,5 mL de salina estéril (0,85 %), para obtencédo de
concentracao correspondente a 0,5 na escala Mc Farland (108 UFC/mL); utilizando
swab, as amostras foram inoculadas sobre a superficie de placas de Petri, contendo
agar Mueller Hinton. Os discos contendo as drogas antimicrobianas a serem testadas
foram distribuidos sobre a placa, em pontos equidistantes, sob leve pressédo, com o
auxilio de uma pinga estéril. Foram avaliadas as seguintes drogas: eritromicina (15
Ug), meticilina (5 pg), tetraciclina (30 pg), vancomicina (30 pg), ampicilina (10 ug),
gentamicina (10 ug), rifampicina (5 pyg) e penicilina G (10 IU).

Apbés 1 hora em temperatura ambiente, as placas foram incubadas em
aerobiose, a 37 °C; ap6s 18 h de incubacgao foi realizada a leitura dos diametros dos
halos de inibicao ao redor do disco de antimicrobiano (em milimetros). Os resultados
foram expressos quantitativamente, para a classificacdo dos micro-organismos em
sensivel, resisténcia intermediaria ou resistente as drogas antimicrobianas testadas.
Os pontos de corte utilizados foram aqueles descritos pelo CLSI (2015).

Formacao de biofilmes em placas de poliestireno

A capacidade dos isolados de Staphylococcus em formar biofilmes foi avaliada
em placas de poliestireno, de fundo chato, com 96 pocos, conforme descrito por
Stepanovic et al. (2000). Culturas de Staphylococcus em fase estacionéaria foram
utilizadas para o preparo do inéculo (DO, =0,1-0,2). Para cada isolado, em
quatro pocos da placa de microtitulacao foram adicionados 200 yL da suspenséao
bacteriana em BHI; as placas foram incubadas em aerobiose, a 37 °C, por 24 horas,
sem agitacao. Apos incubacéo, o conteudo de cada pogo foi aspirado e cada poco foi
lavado trés vezes com solugao salina estéril (pH 6,5, 150 mM, 250 pL). As bactérias
aderidas foram fixadas com metanol, por 15 minutos; o metanol foi removido e as
placas foram mantidas a temperatura ambiente até a secagem. Cristal violeta 2%
(200 pL/poco) foi adicionado a cada pogo da placa e, ap6s 5 minutos, 0 excesso de
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corante foi removido com agua. As placas foram mantidas novamente a temperatura
ambiente até a secagem e o corante ligado ao biofilme foi solubilizado pela adicéo
de acido acético glacial (160 pL/poco). A densidade 6ptica foi determinada em leitor
de microplaca, a 570 nm.

Baseado nos valores de absorbancia obtidos, os isolados foram classificados
em quatro categorias: nao produtor de biofilme (OD =< ODc), fraco produtora de
biofilme (ODc < OD < 2 x ODc), moderado produtor de biofilme (2 x ODc < OD < 4 x
ODc) e forte produtor de biofilme (4 x ODc < OD). ODc é o valor de cut-off, definido
como trés desvios padrao acima da média do controle negativo. Cada placa testada
teve um valor de ODc proprio (STEPANOVIC et al., 2000).

Como controle positivo de formacao do biofilme foi utilizado Staphylococcus
aureus ATCC 25923. Como controle negativo foi utilizado meio BHI néo inoculado.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram isolados 47 cocos Gram-positivos, sendo 41 isolados catalase positivos
(87,23%) e, portanto, pertencentes ao género Staphylococcus. Desses 41 isolados,
20 produziram coagulase e 23 produziram DNase.

Osisolados que apresentaram resultados positivos em todos os testes anteriores
(n=16) foram identificados como Staphylococcus aureus e avaliados quanto a
producédo de compostos antimicrobianos pelo teste de sobrecamada. Somente os
isolados 5.1 e 5.10 inibiram o crescimento do micro-organismo indicador Enterococcus
gallinarum ATCC 12359. Os demais indicadores avaliados, Enterococcus faecalis,
Staphylococcus epidermidis, Enterococcus faecium, Staphylococcus saprophyticus
e Escherichia coli, nao foram inibidos por nenhum dos isolados de S. aureus obtidos
nesse trabalho.

A capacidade de produzir bacteriocinas esta relacionada a competitividade em
ambientescomplexosetambémavirulénciadomicro-organismo, facilitando o processo
de colonizacdo do hospedeiro. Segundo Araujo et al. (2009), todas as linhagens de
Staphylococcus aureus meticilina resistentes, isoladas de pacientes internados em
um Hospital Regional, foram capazes de produzir substadncias antagonistas tipo
bacteriocinas, o que evidencia a producéao de peptideos antimicrobianos como uma
importante caracteristica de viruléncia em isolados clinicos.

Linhagens de S. aureus envolvidas em mastite bovina na regido sudeste do
Brasil foram avaliadas quanto a producdo de substancias antimicrobianas e 46
isolados inibiram S. epidermidis (CEOTTO, 2009). Tal resultado é contrastante com
os resultados do presente trabalho, em que nenhum dos isolados de S. aureus
inibiram S. epidermidis.

Para o antibiograma e a avaliacdo da capacidade de formacéo de biofilmes
foram selecionados 5 isolados de S. aureus: 5.1, 5.6, 5.10, 5.12 e 5.18. Todos esses
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isolados foram sensiveis a amicacina, clindamicina, eritromicina, gentamicina e
vancomicina, sendo todos resistentes a rifampicina. Os isolados 5.10 e 5.18 foram
0S mais sensiveis as drogas antimicrobianas analisadas (resisténcia somente a
rifampicina), enquanto o isolado 5.12 foi 0 mais resistente, crescendo na presenca
de quatro dos dez antimicrobianos avaliados. Os isolados 5.1, 5.6 e 5.12 podem ser
considerados multirresistentes (resisténcia a duas ou mais drogas) (Tabela 1).

Isolado AMI  AMP CLI ERI GEN OXA PEN RIF TET VAN
5.1 S S S S S R S R R S
5.6 S R S S S S R R S
5.10 S S S S S S S R S S
5.12 S R S S S R R R S S
5.18 S S S S S S S R S S

Tabela 1. Sensibilidade de linhagens de Staphylococcus aureus isoladas a partir de queijo
Minas artesanal a diferentes drogas antimicrobianas. O antibiograma foi realizado pelo teste de
disco-difuséo.

Legenda: AMI — amicacina; AMP — ampicilina; CLI — clindamicina; ERI — eritromicina; GEN — gentamicina; OXA —
oxacilina; PEN — penicilina; RIF — rifampicina; TET- tetraciclina; VAN — vancomicina

Resultados semelhantes aos obtidos no presente trabalho foram reportados
por Araujo (1998), em trabalho no qual observou que 201 isolados de S. aureus
provenientes de leite foram sensiveis a vancomicina, sendo a maioria dos isolados
também sensivel a amicacina, clindamicina, eritromicina e gentamicina. Ainda
no mesmo trabalho, 44,8 % dos isolados foram resistentes a ampicilina, 43,8%
resistentes a penicilina e 19,9% resistentes & tetraciclina (ARAUJO, 1998).

Em outro estudo realizado com linhagens de Staphylococcus isolados de
plantas e laticinios comercializados no Irda, todos os isolados foram resistentes a
vancomicina, 40% dos isolados foram resistentes a tetraciclina e 25% resistentes a
oxacilina (RAHIMI , 2013).

A frequéncia com que as bactérias adquirem resisténcia é mais elevada para
determinadas drogas antimicrobianas do que para outras, variando também com o
proprio micro-organismo (GUIMARAES et al., 2010).

O antibiograma fornece resultados qualitativos quando categoriza os
microrganismos em sensivel, resisténcia intermediaria e resistente. Ele se baseia
no fenétipo de resisténcia a droga antimicrobiana, orientando a equipe médica na
escolha do melhor antimicrobiano a ser utilizado. Além disso, trata-se de uma técnica
de baixo custo, facil de ser executada, que permite analisar varios antimicrobianos
ao mesmo tempo. Entretanto, o antibiograma tem como limitacdo o fato de néao
distinguir os efeitos bactericidas e bacteriostaticos dos antimicrobianos avaliados
(BALOUIRI, 2016).

Em relagdo a formacdo de biofilmes, somente o isolado 5.18 foi capaz de
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produzir biofilmes, embora tenha sido considerado fraco produtor quando comparado
ao controle positivo. Nas condi¢cOes avaliadas, os demais isolados n&o produziram
biofilmes.

Segundo Chagas (2015), todas as oito linhagens de S. aureus isoladas de leite
de vacas com mastite ou de equipamentos de ordenha foram capazes de aderir em
placas de poliestireno, sendo classificadas como fortes produtoras de biofilme.

Por outro lado, Sanches (2008), ao avaliar a producéao de biofilmes por linhagens
de S. aureus isoladas de recém-nascidos, reportou que 24% das amostras foram
classificadas como fracas produtoras de biofilme e 38% como fortes produtores.

O biofilme pode ser considerado uma importante caracteristica de viruléncia
entre estafilococos, por permitir a sobrevivéncia das bactérias em condicdes de
estresse, como condicbes de anaerobiose, presenca de acidez, presenca de
antibidticos, antimicrobianos e protec¢ao contra o proprio sistemaimune do hospedeiro
(KIRMUSAOGLU, 2016).

CONCLUSAO

A presenca de linhagens de Staphylococcus aureus em amostras de queijo
minas artesanal pode estar relacionado a ma qualidade da matéria prima e/ou a
falhas nas boas préaticas de producao do alimento.

A sintese de peptideos antimicrobianos e a capacidade de producéao de biofilme
nao parecem ser fatores de viruléncia presentes nos isolados de S. aureus obtidos
neste trabalho. Entretanto, linhagens multirresistentes a drogas antimicrobianas
foram identificadas, confirmando que isolados resistentes podem ser veiculados
também através de alimentos.
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RESUMO: S. aureus € uma bactéria Gram-
positiva, produtora de coagulase, que se
encontra presente na microbiota natural. E um
patdbgeno oportunista associado a colonizagéao
assintomatica de pele e mucosa, provoca
infeccdo quando essas barreiras fisiologicas
sao rompidas, permitindo a invasao bacteriana.
Essa bactéria se destaca devido a sua
capacidade de expressar uma variedade de
fatores de viruléncia o qual facilita a adeséao
celular, a evasdao do sistema imune, danos
a célula hospedeira 0 que leva os sinais e
sintomas da doenca. Além disso, € visto que
cada vez mais uma maior quantidade de
linhagens de S. aureus tem demonstrado
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resisténcia aos agentes antimicrobianos. Por essa razdo, S. aureus resistente a
meticilina e S. aureus multirresistente tém sido reconhecidos como as principais causas
de infeccdes hospitalares. Estes tipos de linhagens geralmente possuem diversos
fatores de viruléncia, os quais sao responsaveis por mediar propriedades relacionadas
a adesdo, toxicidade, resisténcia a fagocitose e modulacéo do sistema imunologico
do hospedeiro. Muitas das infec¢cées s&o causadas por producdo de biofilme, o qual
mostra evidéncias emergentes que sugerem que o crescimento dessas comunidades
microbianas mistas pode levar a alteragcdo dos perfis de toleréncia antimicrobiana.
A capacidade de linhagens de S. aureus adquirem fenotipos de hiperviruléncia e
multirresisténcia facilita a adaptacées em ambientes in0spitos, permitindo a disperséo
destes organismos tanto em servigcos de saude como na comunidade.

PALAVRAS - CHAVE: Infeccdo; Resisténcia; Oportunista; Biofilme

11 UMA VISAO GERAL DO PATOGENO STAPHYLOCOCCUS AUREUS

S. aureus € um microrganismo Gram-positivo, produtor de coagulase,
pertencente ao grupo das eubactérias, geralmente formam colénias amarelas,
acinzentadas ou laranja, em func¢do da grande quantidade de carotendides localizados
na membrana celular, como a estafiloxantina (GOLDMANN; MEDINA, 2018; TIWARI;
GATTO; WILKINSON, 2018). Caracterizado como patdégeno oportunista associado
a colonizagao assintomatica de pele e mucosa, provoca infeccdo quando essas
barreiras fisiol6gicas sdo rompidas, permitindo a invasao bacteriana (KRISMER et
al., 2017; NGUYEN, A. T.; TALLENT, 2018; YANG et al., 2018).

Essa bactéria tem se destacado devido a capacidade de expressar variedade
de fatores de viruléncia que facilitam a adesao celular, a evasao do sistema imune,
danos a célula hospedeira provocando os sinais e sintomas da doenca (COPIN;
SHOPSIN; TORRES, 2018; GOLDMANN; MEDINA, 2018; SHAHINI SHAMS ABADI
et al., 2017). Essa versatilidade esta relacionada com o amplo espectro de doencgas
causadas por este organismo, que englobam desde infec¢des localizadas nos
tecidos moles (impetigo e dermatite) e também complicac¢des sistémicas (bacteremia,
sepse e sindrome do choque tdéxico) (HUNTER et al., 2016; PERES et al., 2015;
VAN WAMEL, 2017). S. aureus podem ser responsaveis por bacteremia associada
a pneumonia sendo associada ao cateter venoso central. Além das infeccbes acima
mencionadas, esta bactéria € muitas vezes responsavel por doencas mediadas por
toxinas, tais como a sindrome do choque téxico, sindrome da pele escaldada, dentre
outras (SEILIE; BUBECK WARDENBURG, 2017).

Um numero cada vez maior de linhagens de S. aureus tem demonstrado
resisténcia aos agentes antimicrobianos; por esta razdo, S. aureus resistente a
meticilina (MRSA) e S. aureus multirresistente (MDRSA) sdo reconhecidos como
as principais causas de infec¢cées hospitalares (FURTADO et al., 2019; HUNTER
et al., 2016; NARAYANAN et al., 2019). Linhagens resistentes de S. aureus tem
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emergido na comunidade e aumentando tanto a frequéncia quanto a gravidade de
infeccbes causadas por esta bactéria (RICHARDSON et al., 2019). De fato, niveis
alarmantes de resisténcia ja sdo detectados em algumas localizacbes, e alguns
isolados de S. aureus possuem resisténcia para farmacos considerados como de
ultima escolha, como a vancomicina (OLUFUNMISO; TOLULOPE; ROGER, 2017;
VANEGAS MUNERA et al., 2017).

Durante a infeccéo, as fungdes do organismo s&o prejudicadas devido aos
danos que sao causados no tecido do hospedeiro induzidos por varios fatores de
viruléncia liberados apés a replicacéo bacteriana. Certas toxinas bacterianas ativam
especificamente o sistema imunoldgico, resultando na liberacdo subsequente de
citocinas e em lesdes nos tecidos (HODILLE et al., 2017). A regulagéo da viruléncia
envolve uma rede complexa de circuitos reguladores globais, como os sistemas de
dois componentes (TCS), que identificam sinais ambientais e/ou do hospedeiro e
induzem a ativacao de reguladores, que agem sozinhos e em conjunto para modular a
expressao génica (BALASUBRAMANIAN et al., 2017). Sdo exemplos de circuitos os
sistemas agr (regulador génico acessério de quorum sensing), SaeRS TCS (sistema
de expressao de exoproteinas de S. aureus), SrrAB TCS (regulador respiratorio
estafilocécico) e a familia de proteinas SarA (JENUL; HORSWILL, 2018).

Neste capitulo sera discutido o papel de diferentes determinantes de viruléncia
na patogénese de S. aureus, além de relacionar a influéncia de elementos genéticos
na patogenicidade.

2| VARIABILIDADE GENETICA DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS E A
PATOGENICIDADE

Os genes envolvidos em vias de viruléncia podem ser adquiridos pelas
linhagens de S. aureus através de conjugacao, transducdo e mutacdes de novo.
A variacdo genOGmica em S. aureus é descontinua, com subdivisbes chamadas
complexos clonais. As forcas multifatoriais que moldam a estrutura de variacdo em
S. aureus provavelmente incluem competicdo bacteriana e barreiras a troca genética
(CHAVES-MORENQO et al., 2016; PLANET et al., 2017).

Os clones com elevada resisténcia aos antibidéticos e/ou multiplos fatores
de viruléncia emergem rapidamente devido a aquisicdo de genes (por diversas
vias) a partir de outras linhagens de S. aureus ou mesmo de outros géneros
(HAABER; PENADES; INGMER, 2017). Esta plasticidade permite que S. aureus
se adapte a diferentes tipos de estresses e sobreviva em diferentes condi¢des
(BALASUBRAMANIAN et al., 2017; KRISMER et al., 2014; KRISMER et al., 2017). A
variabilidade genética de S. aureus é mediada por um conjunto diverso de elementos
genéticos méveis (MGEs) que incluem plasmideos, transposons, integrons, ilhas
genbmicas, ilhas de patogenicidade de S. aureus (SaPls), elementos conjugativos
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integrativos, cassetes de cromossomos estafilocdcicos (SCC) e fagos (ALIBAYOV et
al., 2014; COPIN; SHOPSIN; TORRES, 2018).

A diversidade dos genomas de S. aureus se da decorrente principalmente da
conjugacao e transducéo, e estima-se que apenas 44% dos genes sdo compartilhados
por diferentes cepas (COPIN; SHOPSIN; TORRES, 2018; HAABER; PENADES;
INGMER, 2017). A parte central do genoma estéa relacionada com fungdes essenciais
como replicacéo e expressao do material genético (processamento de RNA, estrutura
ribossomal e outros processos relacionados a transcricao e traducéo) e metabolismo
de macromoléculas (sinteses e transporte de aminoacidos, carboidratos e lipideos).
Por outro lado, a parte variavel do genoma possui atribuicées funcionais amplamente
diferentes, incluindo caracteristicas de viruléncia e resisténcia especificas para cada
linhagem (BOSI et al., 2016).

A transferéncia de material genético é elevada durante a colonizagdo do
hospedeiro e exposicédo aos antibidéticos em concentragdes sub-inibitdrias (que pode
ocorrer pelo uso inapropriado desta droga (STANCZAK-MROZEK; LAING; LINDSAY,
2017). De fato, a exposicado das linhagens aos mais diversos agentes estressores
(terapia antimicrobiana, espécies reativas) que provocam dano no DNA de forma
direta ou indireta tem sido relacionada com a geracéo de mutacdes aleatérias que
podem originar novos alelos conferindo resisténcia e caracteristicas de viruléncia
(PAINTER et al., 2015; SCHRODER; GOERKE; WOLZ, 2013; THAl et al., 2017). Este
fendbmeno ocorre através da ativacdo da resposta SOS de reparo a danos no DNA,
estando também relacionadas a mobilizacao de fagos e plasmideos (PAINTER et al.,
2015; VESTERGAARD; PAULANDER; INGMER, 2015). A seguir sdao apresentados
0s principais elementos genéticos méveis de S. aureus.

2.1 Plasmideos de S. aureus

Os plasmideos séo a principal forma de disseminacdao de determinantes de
resisténcia e fatores de viruléncia (BUKOWSKI et al., 2019), sendo definidas como
moléculas de DNA (4cido desoxirribonucleico) de fita dupla circular (covalentemente
fechadas) com capacidade autorreplicante que geralmente ndo contém genes
necessarios para fungdes celulares essenciais. Os plasmideos de S. aureus
tem tamanho variando entre 1 kb até mais de 100kb, mediano de 20 kb (COPIN;
SHOPSIN; TORRES, 2018).

Os pequenos plasmideos criticos sdo predominantes e possuem apenas genes
de replicacédo, enquanto os maiores tendem a estar implicados na desintoxicacao
de metais pesados, na disseminac¢ao da resisténcia a multiplos farmacos (genes de
resisténcia a vancomicina e macrolideos) e na produg¢do de proteinas associadas
a viruléncia (genes codificadores de enterotoxinas) (BUKOWSKI et al., 2019;
FESSLER et al.,2018; MCCARTHY; LINDSAY, 2012; MCGUINNESS; MALACHOWA;
DELEO, 2017). A grande maioria dos plasmideos de S. aureus necessita de fagos
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ou plasmideos conjugativos maiores para ser transmitidos (COPIN; SHOPSIN;
TORRES, 2018).

2.2 Bacteriéfagos de S. aureus

Outro tipo de MGE importante s&o os fagos, virus que podem se integrar ao
cromossomo S. aureus levando a dispersdo de genes de viruléncia e resisténcia
(MASLANOVA et al., 2013). Estudos recentes que analisaram 0s genomas
depositados de diferentes linhagens de S. aureus sugerem a presencga de um a quatro
bacteridfagos, sendo reconhecidos mais de 80 tipos de sequéncias desse virus para
esta espécie (COPIN; SHOPSIN; TORRES, 2018). Os fagos podem carrear um ou
mais genes relacionados a resisténcia aos antibidticos (cassete cromossomal de
estafilococos mec - SCCmec; do inglés staphylococcal cassette chromosome mec)
(CHLEBOWICZ et al., 2014; SCHARN; TENOVER; GOERING, 2013) e fatores de
viruléncia como a toxina leucocidina Panton-Valentine - PVL), enterotoxinas (sea,
sek, seq) e toxina esfoliativa (eta) (GARBACZ; PIECHOWICZ; MROCZKOWSKA,
2015; HU et al., 2015; KARASARTOVA et al., 2016). Os fagos também mobilizam
outros MGEs como plasmideos e SaPls, amplificando assim sua relevéancia para a
variabilidade genética microbiana (MARTINEZ-RUBIO et al., 2017).

2.3 lihas de Patogenicidade de S. aureus

As SaPls sao ilhas cromossOGmicas que residem quiescentes em locais
especificos no cromossomo de S. aureus e sao induzidas por fagos auxiliares
a se replicar e disseminar para outras linhagens e espécies, desempenhando
papéis importante na patogenicidade bacteriana (MARTINEZ-RUBIO et al., 2017;
NGUYEN, S. V.; MCSHAN, 2014). SaPIs espalham genes codificadores de toxinas
entre bactérias (enterotoxinas e toxinas do choque tdxico, estando relacionadas a
contaminacao alimentar (BOWRING et al., 2017; SATO’O et al., 2013; SUZUKI et
al., 2015).

31 TOXINAS DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS

3.1 Alfa-toxina e B-hemolisina

Alfa-toxina é uma proteina de 33 kDa produzida por isolados clinicos de S.
aureus, tem sido relatada por neutralizar a resposta imunitaria protetora (OLANIYI
et al., 2018). A a-toxina se liga a célula-alvo, formando poros na bicamada lipidica
para formar um canal transmembrana hidrofilico (SEILIE; BUBECK WARDENBURG,
2017). Demonstrou-se que esta toxina afeta uma ampla gama de tipos de células
humanas, incluindo células epiteliais, células endoteliais, células T, mondcitos e
macréfagos (HILLIARD et al., 2015).
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A B-hemolisina é produzida em grandes quantidades em isolados de infeccoes
crénicas da pele humana (KATAYAMA et al., 2013). E téxica contra queratinocitos
humanos, leucdcitos polimorfonucleares, mondcitos e linfécitos T e inibe a expressao
de interleucina-8 (IL-8) pelas células endoteliais. Estes podem contribuir para a
evasao do fagossomo e inducédo da formacao de biofiime (KATAYAMA et al., 2013;
TAM; TORRES, 2019).

3.2 Leucocidina Panton-Valentine - PVL

PVL é uma toxina frequentemente codificada por genes presentes MGEs
como os bacteriofagos lisogénicos (HU et al.,, 2015; PRABHAKARA et al., 2013).
E uma toxina formadora de poros que possui duas subunidades denominadas de
proteinas classe S (LukS-PV) e classe F (LukF-PV). Quando em contato com as
membranas celulares do hospedeiro, reduz a resisténcia imunolbgica por lise de
leucocitos ou apoptose e tem como alvo os receptores de complemento (GOUDARZI
et al., 2019). Em varios estudos, os isolados de S. aureus portadores da toxina
PVL estéo ligados a infecgbes cutaneas, incluindo abscessos, furunculos e feridas
cirargicas (CHANGCHIEN et al., 2016; FUNAKI et al., 2019; HARCH et al., 2017;
IMMERGLUCK et al., 2017; OLANIYI et al., 2018; SHAHINI SHAMS ABADI et al.,
2017; SINA et al., 2013).

Atualmente, tem sido bem documentado que as IPTMs (Infeccdo da Pele
e Tecidos Moles) estdo frequentemente associadas a isolados de S. aureus
portadoras de PVL (OLIVEIRA, D.; BORGES; SIMOES, 2018). Infec¢cbes por S.
aureus adquiridas em hospital que combinam producao da toxina PVL com alta
resisténcia antimicrobiana estao emergindo rapidamente e parece ser impulsionado
pelo aumento de infec¢cbes cutaneas adquiridas por MRSA. Os genes codificadores
de PVL podem ser encontrados em clones altamente diversificados de isolados de
S. aureus (GOUDARZI et al., 2019). Os isolados de MRSA produtores de toxina PVL
podem causar infec¢cdes mais graves e complicadas, com maior taxa de mortalidade
quando comparadas as cepas que nao produzem toxina PVL (ZHANG et al., 2016).

3.3 Modulinas soluveis em fenol (PSMs)

As modulinas soluveis em fenol (PSMs) séao outro tipo de fator de viruléncia
em S. aureus, codificado no genoma central e subdividem-se em PSMa, PSMp e
PSMy (KAITO et al., 2011; OLIVEIRA, D.; BORGES; SIMOES, 2018). Esses fatores
de viruléncia sdo uma familia de pequenos peptideos a-helicoidais, anfipaticos, que
possuem atividades citoliticas e desempenham um papel importante na patogénese
do S. aureus (JOO; CHEUNG; OTTO, 2011). No genoma de S. aureus, o loco agr
regula a expressdo de varios genes de viruléncia e o gene agrA atua como um
regulador positivo para os PSMs (KHORASANI et al., 2019).

Acredita-se que as PSMs se ligam a membrana citoplasmatica de maneira nao
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especifica, o que, por sua vez, pode levar a desintegracdo da membrana. Considerou-
se que a composicao de fosfolipidios e a carga da membrana sao importantes para
a suscetibilidade das células as PSMs (OTTO, 2014). A tendéncia de PSMs de se
agregarem em oligdmeros, formando poros de curta duragdo e sua capacidade de
facilitar a disseminacao em superficies ou estruturar biofilmes parece ser os principais
aspectos na patogénese (PESCHEL; OTTO, 2013).

PSMa desempenha um papel chave na capacidade de MRSA associado a
comunidade para causar infeccdo da pele e bacteremia e os peptideos PSMs em
S. aureus tém atividades de estruturacdo de biofilme, indicando sua influéncia no
desenvolvimento do biofilme através de propriedades fisico-quimicas compartilhadas
(PERIASAMY etal.,2012; WANG et al., 2007). Além disso, acredita-se que a producao
de PSMs esteja altamente correlacionada a capacidade das espécies estafilococicas
de causar infecgbes invasivas, devido a sua capacidade de lisar neutréfilos humanos
e estimular respostas inflamatérias (OLIVEIRA, D.; BORGES; SIMOES, 2018).

Foi descrito em literatura linhagens contendo os genes psm e mecA (psm-mec)
em clusters SCCmec (SCCmec tipo I, 1l e VIII) (KAITO et al.,, 2011; QUECK et
al., 2009). A proteina PSM-mec codificada pelo gene no elemento genético mével
SCCmec regulam a viruléncia de S. aureus (KAITO et al., 2011). Esta é a primeira
toxina do S. aureus que seu gene localiza em um MGE com um gene de resisténcia
a antibidticos (CHATTERJEE et al., 2011). Essas fun¢des podem contribuir para
diminuir o dano adicional ao hospedeiro, mas permite a sobrevivéncia das bactérias
no hospedeiro por mais tempo (KHORASANI et al.,, 2019). Estudos recentes
sugerem que as PSMs contribuem com a inflamacéo cuténea através da inducao
da producéo de IL-17 por células T auxiliares pela via mediada por IL-36R (LIU et
al., 2017). Particularmente, as PSMs de S. aureus induzem a liberacéo de IL-1a e
IL-36a por queratinécitos, levando a producéo de IL-17 mediada por IL-1R e IL-36R
(NAKAGAWA et al., 2017).

3.4 Toxinas esfoliativas (TEs)

As toxinas esfoliativas (TEs), conhecidas como toxinas epidermoliticas, que
sdo serinas proteases extremamente especificas secretadas por S. aureus. Estas
proteases reconhecem e hidrolisam as caderinas do desmossomo nas camadas
superficiais da pele (KATO et al., 2011). As TEs sao exotoxinas associadas a clivagem
de jungdes de queratindcitos e a adesédo célula-célula na epiderme do hospedeiro, o
que pode induzir o descascamento da pele e a formacéo de bolhas (MALACHOWA;
DELEO, 2010).

As principais TEs sdo a toxina esfoliativa A/B/C/D (TEA, TEB, TEC, TED).
TEA e TEB sao mais comumente implicados em danos a pele humana (tais como,
impetigo bolhoso e SSSS - Sindrome da Pele Escaldada do Recém-Nascido,
respectivamente), enquanto a TEC foi isolada apenas de uma infeccéo de cavalo e
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nenhuma associacéao com doenca humana foi encontrada (BUKOWSKI; WLADYKA;
DUBIN, 2010). A TED so6 foi identificada em 2002 em uma amostra clinica de S.
aureus (OLIVEIRA, D.; BORGES; SIMOES, 2018).

4 | BIOFILMES DE S. AUREUS

Os biofilmes bacterianos sé&o a causa subjacente de muitas infec¢des crénicas
que sao dificeis de tratar. A tendéncia de vida do biofilme confere toleréncia de alto
nivel a antibiéticos e anti-sépticos, o qual é refletido pela exigéncia de concentracdes
100 a 1.000 vezes mais altas desses compostos para tratar biofilmes em comparacao
com seus equivalentes planctonicos (ORAZI; RUOFF; O'TOOLE, 2019). Dessa
forma, os biofilmes podem ser definidos como comunidades microbianas envoltas por
uma matriz de polimeros extracelulares aderidas a superficies. Os microrganismos
podem associar-se a residuos organicos e inorganicos presentes na superficie
de equipamentos e utensilios, caso o processo de higienizagcdo seja aplicado
incorretamente (GALIE et al., 2018; OLIVEIRA, W. F. et al., 2018).

Esses biofilmes podem estar ligados a superficies ou outras células que possuem
uma matriz extracelular protetora, dessa forma pode promover a colonizagdo por
S. aureus. A formacéo de biofilmes por S. aureus em implantes médicos e tecidos
hospedeiros torna este patbgeno umadas principais causas de infec¢des relacionadas
aos dispositivos médicos e hospitalares, as quais resultam em condi¢des clinicas
perigosas, cronicas e recorrentes (BALASUBRAMANIAN et al., 2017; OLIVEIRA,
W. F. et al., 2018). A sintese de biofilme fornece defesa contra varios mecanismos
imunoldgicos do hospedeiro e da acado dos agentes antimicrobianos. Neste sentido,
linhagens com resisténcia a multiplas drogas possuem também geralmente elevada
capacidade de produzir biofilme, a exemplo das linhagens de MRSA (AZMI; QREI;
ABDEEN, 2019; MONTEIRO et al., 2019).

Diversos genes estédo envolvidos na producéo e manutencao de biofilmes por
S. aureus. Estudos indicam que a formagédo do biofiime &€ mediada pelo operon
icaADBC, presente na maioria das linhagens de MRSA e MSSA (MONTEIRO et al.,
2019; SERRAY et al., 2016). Este locus esta envolvido com a producéo da adesina
intercelular polissacaridica (PIA) presente na matriz extracelular de S. aureus. A
expressao do locus ica é afetada pelas condicdes ambientais e esta associada aos
mecanismos de quorum sensing (QS) em situacées onde a dispersao para novos
locais de infeccdo € necessaria, os genes icaADBC séao regulados negativamente
(ARCIOLA et al., 2015; LAVERTY; GORMAN; GILMORE, 2013).

51 CONCLUSAO

S. aureus possui multiplos determinantes de viruléncia e resisténcia que garante
a adaptabilidade desta espécie aos mais diferentes habitats e influéncia no sucesso
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da colonizacdo nos hospedeiros. Dentre os fatores de viruléncia mais importantes
estdo as proteinas de adesdo, toxinas citotdéxicas e a formagdo de biofilme. De
fato, diversos estudos tém demonstrado que as linhagens envolvidas em surtos
(em ambientes hospitalares € nas comunidades) possuem perfis de hiperviruléncia
associados a elevada resisténcia aos antimicrobianos. Neste sentido, é de suma
importancia estudos que visam a deteccdo dos determinantes de viruléncias de
clones circulantes em determinadas regides para que medidas efetivas de controle
e prevencgao sejam adotadas.
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RESUMO: Nos ultimos anos tem se observado
um rapido aumento na resisténcia bacteriana
no mundo. Assim, o objetivo deste trabalho
foi caracterizar isolados de enterobactérias
da determinacdo do perfil de
resisténcia aos antimicrobianos B-lactamicos e
pesquisa dos genes bla®™M, bla™ e bla®tV. A
susceptibilidade aos agentes antimicrobianos
dos isolados foi avaliada pelo método de disco

através
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difusédo e pelo sistema automatizado VITEK 2.
Foram obtidos 176 isolados, distribuidos em
Enterobacter spp 42,86% (6/14), Klebsiella spp.
28,57% (4/14), Escherichia coli 14,28% (2/14),
Shigella flexneri 14,28% (2/14), destes 7,95%
(14/176) apresentaram perfil de resisténcia
aos antimicrobianos B-lactamicos, os testes de
suscetibilidade demonstrando que 100% das
amostras foram resistentes a ampicilina e as
cefalosporinas de primeira e segunda geracao,
85% foram resistentes a cefalosporina de
terceira geracao e 9% resistente a cefalosporina
de quarta geracdo. Também foi identificado um
isolado de Escherichia coliresistente a todas as
cefalosporinas, incluindo as de amplo espectro
e ao aztreonam e um isolado de Enterobacter
spp resistente ao ertapenem. A analise genética
dos isolados positivos para a producao de
ESBL, identificou o gene bla®™™ em 92,85%
(13/14) (Enterobacter spp, 5; Klebsiella spp
,4; Shigella flexneri, 2 e Escherichia coli, 2),
bla™ em 21,43% (3/14) (Enterobacter spp, 2
e Klebsiella spp., 1) e a combinacéo dos genes
blac™M e bla™ foi encontrado em 14,28%
(2/14). Os resultados deste estudo demonstram
que a avaliagdo continua da resisténcia aos
B-lactamicos é extremamente importante,
evidenciando o valor de um monitoramento
continuo e estratégias eficientes para diminuir
a propagacao destes agentes.

PALAVRAS-CHAVE: f-lactamases, ESBL,
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Resisténcia antimicrobiana, Enterobactérias.

ENTEROBACTERIA PRODUCERS OF EXTENDED-SPECTRUM BETA-
LACTAMASE (ESBL) IN AMBULATORY PATIENTS COPROCULTURE

ABSTRACT: In recent years there has been a rapid increase in bacterial resistance in
the world. Thus, the objective of this work was to characterize isolates of enterobacteria
by determining the resistance profile to B-lactam antimicrobials and bla®™M, bla™" and
blaS"V gene research. The susceptibility to the antimicrobial agents of the isolates was
evaluated by disk diffusion method and the VITEK 2 automated system. 176 isolates,
distributed in Enterobacterspp 42.86% (6/14), Klebsiellaspp. 28.57% (4/14), Escherichia
coli14.28% (2/14), Shigella flexneri 14.28% (2/14), 7.95% of these (14/176) presented
B-lactams antimicrobial resistance profile, susceptibility testing demonstrating that
100% of the samples were resistant to ampicillin and cephalosporins of first and second
generation, 85% were resistant to third generation cephalosporins and 9% resistant
to fourth generation cephalosporin. It was also identified a cephalosporin-resistant
Escherichia coli isolate, including those of broad spectrum and aztreonam and an
Enterobacter spp isolate resistant to ertapenem. Genetic analysis of positive isolates
for the production of ESBL, identified the bla ™M gene at 92.85% (13/14) (Enterobacter
spp, 5; Klebsiella spp, 4; Shigella flexneri, 2 and Escherichia coli, 2), bla™" at 21.43%
(3/14) (Enterobacter spp, 2 and Klebsiella spp., 1) and the combination of genes
bla®™M and bla™" was found at 14.28% (2/14). The results of this study demonstrate
that continuous evaluation of B-lactam resistance is extremely important, highlighting
the value of continuous monitoring and efficient strategies to slow the spread of these
agents.

KEYWORDS: B-lactamase, ESBL, Antimicrobial resistance, Enterobacteria.

11 INTRODUCAO

Enterobactérias produtoras de ESBL, (do inglés, Extended Spectrum
B-lactamases) sao reconhecidas como importantes agentes etiolégicos causadoras
de infeccbes do trato urinario, pneumonias, septicemias, meningites entre outras
inUmeras infec¢cdes (Manyahi et al., 2017). Essas foram capazes de se adaptar as
profundas modificagbes farmacoldgicas ocorridas nas ultimas trés décadas, sendo
descritas em percentuais endémicos e epidémicos em hospitais de todo 0 mundo
(Hizajii et al., 2016).

As ESBLs séo capazes de hidrolisar penicilinas, cefalosporinas de primeira a
quarta geracao e o monobactamico aztreonam, minimizando as op¢des terapéuticas
(Manyahi et al., 2017). A utilizagcdo excessiva ou inadequada dos antibidéticos em
humanos e animais acelerou o aparecimento e a propagacao de bactérias resistentes
(Chandramohan & Revell 2012). Além disso, os genes que codificam estas enzimas
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fazem parte de elementos genéticos moveis como integrons, transposons e
plasmideos que podem ser disseminados horizontalmente entre diferentes bactérias,
0 que representa um risco epidemioldgico (Persoons et al., 2010; Seki et al., 2013).
Assim, o rapido reconhecimento de amostras produtoras destas enzimas é importante
para a selecao do agente antimicrobiano adequado para o tratamento da infeccéao.

As B-lactamases sdo enzimas que conferem resisténcia através de hidroxilizagao
irreversivel da ligacdo amida do anel B-lactamico, inibindo a biossintese da
camada do peptideoglicano, principal constituente da parede celular das bactérias,
comprometendo a integridade da parede celular e levando a lise celular (Madigan,
2016). Sao codificadas por genes chamados bla, (bla™V, bla*", bla®™M) que podem
estar presentes no cromossomo bacteriano ou em plasmideos. A expressao desses
genes pode ser induzida pela presenca dos antibidticos B-lactamicos ou estar
continuamente ativada. Assim, as B-lactamases podem estar presentes de forma
induzivel ou constitutiva (Carattoli, 2013).

A proporcéao de bactérias produtoras de ESBL ocasionando infeccbes em todas
as regides do mundo é alta (Hawkey & Jones, 2009). As ESBLs sao as principais
responsaveis no que diz respeito as infeccbes nosocomiais e comunitarias por
membros da familia Enterobacteriaceae (Hizajii et al., 2016). Atualmente, a frequéncia
do aparecimento de cepas multirresistentes que produzem ESBL é cada vez maior,
contudo, estas bactérias sdo menos frequentes na Europa do que na América Latina
(Coque et al., 2008). No Brasil, a producao de ESBL em enterobactérias € alarmante,
pois ja tem sido descritas variantes do tipo bla®™M, bla™M, bla®tV, entre outras (Silva
& Lincopan, 2012).

Apesar de existirem muitas pesquisas relatando indices e mecanismos
de resisténcia aos antimicrobianos em enterobactérias em diferentes paises
e instituicbes, mostrando as tendéncias regionais e globais, dados locais séo
essenciais para poder direcionar as intervencdes, a fim de conter os problemas a
serem causados por esses microrganismos multirresistentes.

2| MATERIAL E METODOS

2.1 Amostra Populacional Estudada

A amostragem foi constituida de 176 cepas bacterianas, de amostras
ambulatoriais, isoladas de coprocultura no periodo de 2012 a 2016 do Estado do
Para. Com registro do comité de ética CAAE: 52530916.0.0000.0019.

2.2 Manutencao das amostras

As amostras armazenadas em Agar estoque (Difco, U.S.A) foram repicadas
para o caldo Luria Bertani (LB) (Difco, U.S.A) e incubadas em estufa na temperatura
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de 37°C durante 24 horas. Ap6s a turvacéo do caldo uma aliquota foi semeada
em placas de agar MacConkey (Difco, U.S.A) e incubada a 37°C por 24 horas.
ApOs a incubacgéo, as amostras foram submetidas ao teste de suscetibilidade aos
antimicrobianos realizado através de disco-difuséo e por automacéo no equipamento
VITEK® 2 (BioMérieux).

2.3 Analise da Susceptibilidade a Agentes Antimicrobianos

A susceptibilidade aos agentes antimicrobianos dos isolados no periodo
de 2012 a 2014 foi avaliada pelo método de disco-difusdo de acordo com as
recomendacdes do Clinical and Laboratory Standards Institute - CLSI (2012) com
0s seguintes antimicrobianos: amoxacilina/acido clavulanico (110 mcg), cefalotina
(30 mcg), ceftazidima (30 mcg}, cefoxitina (30 mcg), aztreonam (30 mcg) (Oxoid,
Basingstoke, Inglaterra) e pelo sistema automatizado VITEK® 2 (BioMérieux). Ja as
amostras bacterianas referentes ao periodo de 2015 a 2016 foram submetidas ao
teste apenas pelo sistema automatizado VITEK® 2 (BioMérieux) utilizando o cartao
AST-238, onde foram seguidas as instru¢des do fabricante.

2.4 Controle de qualidade para testes de suscetibilidade aos antimicrobianos

As analises de controle de qualidade para os testes de suscetibilidade aos
antimicrobianos foram utilizadas cepas American Type Culture Colletion (ATCC). A
K. pneumoniae ATCC 700603 produtora de ESBL e a Escherichia coli ATCC 25922
nao produtora de ESBL, foram utilizadas como controle de qualidade para todos os
teste. A interpretacéo dos resultados foi realizada utilizando os limites preconizados
para cada ATCC (CLSI, 2012).

2.5 Extracao do DNA bacteriano e PCR para ESBL

Para a extracdo do DNA bacteriano foi utilizado o kit DNA 1Q (Promega)
seguindo as recomendacdes do fabricante. Cada reacdo de amplificacéo teve um
volume final 25uL, contendo 20ng de DNA, 10 Mm Tris-HCI, pH 8,5, 50 mMKClI,
1,5/uM MgCI2, 1,25 mM de cada dNTP, 1,25 mM de cada primer e 0,5 unidade
de Taq DNA polimerase Platinum (Invitrogen). Incubadas em termociclador modelo
Vereti™ 96-Well Thermal Cycler (AppliedBiosystems—US). Apos a amplificacédo para
visualizacao do produto final da PCR, todas as amostras foram aplicadas em gel de
agarose (2%) com marcador de peso molecular 1Kb, juntamente com os controles
positivo e negativos.
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Primer Sequéncia (5'->3') Amplicon Referéncia

bla™"-R ATAAAATTCTTGAAGACGAAA 1080 pb Schmitt et al., 2007.
bla™"-F GACAGTTACCAATGCTTAATCA

blas?"-R AAAGATCCACTATCGCCAGCAG 231 pb  Naseshi et al., 2010
blasHv-F ATTCAGTTCCGTTTCCCAGCGG

bla®™-R TTTTTTGCGATGTGCAGTACCAGTAA 544 pb Edelstein et al., 2003
blat™-F CGATATCGTTGGTGGTGCCATA

Tabela 1: Sequéncia de primers utilizados para amplificacao de genes codificadores de
B-lactamases do tipo bla®™M, bla™" e bla®V.

3| RESULTADOS

3.1 Género/faixa etaria

A tabela 2 apresenta o total e o percentual da faixa etaria/género envolvidos
nos casos de pacientes com amostras positivas para bactérias pertencentes a familia
Enterobacteriacae, transcritas das fichas clinico-epidemiol6gicas que foram isoladas
através de coprocultura durante o periodo de 2012 a 2016. Do total de amostras
analisadas, 57,95% (102/176) sao pertencentes ao género masculino e 42,04%
(74/176) sao pertencentes ao sexo feminino. A idade dos pacientes variou de 0 a 80
anos de idade (Tabela2).

GRUPOS FAIXA ETARIA MASCULINO FEMININO TOTAIS
o+ (%%6)** Ne* (%)* Ne* (o)
CRIANCAS Oai2 14 7.95% 17 9.65% 31 17,61%
ADOLESCENTES 13a18 11 6,25% - 11 6.25%
ADULTOS 19 a 80 67 38,06% 51 28.9% 118 67,04%
N.L 10 5,68 6 3,4% 16 9,09%
SUBTOTAIS 102 57,895% 74 42,04% 176  100%

Tabela 2 — Distribuicao de faixa etaria/género de pacientes isolados com enterobactérias no
periodo de janeiro de 2012 a dezembro de 2016.

*N.I= Néo Informado **Sinal convencional utilizado: - Dado numérico igual a zero nao resultante de
arredondamento.

3.2 Locais de Ocorréncia

Durante o periodo de levantamento de dados (janeiro de 2012 a dezembro
de 2016), verificou-se a ocorréncia de pacientes infectados com enterobactérias
patogénicas em 30 municipios (Grafico 1).
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Graéfico 1 — Distribuicao de pacientes de acordo com os municipios no periodo de janeiro de 2012 a dezembro de
2016.

3.3 Cepas Patogénicas Isoladas

Foram analisadas 176 amostras de cepas patogénicas. As amostras estudadas
foram distribuidas em 16,4% (29/176) amostras do ano de 2012, 9,6% (17/176)
amostras do ano de 2013, 23,8% (42/176) amostras do ano de 2014, 3,4%
(6/176) amostras do ano de 2015, e 46,5% (46,5%) amostras do ano de 2016.
As enterobactérias isoladas estao descritas na Tabela 3. A Salmonella Typhi foi o
microrganismo mais isolado (36,9%) seguido Enterobacter spp (21,5%) e Salmonella
spp (14,7%), respectivamente.

Enterobactérias

patogénicas isoladas N (%)
Salmonella Typhi 65 36,9%
Enterobacter spp 38 21,5%
Salmonella spp 26 14,7%
Klebsiella spp. 23 13,0%
Escherichia coli 10 5,6%
Shigella flexneri 6 3,4%
Shigella sonnei 3 1,7%
Proteus mirabillis 3 1,7%
Shigella dysenterie 1 0,56%
Klebsiella pneumoniae 1 0,56%
TOTAL 176 100%

Tabela 3 — Frequéncia de microrganismos isolados pertencentes a familia Enterobacteriaceae
do periodo de 2012 a 2016.

3.4 Deteccao fenotipica de B-lactamases de espectro estendido (ESBL)

Os resultados obtidos do perfil de suscetibilidade a antimicrobianos, a
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Escherichia colifoi o Unico microrganismo que apresentou resisténcia as penicilinas,
cefalosporinas de primeira, segunda, terceira e quarta geracdo e o monobactamico
aztreonam (Tabela 4).

Antibiéticos Escherichia coli

uy)

Ampicilina (AMP)
Ampicilina+Sulbactam (ASB)
Piperacilina+Tazobactam (PPT)
Cefuroxima (CRX)

Cefuroxima axetil (CRXXx)
Ceftazidima (CAZ)

Cefoxitina (CFO)

Ceftriaxona (CRO)

Cefepime (CPM)

Ertapenem (ERT)

Imipenem (IPM)

Meropenem (MER)

Amicacina (AM)

Gentamicina (GEN)
Ciprofloxacina (CIP)

Tigeciclina (TIG)

Colistina (COL)

Cefalotina (CFL)

Aztreonam (ATM)
Amoxacilina+Acido Clavulanico (AMC)
Sulfametoxazol+Trimetroprim (SUT)
Nitrofurantoina (NIT)
Norfloxacin (NOR)

w »nw -1V DT OLOLITITOHOOE®KOIIOO-— T JT VD

uy)

Tabela 4 - Perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos do isolado de Escherichia coli.

*S=Sensivel; R=Resistente; I=Intermediario.

O sistema automatizado VITEK 2 foi utilizado para a triagem das 176 amostras,
onde foram observados resultados sugestivos para a producdo de ESBL em 7,95%
dos isolados (14/176). Na tabela 5, esta relacionada a distribuicdo das espécies
isoladas sugestivas de producédo de ESBL. Foi observado que dentre os 4 isolados
0 género Enterobacter spp (42,85%) foi o microrganismo mais isolado seguido de
Klebsiella spp (28,57%). Ja os isolados de Shigella flexneri e Escherichia coli foram
0s menos detectados com 14,28% de frequéncia cada uma.
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Enterobactérias com fenétipo

positivo para producao de ESBL N (%)
Enterobacter spp 6 42,85%
Klebsiella spp. 4 28,57%
Escherichia coli 2 14,28%
Shigella flexneri 2 14,28%
TOTAL 14 100%

Tabela 5: Distribuicéo das enterobactérias sugestivas de produgéo de ESBL.

O grafico 2 demonstra os resultados obtidos do perfil de suscetibilidade aos
antimicrobianos realizado nas 14 amostras positivas na triagem para a producao
de ESBL, observou-se que 100% das amostras analisadas foram resistentes a
ampicilina e as cefalosporinas de 12 e 2% geracao (cefalotina, cefuroxima e cefuroxima
axetil), 85% dos isolados demonstraram resisténcia a cefalosporina de 3% geracao
(ceftriaxona). Quanto a cefalosporina de 42 geracéo (cefepima) o perfil de resisténcia
foi de 9%.

TS 23
NF 23
28

NA 42
AM =i 28
ER ==4
CF 85
CX 90
Pl g
AP el 100
0 20 40 60 80 100

100
100

M Resisténcia (%)

Grafico 2- Perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos entre amostras pertencentes a familia
Enterobacteriaceae utilizando o VITEK 2.

*AP=Ampicilina; XL=Amoxilicina/Acido clavulanico; Pl=Piperacilina; CE=Cefalotina; CX= Cefuroxima; )
CF=Ceftriaxona; CP=Cefepima; ER=Ertapenem; ME=Meropenem; AM= Amicacina; GN=Gentamicina; NA= Acido
Naldixico; Cl=Ciprofloxacino; NF= Norfloxacino; NI= Nitrofurantonoina; TS= Trimetroprim/Sulfametoxazol.

3.5 Deteccao genotipica de ESBL

A deteccdo dos genes de resisténcia aos B-lactdmicos foi realizada através
da técnica de PCR nas 14 amostras (Enterobacter spp (n=6), Klebsiella spp. (n=4),
Shigella flexneri (n=2) e Escherichia coli (n=2)) que obtiveram um perfil de resisténcia
apoOs triagem fenotipica para deteccao de ESBL. Foram pesquisados os genes
bla®™M bla™ e blas"V. O gene codificador de ESBL do tipo bla®™M foi detectado
em 13 isolados de Enterobacter spp (5), Klebsiella spp (4), Shigella flexneri (2) e
Escherichia coli (2). Ja o gene codificador de ESBL do tipo bla™M foi detectado em
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isolados de Enterobacter spp (n=2) e Klebsiella spp. (n=1).

O gene bla°™Mfoi 0 mais encontrado, sendo detectado em 92% (13/14) das
amostras analisadas, seguido por bla™ com 21% do total (3/14). Os genes bla®™M
e bla™M foi encontrado em 14% (2/14) dos isolados estudados, respectivamente. O
gene bla®"V nao foi amplificado em nenhuma das amostras.

GENES CODIFICADORES DE
B-LACTAMASES
Espécie/Género
blac™M bla™™ blasH
n (%) n (%) n (%)
Enterobacter spp (n=6) 5 (83%) 2 (50%) -
Klebsiella spp. (n=4) 4 (100%) 1 (1%) -
Shigella flexneri (n=2) 2 (100%) - -
Escherichia coli (n=2) 2 (100%) - -
TOTAL 13 (92%) 3 (19%) -

Tabela 5: Distribuicdo dos genes codificadores de B-lactamases de acordo com a espécie/
género.

Sinal convencional utilizado: - Dado numérico igual a zero ndo resultante de arredondamento.

4 | DISCUSSAO

O género masculino foi mais infectado pelas enterobactérias com 57,95% e
42,05% para o sexo feminino, resultados similares ao encontrado no estudo de
Rugini et al., 2015, que estudaram a ocorréncia de ESBL em enterobactérias em um
hospital no Rio Grande do Sul e obtiveram uma porcentagem de 65,5% para o sexo
masculino e 37,5% para o sexo feminino.

A faixa etaria em que houve o maior isolamento das enterobactérias produtoras
de ESBL, foi acima de 19 anos (67,04%) discordante do estudo realizado por Rugini
et al., 2015, no qual a idade média dos pacientes foi acima de 61 anos.

A frequéncia de isolados produtores de ESBL entre as enterobactérias
provenientes de pacientes ambulatoriais neste estudo foi de 7,95%, uma porcentagem
menor que o observado por Nogueira et al., 2015 que estudaram a prevaléncia de
ESBL entre enterobactérias em um hospital de grande porte do Parana, e obteve uma
prevaléncia de 21,3% e Seki et al., 2013 em um estudo com amostras pertencentes a
familia Enterobacteriaceae de isolados de hemoculturas coletadas de hospitais do Rio
de Janeiro que obteve uma porcentagem de 40,2%.

Estudos com bactérias multirresistentes de origem hospitalar, sdo comuns
atualmente, principalmente por ser um ambiente onde a pressao seletiva é grande
devido ao uso constante de antimicrobianos. Porém, a pesquisa de bactérias
resistentes na comunidade é importante para demonstrar a disseminacéo de tais
bactérias fora do ambiente hospitalar. O que traz a discussao os diversos fatores que
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podem contribuir para a resisténcia bacteriana fora do ambiente hospitalar, como o
uso indiscriminado de antibibticos, a descontinuidade do tratamento, esquecimentos
durante o tratamento, prescricdo médica empirica, entre outros (Abreu et al., 2012;
Reis et al., 2013).

Em um dos isolados, a Escherichia coli foi identificada como o microrganismo
produtor de ESBL, tanto no método de antibiograma automatizado (VITEK 2)
como no de disco-difusdo, apresentando resisténcia as cefalosporinas de primeira
a quarta geracado, penicilina, aminoglicosideos, fluorquinolonas, quinolonas e
aztreonam. Demonstrando que este isolado detectado possui elevados indices de
resisténcia aos antibiéticos atualmente prescritos, levando a escolha terapéutica, os
carbapenémicos. Em um estudo envolvendo 354 isolados clinicos de Escherichia
coli, de cinco unidades ambulatoriais e hospitalares, no periodo de outubro de 2002 a
maio de 2003, no Rio de Janeiro, foram encontrados 8 isolados produtores de ESBL,
ou seja, em 2,2% desses (Del Peloso et al., 2010). Nogueira et al., 2006 estudaram
498 isolados de pacientes de um hospital universitario em Curitiba, no periodo de
2003 a 2004, e determinaram que 7,2% eram de Escherichia coli produtoras de
ESBL, ou seja 2,2% desses. No mesmo sentido, Lago et al. 2010 em seu estudo
de 838 isolados bacterianos, de pacientes hospitalizados em Passo Fundo, RS
no periodo de julho a dezembro de 2007, foram identificados 96 Escherichia coli e
11,4% destas eram ESBL. Flores, et al., 2014 também demonstrou, em seu estudo
que de 44 isolados de Escherichia coli de culturas provenientes de pacientes de
terapia intensiva (UTI), 12% eram de isolados bacterianos produtores de ESBL. Os
dados demonstram um aumento na porcentagem de isolamento de Escherichia coli
produtora de ESBL no Brasil, com o passar dos anos.

A producao de ESBL em enterobactérias é uma importante causa de falha no
tratamento da infeccdo quando ha uso de cefalosporinas, analisando os dados
obtidos, € possivel observar que dois isolados um de Enterobacter spp e um de
Escherichia coli foram resistentes as cefalosporinas de 1% a 4 geracdo. Todas as
amostras indicativas de ESBL foram resistentes as cefalosporinas de 12 geracao e
90% das amostras foram resistentes as cefalosporinas de 2% e 3% geragao. Isso é
devido a existéncia de uma variedade de genétipos para ESBL, derivada das enzimas
TEM, SHV e CTX-M, essas enzimas e suas variantes conferem cada uma diferentes
afinidades na hidrélise de B-lactamicos como as penicilinas e as cefalosporinas,
podendo refletir no antibiograma com cepas que apresentam sensibilidade a uma
cefalosporina de 32 geracao e resisténcia a uma outra cefalosporina (Flores, et al.,
2014; Soares, 2013).

A terapia de infec¢cdes ocasionadas por enterobactérias produtoras de ESBL
€ comumente dificil, uma vez que esses microrganismos podem nao ser somente
resistentes aos antibidticos B-lactamicos e o aztreonam, mas séo frequentemente
associados a resisténcia a outras classes de antimicrobianos (Sa, 2010), neste
estudo as enterobactérias produtoras de ESBL analisadas mostraram-se suscetiveis
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a outras classes de antibi6ticos, como 0 aminoglicosideo, a gentamicina obteve 28%
de resisténcia entre as amostras analisadas e entre as quinolonas, o acido nalidixico
obteve 42% de resisténcia, norfloxacino com 23% de resisténcia e ciprofloxacino
com 28% de resisténcia, identificou-se também resisténcia de 4% ao carbapenémico
ertapenem.

O microrganismo de maior prevaléncia da enzima ESBL apés atriagem fenotipica
foi Enterobacter spp (42,85%) e Klebsiella spp (28,57%) o que difere de outros
trabalhos que relatam a Escherichia coli como a espécie mais identificada como
produtora de ESBL, seguida por Klebsiella spp (Schwaber et al., 2005; Gralha et al.,
2011). Contudo, o trabalho de Nogueira et al. 2015 corrobora com os resultados do
presente estudo em que o género Enterobacter spp foi o de maior prevaléncia em
producéo de ESBL.

Neste estudo, o tipo predominante de ESBL foi o blaCTX'M, presente em 92%
das amostras sugestivas de producdo de ESBL. Segundo, trabalhos realizados
no Brasil, como em S&o Paulo, Rio Grande do Sul e Parana (Mana et al., 2012;
Tollentino et al., 2011; Nogueira et al., 2015) relatam que o gene CTX-M é o mais
frequente encontrado entre as ESBL, principalmente na América do Sul (Tollentino
et al., 2011; Wollheim et al., 2011). Celenza et al., 2006 detectaram em seu estudo
na Bolivia, genes bla™Mem 92% das enterobactérias estudadas, um percentual igual
aos valores do presente estudo.

O gene bla" " foi o segundo gene mais encontrada neste estudo, pois foi
encontrada em 19% das amostras indicativas de produg¢ao de ESBL. Essa enzima ja
foi relatada no Brasil, porém é menos comum em relacao ao bla®™M e bla®"V (Nogueira
et al., 2015). E importante ressaltar que os resultados da PCR para os genes bla" "
e bla®™M nas amostras estudadas permitiram detectar mais de uma tipo de gene
em um mesmo isolado, com frequéncia de 14,2% para os genes bla®™M/bla™M,
Wollheim et al., 2011 através da analise genotipica de enterobactérias produtoras
de ESBL isoladas de comunidade e hospitais obteve resultados semelhantes ao do
presente estudo, onde foi detectado em 7,8% de seus isolados a combinacao dos
genes bla™Me bla™M,

51 CONCLUSAO

Nos ultimos anos o uso inadequado de antimicrobianos na clinica tem gerado
o aumento nos casos de resisténcia. Os resultados deste estudo demonstram
que a avaliacdo continua da resisténcia aos -lactdmicos em enterobactérias é
extremamente importante, pois ficou comprovado a permanéncia e a disseminacao
de enterobactérias produtoras de B-lactamases, evidenciando a importancia de
uma avaliacéo continua e estratégias eficientes para diminuir a propagacéo destes
agentes. A producédo de ESBL no presente estudo foi evidenciada, tornando-se
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preocupante, pois na clinica a producédo de ESBL limita a eficacia de antibiéticos
B-lactdmicos e até outras classes de antimicrobianos.
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RESUMO: O presente trabalho teve como

objetivo caracterizar o perfil fenotipico e
genotipico de uma cepa de bactéria resistente
a antibidticos de ultimo recurso, isolada do lago
Agua Preta, manancial de abastecimento de
Belém, Para. Como métodos de caracterizagéo
fenotipica foram utilizados a colorac&o de Gram,
microscopia direta e teste de sensibilidade in
vitro. E para fins de caracterizacdo genotipica
foi realizada a extracdo do DNA gendmico,
diferenciacdo da espécie por meio de PCR
Quadruplex e PCR para identificacéo de genes
deresisténcia. Acepa C40Afoiidentificada como
Escherichia coli pertencente ao filogrupo D. A
bactéria foi resistente a 87,5% dos antibidticos
clinicamente disponiveis para o tratamento de
infeccbes bacterianas e susceptiveis a apenas
12,5% dos mesmos (Imipenem e Canamicina).
Foi identificada a presenca do gene blaCTX
e dos elementos moéveis Intl e Intl2, sendo
estes componentes genéticos, marcadamente
associados a expressao de perfis de resisténcia
a antibidticos.

PALAVRAS-CHAVE:
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PHENOTYPIC AND GENOTYPIC PROFILE OF AN Escherichia coli STRAIN
MULTIRESISTENT TO ANTIBIOTICS, ISOLATED FROM AGUA PRETA LAKE,
BELEM, PARA

ABSTRACT: The present work aimed to describe the phenotypic and genotypic profile
of a bacterium strain resistant to last resort antibiotic, isolated from the Agua Preta
lake, water supply source in Belém, Para. The phenotypic characterization methods
were Gram staining, direct microscopy and in vitro sensitivity test. For genotypic
characterization purposes, genomic DNA extraction, species differentiation through
Quadruplex PCR and PCR for identification of resistance genes were performed.
The C40A strain was identified as an Escherichia coli belonging to filogroup D. The
bacterium was resistant to 87.5% of the clinically available antibiotics for the treatment
of bacterial infections and susceptible to only 12.5% (Imipenem and Kanamycin). The
presence of the blaCTX gene and the mobile elements /Intll and Intl2 were identified.
These genetic components were markedly associated with the expression of antibiotic
resistance profiles.

KEYWORDS: Molecular Genetics, Microbiology and Resistance

11 INTRODUCAO

Os antimicrobianos s&o substancias naturais, quimicas, sintéticas ou
semissintéticas (quimioterapicos), produzidas por varias espécies de microrganismos,
vegetais e animais (OKEKE et al., 2005) Encontram-se dentro do grupo de substéncias
antimicrobianas, que atualmente representam a classe de medicamentos mais
utilizados e prescritos tanto no uso hospitalar quanto n a automedicacéo para o
tratamento de doencas bacterianas (WALSH, 2013).

Os antibidticos sé@o rotineiramente utilizados para combater uma infeccao
estabelecida e possuem a finalidade de eliminar ou impedir o crescimento
bacteriano, no entanto, quando usados de forma incorreta trazem sérios problemas
a saude publica e ao meio ambiente (NICOLINI et al., 2008). Segundo Lohner &
Staudegger (2001), as doencas infecciosas estdo entre as principais causas de
morte da populacdo humana devido ao surgimento de bactérias multirresistentes
aos antibioticos, causada pela utilizacado excessiva e erronea praticada ao longo de
décadas (INSA, 2010).

Este uso indiscriminado permitiu que 0S microrganisSmos conseguissem
se adaptar, por meio de mecanismos de aquisicdo e transferéncia de genes de
resisténcia (CDC, 2010). Adaptacdo esta que contribuiu para a emergéncia e
incidéncia de bactérias patogénicas e resistentes aos antibiéticos ndo apenas em
ambiente hospitalar, mas também no meio ambiente e em animais produtores de
alimentos, representando assim, uma grave preocupacao € ameaca a saude publica
(FORGETTA et al., 2012).
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As bactérias tém sido classificadas como resistentes ou multirresstentes quando
séo inibidas de forma in vitro por antibiéticos apenas em concentracdes superiores
aquelas atingidas de maneira in vivo (SA; FIOL; GROPPO, 2014), quando esta possui
a capacidade de crescer na presenca de um ou de varias classes de antibibticos,
respectivamente, sinalizando assim, o momento em que este ou estes medicamentos
perderam a capacidade de controlar o crescimento bacteriano (SEAN, 2005).

A agua € um meio de disseminacéo de organismos resistentes aos antibioticos
entre popula¢cées humanas e animal, mas também a via pela qual genes de resisténcia
sdo introduzidos no ecossistema de bactérias naturais alterando a microbiota
ambiental, possibilitando assim, o surgimento de cepas multirresistentes nesses
ambientes. Dessa forma, os ambientes aquaticos sdo considerados os principais
recipientes para cepas resistentes e genes de resisténcia a antibiéticos (GILLINGS;
STOKES, 2012).

Nesse contexto, o presente trabalho foi conduzido objetivando a caracterizagcao
fenotipica e genotipica de cepas de bactérias, bem como a identificacdo dos genes
responsaveis pela resisténcia.

2| MATERIAL E METODOS

Para a realizacdo das analises de caracterizacao fenotipica e genotipica foi
selecionada a cepa C40A, por se tratar de uma cepa previamente identificada
como resistente ao antibittico Cefotaxima e com potencial patogénico a animais de
producdo. A mesma foi selecionada a partir da bacterioteca disponivel do acervo
Centro de Genbmica e Biologia de Sistemas — CBGS/UFPA, isolada em estudo
anterior do lago Agua Preta, localizado no Parque Utinga pertencente 8 COSANPA,
considerado como principal reservatério que serve como fonte de abastecimento da
cidade de Belém, Para.

A cepa foi cultivada em meio caldo MacConkey por 24 horas a 37°C, e
posteriormente, semeada em meio agar MacConkey suplementado com 8ug/ml de
antibiético Cefotaxima.

A fim de destacar diferencas morfologicas e tintoriais apresentadas pelas
bactérias no processo de identificacéo, foi utilizada a técnica de coloragdo de Gram
que permite dividir as bactérias em dois grandes grupos: Gram-positivas e Gram-
negativas. O método consiste em tratar sucessivamente um esfregaco bacteriano,
fixado pelo calor, com os reagentes cristal violeta, lugol, alcool-acetona e fucsina por
determinados intervalos de tempo. As bactérias que adquirem coloragao violeta séo
classificadas como Gram-positivas e aquelas que adquirem a coloragéo rosa Gram-
negativas.

Realizada conseguinte a coloracdo de Gram, a técnica de microscopia direta
disponibiliza informagcdes quanto a composicdo celular, morfologia e motilidade
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do microrganismo. As amostras foram observadas por microscéopio optico de luz
direta o qual destacou as caracteristicas morfotintoriais, a disposi¢céo e a quantidade
de microrganismos, dando informag¢des preliminares quanto a identificacdo do
microrganismo.

O antibiograma foi realizado por meio da técnica de difusédo em disco (método
de Kirby & Bauer). A cepa isolada foi diluida em solucéo salina até o valor de 0,5
da escala de MacFarland, posteriormente, esta diluicao foi semeada em placa com
meio de cultura agar Mueller-Hinton com auxilio de um swab estéril. Posterior a isso,
os discos dos 16 antibibticos utilizados foram aplicados sob a superficie da placa
(Quadro 2), este processo foi realizado duas vezes a fim de confirmar os resultados
obtidos. Ap6s 16 horas ou periodo de overnight, de incubacéo a 37°C em estufa, foi
realiza a leitura dos halos de inibicdo segundo os valores padronizados pelo Clinical
and Laboratory Standards Institute — CLSI. E como controle, foi utilizada a linhagem
E. coliATCC 25922.

Subclasses Antibioticos
Aminoglicosideos Gentamicina (CN) e Canamicina (K)
Carbapenémicos Imipenem (IPM)
Cefalosporinas Ceftazidima (CAZ). Cefotaxima (CTX). Cefepima (FEP). Cefalotina (KPF)
Fenicois Cloranfenicol (C)
Inibidor de B-lactamase Amoxicilina + Acido Clavulanico (AMC)
Monobactamicos Aztreonam (ATM)
Penicilinas Amoxicilina (AML) e Ampicilina (AMP)
Quinolonas Acido Nalidixico (NA) e Ciprofloxacina (CIP)
Sulfonamidas Sulfametoxazol + Trimetoprim (SXT)
Tetraciclinas Tetraciclina (TE)

Quadro 2: Antibidticos utilizados no teste de susceptibilidade

Fonte: O autor.

As colbnias da cepa C40A inicialmente isoladas em meio soélido, foram
cultivadas em meio triptico de soja (caldo TSB) com agitacdo a 37°C por 24h, e
o pellet foi transferido para tubos eppendorf, onde ocorreu a extracdo do DNA
gendmico utilizando o kit DNeasy Blood and Tissue (Qiagen), segundo o protocolo
especificado pelo fabricante. A quantificacdo do DNA extraido foi realizada utilizando
espectrofotdbmetro NanoDrop e a qualidade do DNA extraido foi avaliada em gel de
agarose 1% e corado com brometo de etidio.

Por meio da técnica de Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) Quadruplex
utilizando como alvo os genes arpA, chuA, yjaA e o fragmento de DNA TspE4.C2,
caracterizado como um gene de lipase esterase putativo (GORDON et al., 2008).

Para a realizacdo da PCR para identificar os genes de resisténcia, foi
utilizado os primers dos genes: blalMP, blaVIM, blaKPC, blaSHV, blaCTX e blaTEM
(BOCKELMANN et al., 2009; HENRIQUES et al., 2006; HINDIYEH et al., 2011). E
a identificacdo dos integrons Intll e Intl2 também foi realizada utilizando primers
previamente descritos na literatura (MOURA et al., 2010).

Pesquisa Cientifica e Tecnolégica em Microbiologia Capitulo 14




31 RESULTADOS E DISCUSSAO

O material biolégico obtido a partir do Lago Agua Preta e mantido em glicerol
25% em freezer a -80°C foi cultivado em placas de agar MacConkey, meio este,
seletivo para crescimento de enterobactérias. Apos 24h de incubagcdo a 37°, foi
observado crescimento da cepa C40A de forma pura, sem a presenca de qualquer
contaminante ambiental ou laboratorial (Figura 4).

Figura 4: Crescimento bacteriano em meio seletivo

Fonte: Arquivo pessoal

A partir da coloracéo de Gram, a bactéria foi identificada como gram-negativa,
apresentando-se na configuracao de bacilos (Figura 5).
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Figura 5: Microscopia direta de bactérias submetidas a coloracédo de Gram

Fonte: Arquivo pessoal
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Com base nos resultados obtidos a partir das propriedades morfotintoriais, pode-
se classificar preliminarmente a bactéria como sendo da familia Enterobacteriaceae,
devido a mesma ter manifestado caracteristicas descritas na literatura.

A familia Enterobacteriaceae constitui um grande grupo heterogéneo de
bactérias cujo habitat natural é o trato intestinal de humanos e animais. A familia inclui
numerosos géneros (Escherichia, Shigella, Salmonella, Enterobacter, Klebsiella,
Serratia, Proteus e outros). O processo de diferenciacdo dos géneros e espécies é
realizado por meio de uma série de provas bioquimicas. Algumas espécies, em um
mesmo género, sdo muito semelhantes, sendo necessaria a realizagdo de provas
genéticas especificas para diferencia-las (TRABULSI, 2015).

No Brasil ja foram identificadas bactérias resistentes aos antibiéticos em agua
de rio (COUTINHO et al., 2014), lago e lagoa (COUTINHO et al., 2014; MARTINS et
al., 2014), e do mar (COUTINHO et al., 2014)

Também ja foram identificadas bactérias resistentes em estacdes de tratamento
deesgotos (RIBEIRO,2011),emaguadetanquesusadosparaaquicultura(CARVALHO
et al., 2013; RESENDE et al., 2012) e até mesmo em agua potavel (LASCOWSKI
et al.,, 2013). Esse cenério se torna mais preocupante uma vez que em algumas
regides brasileiras o uso da agua apresenta certas limitagées em decorréncia da sua
escassez, mas condicbes de tratamento, contaminacéo por efluentes domésticos,
industriais e/ou agropecuarios contendo residuos de antibioticos (MARENGO, 2008).

Para o teste de disco-difusdo, foram utilizados 16 antibidticos clinicamente
utilizados para o tratamento de infec¢cbes bacterianas, pertencentes a diversas
subclasses deste tipo de farmaco disponiveis para o tratamento de infec¢des. A
partir destes, foi analisada a capacidade de impedir o crescimento microbiano por
meio da medida do halo formado ao redor do disco de antibi6tico (Figura 6). Os
resultados foram interpretados de acordo com os valores estabelecidos pelo Clinical
and Laboratory Standards Institute — CLSI, utilizando como controle do teste a cepa
padrdao de E. coli (ATCC 25922), cujas variacdes aceitaveis para as medidas dos
halos de inibicao encontram-se estabelecidas no CLSI.
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Figura 6: Resposta do crescimento bacteriano em relagéo a presencga de antibiéticos

Fonte: Arquivo pessoal

As respostas de crescimento ou inibicdo na presenca dos antibiéticos foram
classificadas como: Resistente (R), Intermediario (I) ou Sensivel (S). Podendo-se
observar que dos 16 antibi6ticos utilizados, a cepa C40A apresentou susceptibilidade
a 12,5% dos antibiéticos IMP e K, pertencentes as subclasses carbapenémicos e
aminoglicosideos, respectivamente e apresentou resisténcia a 87,5% dos antibidticos
testados AML, AMC, AMP, CAZ, KPF, CTX, FEP, CIP, CN, C, STX, ATM, NA e TE,
pertencentes as demais subclasses utilizadas no presente estudo (Quadro 3 e 4).

Diametro do halo de inibicio (mm)

Antibiético Padrio CLSI Padrio Diagnictics
observado
R I S
Tmipenem <13 1415 =16 34 S
Canuvicins <13 1417 =18 20 S
Gentamicina <12 1314 =15 12 R
y er— =15 1621 =22 10 R

Demais antibioticos =R - - - -

Quadro 3: Resultados observados do halo de inibicdo do teste de antibiograma

Fonte: O autor.
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Data do ensai10:14/02/2017

Antibiéticos
Colonia AML AMC AMP CAZ KPF C(CTX FEP IPM
E. coli ATCC 25922 OK OK OK OK OK OK OK OK
C40A R R R R R R R S
Antibioticos
Colonia CIp CN C STX K ATM NA TE
E. coli ATCC 25922 OK - OK OK OK OK OK OK

Quadro 4: Resultado do teste de antibiograma

(-) Auséncia de padrédo de controle qualidade. Fonte: O autor.

Vasconcelos et al. (2010) em estudo caracterizou a resisténcia antimicrobiana
de cepas de E. coli isoladas do acude Santo Anastécio (Fortaleza, CE), constatou
que as cepas analiadas apresentaram resisténcia a tetraciclina, acido nalidixico,
ciprofloxacina e ao sulfazotrin. E em desacordo com o presente trabalho, nenhuma
resisténcia foi observada aos antibidticos do grupo dos B-lactamicos (Imipenem).

Li et al. (2016) observaram em seu estudo que todos os isolados de E. coli
coletados em quatro distritos diferentes da China possuiam perfil de multirresisténcia,
mostrando-se resistentes a cefotaxima, cefepima, azetreonam, ceftazidima,
amoxicilina/acido clavulanico, ampicilina, ampicilina-sulbactama e piperacilina-
tazobactam. Destaca-se que alguns desses isolados também eram resistentes a
tetraciclina, sulfametoxazol/trimetoprim, ciprofloxacina, gentamicina e amicacina.
No entanto, foi observado que todos os isolados foram susceptiveis ao imipenem,
confirmando os resultados obtidos no presente estudo.

Os resultados do presente estudo também sdo semelhantes aos apresentados
em estudo conduzido por Gharout-Sait et al. (2015) na Algéria, onde todos os isolados
apresentaram resisténcia a amoxicilina/acido clavulanico, cefotaxima, ceftazidima,
azetreonam e cefoxitina. A resisténcia dos isolados foi alta para os antibiticos
sulfametoxazol/trimetoprim, tetraciclina, clorafenicol e trimetoprim. E baixa para
acido nalidixico e amicacina. Os isolados demostraram-se suscetiveis a imipenem e
antibidticos da subclasse das fluoroquinolonas.

Um estudo desenvolvido em Portugal por Machado et al. (2008) descreveu
a presenca de integrons e de varios genes de resisténcia (como codificadores
de B-lactamases de espectro estendido) em amostras identificadas como sendo
Enterobacteriaceae, provenientes de frangos e suinos. Os resultados deste estudo
mostraram que varios isolados produtores de B-lactamases de espectro estendido
eram resistentes a antibidticos usados na produg¢do animal intensiva. Foi possivel
ainda, concluir que as resisténcias estavam associadas a estirpes de E. coli
comensais de origem animal. Foi aferido que os animais, como as aves e suinos,
podem ser potenciais reservatdrios de bactérias e genes de resisténcia a antibibticos.
Essas bactérias comensais e patogénicas (incluindo estirpes resistentes) podem
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chegar ao ambiente através dos esgotos e contaminar cursos d’agua subterrédneos
e superficiais, desencadeado um problema ambiental.

Em estudo de larga escala realizado em 1427 bovinos na Franga revelou
prevaléncia de 0,4% de E. coli produtoras de ESBL na mastite bovina. Essa
prevaléncia pode ter sido oriunda do tratamento com antibiéticos nos tetos dos
animais, que geralmente é local e altamente administrado, e/ou ao fato de que a
glandula mamaria geralmente é estéril e ndo € um nicho ecolégico favoravel para
troca genética e selecao de resisténcia entre cepas (DAHMEN et al., 2013).

Walk et al., (2009) relataram que varias novas linhagens de Escherichia
sdo geneticamente distintas, mas fenotipica indistinguiveis. Devido a essa alta
similaridade presente entre as bactérias pertencentes a esse género, a técnica de
PCR Quadruplex foi empregada a fim de confirmar a identidade da cepa bacteriana
no presente estudo.

O método pressupde que apenas isolado com um fenétipo tipico de Escherichia
(por exemplo, lactose +, citrato -, indol +) serdo rastreados, isto é, isolados
pertencentes a E. coli ou a qualquer um dos cinco grupos cripticos de Escherichia
(WALK et al., 2009).

Como resultado, a cepa C40A amplificou os genes arpA e chuA, e foi negativa
para a amplificacdo dos genes yjaA e TspE4.C2 (Figura 8).
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TspE4.C2

Figura 5: Amplificac@o de fragmento de E. coli, controle positivo e negativo em PCR
Fonte: ARAUJO, S. (2017).
Pode-se concluir que a cepa C40A trata-se realmente de um exemplar de E.

coli, com base nos parametros de diferenciacao de bactérias do género Escherichia
estabelecidos por Clermont et al., (2013).
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Ainda com base nos obtidos e seguindo recomendacédo de (CLERMONT et
al., 2013) C40A pode ser enquadrada dentro dos filogrupos D ou E, por apresentar
arpA+ e chuA+, conforme padrdo estabelecido pelos mesmos autores (Figura 9),
contudo, microrganismos pertencentes ao filogrupo E s&o unicamente oriundos de
isolados clinicos humanos, enquanto os pertencentes ao filogrupo D séo isolados de
origem ambiental, tidos como virulentos e potenciais causadores de patologias.

M 1 2 % 4 5 & 7 % 9 10 i 1 13 WIS 16 17 18 M
- -—
- - - =00 |'I[)
AP AT - - - . - = -
chud—p™ - ew v ew — e e il
YA = =7 = e — S e -
e "y —
TspE4.C2=p == Rl - = == <100 bp
T E D F B

E. coli sensu stricto E. clades

E. fergusonii I
E. albertii I

Figura 6: Padrbes de classificacao de bactérias do género Escherichia e seus filogrupos.
Fonte: CLERMONT et al., (2013)

Meireles (2013)levandoemconsideracaounicamente osfilogrupos que possuiam
isolados de origem ambiental, desenvolveu método alternativo de classificacéo das
espécies bacterianas dentro de seus respectivos filogrupos, também de acordo com
o padrao de amplificacéo de trés genes marcadores especificos (arpA, chuA, yjaA)
e um fragmento de DNA TSPE4.C2.

Desta forma, confirmando os resultados apresentados pelo estudo de Clermont
et al. (2013), devido ao fato do presente isolado se tratar de um isolado de origem
ambiental, sendo o mesmo foi classificado e confirmado por ambos os métodos de
classificacdo como sendo pertencente ao grupo filogenético D.

Estudo realizado por Clermont, Bonacorsi e Bingen (2000), aponta que os
grupos filogenéticos B2 e D séo isolados principalmente a partir de infecgdes extra-
intestinais e sé@o principalmente constituidos por cepas invasivas. Em estudos
tendo como objeto os grupos filogenéticos foram publicados em outros paises Ira
(GHANBARPOUR; OSWALD, 2010), Israel (BLUM; LEITNER, 2013) Finlandia
(SUOJALA et al., 2011), e esses achados sustentam o papel da E. coli do filogrupo D
e de ocorréncia ambiental como principal agente etiolégico de mastite em bovinos.

Em pesquisa realizada por Casella (2016), o grupo filogenético D, por vezes
considerado como virulento e causador de infeccOes extra-intestinais, predominou
dentre as linhagens de E. colioriundas tanto de carnes quanto do trato gastrointestinal
(TGI) de frangos do Brasil.

A identificacdo dos genes de resisténcia a B-lactdmicos foi realizada por
técnica de PCR com os primers: blaTEM, blalMP, blaSHV, blaCTX, blaVIM e blaKkPC.
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Além dos genes, buscou-se identificar os integrons Intl1 e Intl2 (Quadro 5).

. Gene . . Temperatura Tamanho
Prisors alvo Sequéncia (5°- ¥) anelamento (<C) amplificado (pb)
TEM_F AAAGATGCTGAAGATCA _ .
TEM R | PTEM TTTGGTATGGCTTCATTC - L
SHV_F . GCGAAAGCCAGCTGTCGGGC ,
SHV R | 2/aSHV GATTGGCGGCGCTGTTATCGC . 304
CTX F GTGCAGTACCAGTAAAGTTATGG . i
CTX R LS CGCAATATCATTGGTGGTGCC > e
IMP_F eI D GAATAGAGTGGATTAATTCTC o -
IMP_R e GGTTTAAYAAAACAACCACC 2
VIM_F GATGGTGTTTGGTCGCATATCG _ __
via g | ¥aVIM GCCACGTTCCCCGCAGACG = Wi
KPC F GATACCACGTTCCGTCTGG ,
KPC R e GCAGGTTCCGGTTTTGTCTC e 246
Intll F | Integrase CCTCCCGCACGATGATC o 250
Intll R Classe 1 TCCACGCATCGTCAGGC
Intl2 F | Integrase TTATTGCTGGGATTAGGC o -
Int2 R Classe 2 ACGGCTACCCTCTGTTATC =

Quadro 5: Primers utilizados na identificacdo dos genes blaTEM, blaSHV, blaCTX, blalMP,

blaVvIM, Inth e Intf2.

Fonte: Adaptado HENRIQUES et al., 2006 et al., 2011..
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Os resultados da PCR foram avaliados em gel de agarose (1%) corado com
brometo de etidio e visualizados por meio de eletroforese sob luz UV.

Acepade E. coliapresentou resultado positivo quanto a amplificacdo dos genes
blaCTX e os integrons Intl e Intl2, confirmando assim, a presenca desses genes e
elementos méveis em seu genoma. Entretanto, a espécie mostrou-se negativa quanto
a amplificacao dos genes blaTEM, blalMP, blaSHV, blaVIM e blaKkPC (Quadro 6).

blaTEM blaIMP blaSHV blaCTX blaVIM blaKPC  Intll Intl2
- - . - E g - +

Quadro 6: Resultado PCR dos primers de genes de resisténcia.

Fonte: O autor.

Kotlarska et al. (2015) analisando o perfil de resisténcia de E. coli isolada de
duas estacoes de tratamento de aguas residuais e suas aguas receptoras na Polbnia,
identificou a presenca de integrons de classe 1 e 2 entre os isolados de E. coli
testados com taxa de 32,06% e 3,05%, respectivamente. A presenca de integrons foi
associada ao aumento da frequéncia de resisténcia a fluoroquinolonas, trimetoprim/
sulfametoxazol, amoxicilina/clavulanato, piperacilina/tazobactam e presenca de
feno6tipo de multirresisténcia. Os resultados obtidos neste estudo corroboraram com
os apresentados pelos autores supracitados, contudo, o aumento da frequéncia de
resisténcia ndo foi possivel de ser mensurado para os mesmos antibibticos testados




no estudo de Kotlarska e coladoradores.

Em estudo realizado por Canal (2010) em E. coli isolada de amostras de
agua da Lagoa dos Patos (RS) observou uma associacdo significativa entre a
multirresisténcia aos antibibticos e a presenca de integrons de classe 1 nas amostras
analisadas, onde a maioria dos isolados (67,7%) que apresentaram o /IntH em seu
composicao genética foram considerados multirresistentes, estando este estudo em
concordancia com trabalho apresentado por Henriques et al. (2006) e podendo-se
inferir que em concordancia com os achados no presente estudo.

Casella (2016) objetivando a identificacdo de genes de resisténcias
cefalosporinas de espectro estendido (ESC) mediada pela producao de B-lactamases
de espectro estendido (ESBL) em E. coliisolada partir de carne de frango no Brasil e
na Francga, identificou que o gene blaCTX foi o principal responsavel pela resisténcia
dos isolados a ESC, mas os genes blaTEM e blaSHV também foram detectados.
Estando a maioria dos genes blaCTX associados a integrons complexos de classe
1, resultado que pode ser considerado como similar ao apresentado no presente
estudo.

Cupertino (2016) em estudo realizado com isolados de E. coli provenientes de
animais de producao identificou que 20% do total de isolados apresentou pelo menos
um gene de resisténcia. Sendo, 1% dos isolados positivos para o gene blaSHYV,
5% positivos para o gene blaCTX e 9% positivos para o gene blaTEM. Além dos
resultados acima descritos 2% isolados apresentaram resultado positivo frente a
dois genes simultaneamente: blaCTX e blaTEM. O que diferiu do apresentado neste
trabalho, uma vez que a cepa em estudo amplificou unicamente o gene blaCTX.

41 CONCLUSOES

A cepa C40A foi identificada como sendo uma bactéria da espécie E. coli e
revelou altos niveis de resisténcia a maioria dos antimicrobianos clinicamente
disponiveis para o tratamento de infeccbes bacterianas, exceto para Imipenem e
Canamicina. A cepa classificada como pertencente ao filogrupo D. Foi detectada a
presenca do gene blaCTX e dos elementos moveis Intl e Intl2.
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CAPITULO 15
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RESUMO: O Brasil apresenta uma forte
atuacéo na comercializagdo mundial de carnes,
liderando o ranking mundial como o maior
exportador de carne bovina e detentor de uns
dos maiores rebanhos do mundo. Por esta
raz&o, qualquer doencadisseminada que resulte
em prejuizos ou que imponham restricbes ao
comércio de animais e aos produtos impacta
desfavoravelmente toda a economia nacional.
As doencas causadas por Parapoxvirus (PPV)
possuem grande importancia no cenario da
pecuaria brasileira, tanto pela possibilidade
de gerar intensos prejuizos econdmicos,
quanto pela alta vulnerabilidade humana.
Considerando os inumeros casos descritos
de infec¢gbes causados por PPV no pais
e por apresentarem sintomatologia clinica
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semelhante com as causadas pelo virus
da febre aftosa, torna-se imprescindivel o
desenvolvimento de diagnésticos laboratoriais
bem estruturados e aptos para detecgao rapida
e especifica, proporcionando a diferenciagao
do agente etiologico. Neste trabalho séao
relatados procedimentos da validacdo do
método de PCR em tempo real para detecgcéao
do Pseudocowpoxvirus (PCPV) em bovinos.
Foram analisados os parametros de Limite
de deteccéo (LD), Sensibilidade em matriz,
Repetibilidade, Robustez, Reprodutibilidade e
Especificidade analitica. Os resultados obtidos
foram avaliados estatisticamente através
da Analise de Variancia - ANOVA em que a
determinacdo das variancias dos erros foi
utilizada para a verificacdo da aceitabilidade
do sistema de medidas. A aplicabilidade do
método diferencial de q-PCR foi demonstrada
através da analise de amostras clinicas. O
método validado apresentou adequacédo para
seus respectivos propositos de uso.

PALAVRAS CHAVE:
Diagnéstico molecular

Pseudocowpoxvirus;
diferencial; q-PCR,;

Validag&o; Bovinos.

ABSTRACT: Brazil has a strong presence in
the world meat trade, leading the world ranking
as the largest beef exporter and holder of one of
the largest herds in the world. For this reason,
any widespread disease that results in damage
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or imposes restrictions on trade in animals and products adversely impacts the entire
national economy. The diseases caused by Parapoxvirus (PPV) are of great importance
in the Brazilian livestock scenario, both for the possibility of generating intense economic
losses and for the high human vulnerability. Considering the numerous cases of infections
caused by PPV in the country and because they present clinical symptoms similar to
those caused by foot-and-mouth disease virus, it is essential to develop well-structured
laboratory diagnoses capable of rapid and specific detection, providing differentiation
of the disease. etiological agent. This work reports the validation procedures of the
real time PCR method for detection of Pseudocowpoxvirus (PCPV) in cattle. The Limit
of Detection (LD), Matrix Sensitivity, Repeatability, Robustness, Reproducibility and
Analytical Specificity parameters were analyzed. The obtained results were statistically
evaluated by Analysis of Variance - ANOVA in which the error variance determination
was used to verify the acceptability of the measurement system. The applicability of
the differential g-PCR method was demonstrated by analysis of clinical samples. The
validated method was suitable for its respective use purposes.

KEYWORDS: Pseudocowpoxvirus; Differential molecular diagnosis; Q-PCR; Validation;
Cattle.

11 INTRODUCAO

Vulgarmente denominada Paravaccinia ou “N6édulo do ordenhador”, a infecgéo
humana por Pseudocowpox virus é de origem laboral e acidental observada em
ordenhadores e veterinarios. Geralmente, acontece através do contato com lesdes no
ubere de animais infectados, manipulacdo da carcaga de animais contaminados ou
através da transmissao indireta via equipamentos de ordenha, objetos contaminados,
bezerros em lactacdo, moscas, pastagens dentre outros. Os sinais clinicos
desaparecem espontaneamente sem cicatrizes, na maioria dos casos, os nodulos
sdo anelares e ocasionalmente acometem a face (lketani et al., 2002; Lederman et
al., 2013). As espécies pertencentes ao género Parapoxvirus atualmente descritas
séo o Orf virus (ORFV) endémico em ovinos e caprinos, o Bovine papular stomatitis
virus (BPSV) e o Pseudocowpox virus (PCPV) que infectam principalmente bovinos.
O Parapoxvirus of red deer in new Zealand (PVNZ) é uma espécie recém-definida do
género e, até o momento, significativo para a infec¢ao de cervideos (Abrahao et al.,
2010; Scagliarini et al., 2011). Em varios estados brasileiros, episddios de doencgas
infecciosas provocadas por PCPV, BPSV e ORFV, séo frequentemente relatados
em ruminantes e humanos (Oliveira et al., 2012; Sardi et al., 2012; Cargnelutti et al.,
2014; Nascimento, 2016). Nas ultimas décadas, episoédios envolvendo coinfec¢des
em bovinos e em humanos também foram registrados em territério nacional. A
origem e o significado de coinfec¢cbes na patogenia das doencgas ndo sao totalmente
elucidados e, na atualidade, a frequéncia das coinfeccbes no Brasil, é também
desconhecida, mas encontra-se sob vigilancia (Abrahao et al., 2010; Canal et al.,
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2012; Campos et al., 2011; Alves et al., 2016; Nascimento et al., 2016; Sant’ana et
al., 2013;).

2 | MATERIAIS E METODOS

2.1 Amostras

Para arealizagao deste trabalho, foram utilizadas amostras de tecido epitelial de
lingua bovina provenientes de animais sem o histérico de infec¢des. O plasmideo foi
construido a partir do alinhamento de sequéncias de genomas completos do PCPV
disponiveis no GenBank, considerando as regides de pareamento dos iniciadores € a
porcao interna amplificada. As sequéncias especificas para os alvos dos iniciadores
foram enviadas para IDT (Estados Unidos) para sintese do gene sintético e insercao
no plasmideo pUCIDT (Amp), da IDT (Integrated DNA Techinologies). A partir do
estoque do CPS na concentracao inicial de 0,1 ng/uL, foram realizadas diluicdes
seriadas na base dez em agua deionizada estéril tratada com dietilpirocarbonato
(DPEC). As diluicdes do CPS obtidas foram adicionadas as amostras negativas de
tecido epitelial de lingua bovina, obtendo entdo, amostras sabidamente positivas,
para a realizacdo dos ensaios de verificacdo de desempenho e validacdo dos
métodos de g-PCR. As amostras clinicas foram obtidas através de crostas ou
de epitélio de lesbes orais de animais infectados, procedentes de varios estados
brasileiros, enviados ao Laboratério de Biologia Molecular — LBM/ LANAGRO-MG
para a realiza¢ao do processo identificacao, deteccao e confirmacao por diagnéstico
molecular. As amostras diagnosticadas positivamente para Parapoxvirus foram
selecionadas e submetidas a analise molecular pelo método de g-PCR desenvolvido,
com a finalidade de avaliar o desempenho do método em escala experimental.

2.2 Extracao de acidos nucléicos — DNA

O processo de extracao foi realizado utilizando o Kit DNeasy Blood and Tissue
(Qiagen, Alemanha) conforme as orientagdes descritas no protocolo fornecido pelo
fabricante.

31 PADRONIZACAO DOS METODOS

3.1 Selecao de Oligonucleotideos para os métodos de q-PCR

Os iniciadores e as sondas utilizados na g-PCR de PCPV foram desenhados
pelo Dr. Anténio Augusto Fonseca Junior, Auditor Fiscal Federal do Laboratério de
Biologia Molecular do LANAGRO/MG. As regides mais divergentes mencionadas na
literatura de Hautaniemi e colaboradores, 2010 foram selecionados. Os iniciadores
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foram desenhados apés alinhamento das sequéncias de genomas completos de
Parapoxvirus disponiveis no GenBank. As sequéncias consenso foram submetidas
ao programa Primer3 Plus para o desenho dos oligonucleotideos utilizando os
parametros automaticos para PCR convencionais ou para g-PCR (Untergasser et
al., 2007).

3.2 Controles utilizados nos métodos de q-PCR

Para todos os grupos de reacdes efetuadas, foram utilizados os controles
negativo (CN) compostos pela matriz adicionada de todos os componentes que a
acompanham, exceto o agente infeccioso a ser diagnosticado. Os controles positivos
(CP), que foram as diluicbes do plasmideo, o controle branco (CBR) composto
apenas pelos reagentes utilizados na reacao, o controle de extracdo (CBE) contendo
apenas agua tratada com DPEC. Foi utilizado como controle interno (Cl) a g-PCR
para deteccao de 3-actina, que serviu como gene normalizador do método validado.

3.3 Padronizacao dos ensaios de g-PCR

Todas as reacdes de padronizacao foram realizadas com base em uma curva
de diluicdo seriada na base cinco do controle positivo em agua tratada com DPEC
nas concentragcdes variando de 10" (0,1ng/uL)a 10 (0,000032ng/uL) em duplicata.
A curva de diluicdo foi submetida a quatro padronizagdes diferentes para avaliar as
melhores concentragdes dos iniciadores, de MgCl,, a temperatura mais adequada
de Tm e o reagente comercial Master mix mais adequado. Os testes iniciais para
padronizar as concentracdes dos iniciadores foram realizados utilizando o Master mix
(Melt Doctor ™ HRM Master Mix) e deteccao por SYBR® Green. Foram analisadas
trés concentracdes diferentes para a definicdo do melhor protocolo. As reacbes de
padronizacado que apresentaram os melhores valores de sensibilidade e eficiéncia
foram submetidas ao processo de verificagao de desempenho. Todos os testes de
padronizagéo da g-PCR foram compostas por Master Mix, MgCl, 25mM (Promega),
um par de iniciadores, sonda TagMan® (ou SYBR® Green) e agua livre de DNase
totalizando um volume total por tubo ou poco de 23 L. Os testes de padronizagao da
g-PCR foram submetidas a ciclagem para amplificacdo do gene alvo no equipamento
CFX96™ Real-Time System (BIO-RAD USA) ou no equipamento RotorGene (Qiagen,
Alemanha) dependendo da disponibilidade de cada um dos equipamentos.

3.4 Sequenciamento

Os resultados gerados pelos métodos de g-PCR positivos para PCPV foram
sequenciados para a confirmacdo. As reagdes de sequenciamento foram realizadas
utiizando o kit Big Dye Terminator (Life Technologies, Estados Unidos) em
termociclador Veriti (Life Technologies, Estados Unidos) com ciclagem recomendada
pelo fabricante. Os resultados do sequenciamento foram armazenados na forma de
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cromatogramas processados automaticamente pelo equipamento mencionado. Os
eletroferogramas foram analisados utilizando o software Bioedit. As sequéncias foram
submetidas ao BLAST (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) para identificacédo de
acordo com o valor e a identidade.

41 ETAPAS DA VALIDACAO

4.1 Curva de sensibilidade

A curva de sensibilidade foi determinada para todas as rea¢cées dos métodos.
Essa etapa foi essencial para avaliar a funcionalidade dos iniciadores, do plasmideo,
a eficiéncia das reacdes, do Tm e da sensibilidade analitica conforme anteriormente
definida. Para esse experimento, as diluicbes seriadas do CPS (0,1ng/uL) foram
realizadas a partir da diluicdo 1x10" (0,01ng/uL) foram realizadas trés diluicbes na
base dez (1x102 ao 1x10*) e, sequencialmente, foram realizadas quatro diluicbes na
base cinco (1x10% a 1x10®) em duplicatas. As concentragdes das diluicbes do CPS
utilizados nas curvas de sensibilidade estao descritas na TABELA 1.

Reacao Concentracoes dos pontos da curva de sensibilidade
base 10 base 5

PCPV 1x107 1x102 1x1073 1x104 1x10°® 1x10°  1x107 1x108

0,01 ng 0,001 ng 0.1 pg 001pg 0,002pg 04fg 0,08fg 0, 0016 fg

Tabela 1- Concentragdes de cada diluicao do CPS utilizados nas curvas de sensibilidade

4.2 Limite de Deteccao — LD

O limite de deteccédo (LD) foi calculado da seguinte maneira: as amostras
de tecido epitelial de lingua bovina foram fracionadas em nove fragmentos de
aproximadamente 25 mg. O CPS na concentracao inicial de 0,1ng/uL foi diluido
sucessivamente para as concentracdes descritas detalhadamente na TABELA 1.
Para cada suspensao obtida de CPS, foram separadas duas aliquotas, sendo que a
uma delas foi adicionado a amostra de lingua bovina. O DNA de ambas as aliquotas
(na presenca e na auséncia da matriz) foi extraido. Os acidos nucléicos foram
submetidos ao método g-PCR em duplicatas. Todos os controles (CP, CN, CBE,
CEE, CBR) foram utilizados em todas as etapas descritas acima. Durante a etapa
do célculo do LD foi possivel calcular a eficiéncia da g-PCR. A partir das diluicdes
em série, tracou-se uma curva padréo para que o programa defina a eficiéncia (entre
90 e 110%), o R?(maior do que 0,99) e o Slope da curva padréo, que deve ser de
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aproximadamente — 3,32, indicando uma reacéo de PCR com 100% de eficiéncia.
4.3 Sensibilidade em matriz

Simultaneamente com o calculo do LD foi avaliado o efeito da interferéncia da
matriz (amostras) na g-PCR. Utilizamos as sete diluicbes do CPS para contaminag¢ao
das amostras negativas. Entao, realizamos os ensaios em duplicata, com aliquotas
contendo somente as diluicdes do CPS e aliquotas contendo a matriz contaminada
com as diluicées do CPS.

51 VERIFICACAO DE DESEMPENHO

5.1 Repetibilidade e Robustez

Para a analise da repetibilidade dos métodos de g-PCR, foram utilizadas as
sete parcelas experimentais definidas a partir do LD. O DNA dessas amostras foi
extraido e analisado em ftriplicata. A etapa de extracdo do DNA e a realizagdo dos
ensaios foram realizadas em trés dias diferentes utilizando o mesmo equipamento
de termociclagem. Um segundo analista realizou a etapa de extracéo e 0s ensaios
utilizando as mesmas amostras e os mesmos critérios para avaliar as possiveis
variagdes no teste. A robustez do método é a medida de sua capacidade em néo ser
afetado por variagdes nas condi¢cbes do experimento. Para a avaliagdo da robustez
das reacbes envolvidas neste método foi escolhida a variavel equipamento. Os
equipamentos selecionados para a realizacdo da robustez do método de g-PCR
foram: O CFX96™ Real-Time System (BIO-RAD, USA) e o RotorGene (Qiagen,
Alemanha). As reacdes foram realizadas utilizando o mesmo protocolo padréo em
equipamentos diferentes, acima citados, em dias diferentes, no mesmo laboratorio
pelo mesmo analista. A avaliacdo dos resultados foi realizada utilizando o critério de
coeficiente de variacédo (CV) a partir dos valores de média e desvio padrao dos Ct
obtidos. Os resultados foram representados em porcentagem com tolerancia de até
30% de variagao.

5.2 Reprodutibilidade

Para avaliar a reprodutibilidade do método de g-PCR, foram utilizadas as
sete parcelas experimentais definidas a partir do LD. A extracdo foi realizada e as
analises foram feitas em triplicata. O teste de reprodutibilidade foi realizado com a
finalidade de avaliar as possiveis diferencas entre os resultados obtidos, utilizando
dois tipos diferentes de reagentes Master mix e dois tipos diferentes de equipamentos
termocicladores para os ensaios de q-PCR. Para execuc¢éo do experimento, foram
utilizados o Real Q-PCR Master mix 2x Kit - Ampliqon® e o equipamento RotorGene
(Qiagen, Alemanha). Os Ct obtidos foram usados para a compara¢ao dos resultados.
Os valores foram representados em porcentagem com tolerancia de até 30% de
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variagao.
5.3 Especificidade Analitica

Foram analisadas, juntamente com o controle positivo, 80 amostras sabidamente
negativas provenientes de animais sem histérico de infeccéo. O objetivo foi avaliar
a capacidade do método g-PCR desenvolvido em discernir o DNA alvo dos outros
componentes da matriz que possam ser detectados no ensaio.

5.4 Especificidade Analitica pelo critério de Exclusividade

Para a realizagdo deste teste, selecionamos previamente doze amostras
positivas para outros agentes virais, sendo uma amostra clinica positiva para BoHYV,
cinco amostras clinicas positivas para VACV, trés amostras clinicas positivas para
BVDV e trés amostras positivas para FMDV (Titulagcao viral). O objetivo foi avaliar a
exclusividade do método g-PCR em detectar somente o gene alvo de PCPV com a
auséncia de reatividade cruzada.

5.5 Analise Estatistica e critérios de aceitacao do método q-PCR

Os valores de Cycle threshold (Ct) obtidos na Verificacdo de Desempenho
foram avaliados em triplicata para cada ensaio realizado, considerando as variacoes
das g-PCR, dos dias, dos analistas, dos equipamentos e dos reagentes para Analise
de Variancia — ANOVA. A determinagdo das variancias dos erros das medidas em
repetibilidade e reprodutibilidade foram utilizadas para a verificagdo da aceitabilidade
do sistema de medidas de acordo com o Manual de verificacdo de desempenho de
métodos para diagnostico molecular de doencgas infecciosas na rede nacional de
laboratoérios agropecuarios do Ministério da Agricultura (Fonseca Jr. et al., 2014;
MAPA, 2011).

6 1 UTILIZACAO DOS METODOS DE DETECCAO Q-PCREMAMOSTRAS CLINICAS

O desempenho do método g-PCR foi avaliado utilizando 44 amostras clinicas
de crostas ou do epitélio de lesbes orais bovinas. As amostras sdo provenientes de
varias regides brasileiras que foram enviadas ao Laboratorio de Biologia Molecular
- LBM / LANAGRO/MG para a realizacdo do diagnéstico molecular, abrangendo
diversas doencas vesiculares, incluindo FMDV. As amostras positivas para o género
Parapoxvirus foram previamente selecionadas para execug¢ao deste experimento.

6.1 Confirmacao dos resultados

Para confirmar os resultados positivos gerados pelo método g-PCR foi
realizado o sequenciamento de todas as amostras positivas para PCPV, por meio
das amplificacbes obtidas pela PCR convencional.
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7 | RESULTADOS

7.1 Limite de Deteccao — LD

Conforme os resultados obtidos, foi determinada como o limite de deteccao
para o método de g-PCR para deteccédo do PCPV, a diluicdo 1x10° [0,002 pg/uL],
utilizando deteccéo por SYBR® Green. Os resultados obtidos foram satisfatérios
apresentando valores de Eficiéncia, Slope e de R? adequados para os critérios de
aceitabilidade para o método. O mesmo teste de LD foi realizado utilizando a detecgéo
por sonda TagMan®, porém os resultados foram insatisfatérios apresentando valores
de Eficiéncia, Slope e R? inadequados.

7.2 Sensibilidade em matriz e controle interno

O efeito da interferéncia da matriz na g-PCR foi avaliado simultaneamente
com as analises para a determinacdo do LD. A comparacgao entre as duas curvas
permitiram a avaliacdao da perda de eficiéncia do método g-PCR quando o DNA alvo
se encontra diluido no material genético da matriz. Os resultados foram uteis para
avaliar o comportamento das reagdes e suas particularidades utilizando uma matriz
bovina homogénea permitindo a comparacao entre os Ct das curvas. Observa-se
gue o DNA da matriz exerce influéncia no desempenho da g-PCR. Portanto, assume-
se o efeito de matriz nas reacées do método.

As reacOes para a deteccao da B-actina foram realizadas em todas as amostras
de tecido epitelial de lingua bovina utilizadas neste trabalho. Os resultados foram
positivos, demonstrando boa extracdo de DNA e com auséncia de inibidores na
reacao (dados ndo mostrados).

7.3 Repetibilidade

A repetibilidade foi avaliada através da medida de concordancia ou
conformidade entre resultados utilizando um mesmo método, 0 mesmo equipamento
CFX96™ Real-Time System (BIO-RAD, USA) e o mesmo processo de extracdo
dado as amostras, variando os analistas, em trés dias diferentes. A repetibilidade do
método foi estimada através dos resultados de coeficiente de variagao (CV), a partir
dos valores de média e desvio padrdao dos valores Ct obtidos em cada ensaio. A
partir dos Ct obtidos em cada replicata, foi realizada a analise de variancia (ANOVA),
onde é possivel verificar os valores de varidncia dos ensaios realizados. De acordo
com os resultados obtidos nesta analise, concluiu-se que os sistemas de medida
executados pelos dois analistas sdo semelhantes, apresentando uma variancia total
no erro de analise de 4,82%. A variancia entre os analistas foi de 0% e entre os
dias foi de 1,18%. A alta porcentagem de variancia observada, entre as parcelas
experimentais, € um resultado normal, que confirma a existéncia de variagdes entre
as parcelas, o que € intrinseco da extracédo do DNA e, também ao fato da dosagem
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de DNA adicionada nas PCRs, ndao ser mensurada. A analise dos resultados obtidos
foi realizada através do coeficiente de variacao (CV), a partir dos valores de média e
desvio padrdo dos Ct com tolerancia de até 30% de variacéo.

7.4 Robustez e Reprodutibilidade

Para a realizacdo dos experimentos, foram utilizados como variagdes o
equipamento e o reagente Master mix. As amostras foram analisadas em triplicata,
em trés dias diferentes pelo mesmo analista utilizando o Real Q-PCR Master mix
Kit - Ampliqon® e o equipamento RotorGene (Qiagen, Alemanha). Os resultados dos
Ct obtidos foram usados para a comparacao entre os resultados obtidos utilizando o
equipamento CFX96 ™ Real-Time System (BIO-RAD, USA) e o Master Mix Quantifast
(Qiagen). A analise dos resultados obtidos foi realizada através do coeficiente de
variacado (CV), a partir dos valores de média e desvio padréao dos Ct com tolerancia
de até 30% de variacao. Os testes de robustez e reprodutibilidade tiveram a finalidade
de verificar as possiveis diferencas entre os resultados obtidos através de variagdes
deliberadas para os ensaios de gq-PCR.

Os resultados obtidos foram satisfatorios nos experimentos realizados. A
variancia total do erro de analise da reprodutibilidade foi de 3,01%, entre os dias
a variancia foi de 0% e entre os reagentes Master mix a variancia foi de 19,71%.
A variancia do total do erro de anélise da robustez foi de 4,77%, a variancia entre
as diluicbes foi de 0% e a variancia entre os equipamentos foi de 2,76%. Os
resultados alcancados comprovam a capacidade do método de gq-PCR de manter
seu desempenho analitico inalterado por variagdes nas condicbes do experimento.
Vale ressaltar que, a alta porcentagem de variancia observada entre as parcelas
experimentais, € um resultado normal, confirmando a existéncia de variagdes entre
as parcelas, o que € intrinseco da extracédo do DNA e, também ao fato da dosagem
de DNA adicionada nas PCRs, nao ser mensurada.

7.5 Especificidade Analitica

Para avaliar a especificidade dos métodos de g-PCR foram analisadas oitenta
amostras negativas de tecido epitelial de lingua bovina juntamente com o controle
positivo. O objetivo foi verificar a capacidade dos métodos desenvolvidos em discernir
o DNA alvo dos outros componentes da matriz. Os resultados de especificidade
obtidos pela analise realizada em q-PCR e detecc¢éo por sonda TagMan® mostraram
amplificacdo somente do controle positivo. Nas demais amostras n&o houve
amplificacdes, conforme o esperado. O teste certifica a capacidade do método
g-PCR em discernir o DNA alvo dos outros componentes da matriz. No experimento
utilizando a deteccao por SYBR® Green, diversas amplificagdes inespecificas foram
observadas, evidenciando uma caracteristica limitante relacionado ao sistema de
deteccédo. Portanto, entre as duas quimicas de deteccéo avaliadas, a detec¢édo por a
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sonda TagMan® apresentou o melhor resultado para o método g-PCR.
7.6 Especificidade Analitica pelo critério de Exclusividade

Para a realizacao dos testes de especificidade analitica por exclusao utilizamos
amostras positivas para outros agentes virais. Foi previamente selecionado um total
de doze amostras positivas sendo: uma amostra positiva de BoHV, cinco amostras
positivas de VACV, trés amostras positivas de BVDV e trés amostras positivas
de FMDV. As amostras positivas foram analisadas utilizando o método g-PCR
desenvolvido, com a finalidade de avaliar a sua capacidade em detectar somente a
sequéncia alvo de PCPV e excluir as outras sequéncias virais. Os resultados obtidos
neste experimento mostraram amplificacées na amostra de BoHV com um Ctde 39,92
e em trés amostras de VACV com Ct de 39,39 ; 39,72 e 38,00 no final da reacéo.
Nas outras oito amostras analisadas, nao foi observado amplificacéo. Os resultados
concluem que, para o método g-PCR desenvolvido, o valor maximo aceitavel do Cté
de 37,00. Valores de Ct acima desse valor serdo considerados inespecificos para o
diagnostico de PCPV. Portanto, este critério devera ser obrigatorio para a concluséo
final de um diagnostico utilizando este método g-PCR.

81 UTILIZACAO DOS METODOS Q-PCR PARA ANALISE EM AMOSTRAS
CLIiNICAS

O desempenho dos métodos g-PCR foram avaliados utilizando quarenta e
quatro amostras clinicas bovinas. As amostras com o resultado positivo para o género
Parapoxvirusforam previamente selecionadas e reanalisadas, desta vez, utilizando os
métodos q-PCR para a deteccao especifica de PCPV, desenvolvidos neste trabalho.
As mesmas amostras foram submetidas também aos métodos de g-PCR especifica
para o BPSV, com a finalidade de obter um resultado complementar. O desempenho
do método g-PCR demonstrado na rotina do Laboratério de Biologia Molecular - LBM
/ LANAGRO — MG foi bastante satisfatoria proporcionando um resultado rapido e
especifico para PCPV. As cinco amostras que apresentaram resultado positivo para
PCPV foram sequenciadas para a confirmacgao dos resultados obtidos.

9| CONCLUSAO

No processo de validacdo, o método desenvolvido apresentou resultados bem
sucedidos para os critérios de sensibilidade, robustez, repetibilidade, reprodutibilidade
e especificidade analitica. O método g-PCR apresentou também, resultados bem
sucedidos quando utilizados para a analise de amostras clinicas, demonstrando
aptidao para o uso em rotina laboratorial. De acordo com os resultados da analise de
especificidade analitica, realizada para o método de g-PCR, o valor maximo aceitavel
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do Ct é de 37,00. Amplificagdes que apresentarem Ct acima desse valor devem ser
consideradas inespecificas para o diagnostico de PCPV. Este € um critério obrigatorio
para a conclusao final de um diagnostico utilizando o método g-PCR validado
neste trabalho. O método q-PCR para detec¢cdo de PCPV foi utilizado em escala
experimental na rotina laboratorial com a utilizacdo de quarenta e quatro amostras
clinicas com o diagnéstico positivo para o género Parapoxvirus. O teste alcangou
resultados satisfatérios e especificos demonstrando a capacidade do método em
determinar a espécie viral estudada com rapidez, precisdao e especificidade. Os
resultados bem sucedidos da validagao permitiram a inclusdo do método de g-PCR
para deteccéo diferencial do PCPV no Laboratério de Biologia Molecular - LBM /
LANAGRO — MG com capacidade e competéncia para emitir diagnoésticos oficiais
especificos e precisos.
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RESUMO: As instituicbes de longa
permanéncia para idosos (ILPI) sdo afetadas
pela indisponibilidade de profissionais, como o
nutricionista, podendo comprometer a qualidade
higiénico-sanitaria das refeicdes. O objetivo do
estudo foi verificar a qualidade microbiol6gica
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das refeicbes ofertadas em uma ILPI. Estudo
de carater analitico, onde o tempo de exposicao
foi definido através do horario inicial e final de
distribuicdo, sendo a temperatura foi aferida
a partir de um termdmetro portatil digital
e as analises microbioldgicas seguiram a
metodologia descrita por Silva et al. Nenhuma
(100%)
temperaturas constantes acima de 60°C. O

das amostras mantiveram-se em
tempo de exposicao foi variavel, sendo o café
da manha a refeicdo com maior tempo de
exposicao e o jantar com menor tempo. 100%
dasamostras apresentaram contagemdesejavel
de bactérias aerObias mesofilas. Conclui-se
que é importante adotar balcbées que possam
garantir a manutencdo da temperatura na
impossibilidade, o binbmio tempo-temperatura
deve ser respeitado.

PALAVRAS-CHAVE: Servigcos de Saude para
Idosos. Bactérias. Alimentos.

VERIFICATION OF THE TEMPERATURE OF
DISTRIBUTION OF HOT MEALS OFFERED
IN A LONG-TERM CARE INSTITUTION FOR
ELDERLYS AND THE CORRELATION WITH
MICROBIOLOGICAL GROWTH

ABSTRACT: Long-term care institutions for the
elderly (LTCIFE) are affected by the unavailability
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of professionals, such as the nutritionist, which may compromise the hygienic-sanitary
quality of meals. The objective of the study was to verify the microbiological quality of
the meals offered in a LTCIFE. An analytical study, where the exposure time was defined
through the beginnig and end distribution schedule, the temperature was measured
through a portable digital thermometer and the microbiological analyzes followed the
methodology described by Silva et al. None of the samples (100%) were maintained
at constant temperatures above 60°C. The time of exposure was variable, being the
breakfast the meal with bigest time of exhibition and the dinner with smaller. 100% of
the samples presented desirable counts of mesophilic aerobic bacteria. It is important
to adopt balconies that can guarantee the temperature maintenance and when it is not
possible, the time-temperature bimomio need to be respected.

KEYWORDS: Health Services for the Aged. Bacteria. Food.

INTRODUCAO

O envelhecimento populacional € um processo natural universal, progressivo e
intrinseco, caracterizado por diversas alteracoes fisioldgicas. Este, por sua vez, vem
aumentando no Brasil desde a década de 70, enquanto a taxa de fecundidade vem
diminuindo. O processo de transicao demografica anteriormente citado é resultado
de mudancas culturais, como a insercdo da mulher no mercado de trabalho, melhoria
das condic¢des higiénico-sanitarias e ao avancgo tecnolégico (FAGUNDES et al., 2017;
OLIVEIRA; DELGADO; BRESCOVICI, 2014; JEREZ-ROIG et al., 2016).

Por conseguinte, a piramide etéria brasileira sofreu modificacbes, e projecdes
indicam que em 2020 o Brasil sera composto por mais de 30 milhdes de idosos,
sendo assim classificado como sexto pais com maior numero de idosos (FAGUNDES
et al., 2017). E oportuno lembrar que a Organizagdo Mundial da Satde (OMS, 2002)
considera como idosa a pessoa maior de 60 anos.

Nesse sentido, ao considerarmos o processo de envelhecimento, é indiscutivel
qgue os anos de vida adicionais podem representar um grande desafio se néo forem
vividos sob condi¢des adequadas (JEREZ-ROIG et al., 2016). Principalmente se
levarmos em conta que o envelhecimento e o proprio idoso sao considerados, muitas
vezes, como um empecilho pela sociedade, e como um encargo pelo governo,
embora existam politicas que assegurem essa populacdo (COIMBRA et al., 2018).

Com isso, nota-se que, geralmente, ap6s os 60 anos e/ou em casos de doencas
crOnicas, cresce a procura por instituicbes de longa permanéncia para idosos (ILPI).
As familias possuem como propdsito garantir o bem-estar, cuidado profissional e
conforto para esse familiar, partindo da ideia de que este se tornou dependente de
cuidados especificos inerentes ao processo de envelhecimento (COIMBRA et al.,
2018).

As ILPIs brasileiras sao regulamentadas pela Resolugcao da Diretoria Colegiada
(RDC) n° 283, de 26 de setembro de 2005, da ANVISA, que discorre dos critérios
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minimos para o seu funcionamento. Entretanto, o processo de institucionalizacao
pode expor o idoso a diversos riscos que estao relacionados com a inadequacao
fisico-estrutural e organizacional das ILPIs, principalmente quando falamos de
instituicbes de carater filantropico, uma vez que estas possuem limitacées ao que
diz respeito ao aspecto financeiro (ALVES et al., 2017).

Desta forma, nota-se que estas instituicbes podem ser afetadas pela
indisponibilidade de profissionais, como o nutricionista, profissional capacitado para
célculo da adequacéao nutricional das preparacdes oferecidas, dos cardapios, e pela
administracdo do setor de producédo de alimentos, tendo como objetivo fornecer
garantiruma alimentacao balanceada, que leva em consideragao o estado nutricional,
fisioldgico e patoldgico dos individuos (CAMARGOS et al., 2015).

Segundo a Resolugdo CFN N° 600/2018, que discorre das atribuicbes do
nutricionista nas Unidades de Alimentacdo e Nutricdo (UANs), compete a estes
o planejamento, organizagao, direcao, supervisdo e avaliagao dos servicos de
alimentacdo e nutricdo. Desta forma, o profissional deve desenvolver atividades
obrigatérias para efetivar as atribuicdes supracitadas.

Nessa perspectiva, o nutricionista deve planejar, implantar, coordenar e
supervisionar as atividades de pré-preparo, preparo, distribuicao e transporte
de refeicbes e/ou preparacdes, além de estabelecer e implantar procedimentos
operacionais padronizados, métodos de controle de qualidade de alimentos, e manual
de boas praticas (BRASIL, 2005). A propoésito destas informacgdes, é possivel que
a auséncia deste profissional em UANs possa comprometer a qualidade higiénico
sanitaria das refeicdes produzidas, oferecendo assim um risco a saude daqueles
gue as consomem.

O presente estudo teve como objetivo avaliar as condicbes microbioldgicas
das principais refei¢cdes (café da manha, almoco e jantar) ofertadas em uma ILPI.

METODOLOGIA

Estudo de carater analitico, realizado em uma ILPI de carater filantrépico, na
cidade de Macei6-AL, durante o periodo de abril a maio de 2019.

AMOSTRAS

A amostragem foi composta pelos alimentos servidos nas trés principais
refeicbes do dia (café da manha, almoco e jantar), no momento em que os alimentos
chegaram no balcdo de distribuicdo, e no momento em que voltaram para a
area de manipulacéao, totalizando 16 amostras. Em seguida, as amostras foram
acondicionadas em sacos plasticos estéreis, armazenadas em mochila isotérmica
contendo gelo, de agua potavel, e foram levadas ao Laboratério de Pesquisa do
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Campus | do Centro Universitario CESMAC para serem analisadas.

As amostras foram coletadas em um Unico dia pelo fato de que os manipuladores,
bem como as técnicas de pré-preparo, preparo, distribuicdo dos alimentos e tempo
de exposicao nao sofrem alteragdes durante os dias.

Junto a isto, foi definido o tempo de exposicao dos alimentos através do horario
em que estes chegaram ao balcéo de distribuicdo e o horario em que voltaram para
a area de manipulacéo.

AFERICAO DA TEMPERATURA

As temperaturas das preparacdes servidas foram avaliadas através de um
termometro portatil digital do tipo infravermelho laser, da marca Multi-Temp., com
variacao de -60°C a +500°C, com leitura instantanea. A temperatura foi verificada
em dois momentos distintos: ao inicio e ao fim da distribuicdo dos alimentos.
Posteriormente foram comparadas com os valores preconizados pelas legislacdes
vigentes.

ANALISES MICROBIOLOGICAS

Apds o transporte das amostras para o Laboratério de Pesquisa, foram
devidamente identificadas e realizada a técnica da diluicdo sucessiva seriada, para
iniciar as andlises, esta consiste em: pesar assepticamente 25g de cada amostra
e transferir para 225 mL de Solucéo Salina a 0,85%. A partir deste homogeneizado
(diluicao 10"), foi preparada a proxima diluigao transferiu-se 1 mL para tubo contendo
9 mL do mesmo diluente (diluicdo 102) e assim sucessivamente até a diluicdo 10
(SILVA et al., 2010).

QUANTIFICACAO DE BACTERIAS AEROBIAS MESOFILAS

A quantificacéo foi realizada com as diluicées seriadas de 10" a 10°. Foram
transferidas aliquotas de 0,1mL das diluicGes para as placas estéreis contendo Agar
Padrao Contagem/PCA, sendo realizado a semeadura das aliquotas com a al¢a de
Drigalski. As placas foram invertidas e incubadas a temperatura de 35-37°C/48h.
Passado o tempo de incubacé&o, foram selecionadas as placas contendo 25 a 250
colénias e realizada a contagem das Unidades Formadoras de Colbnias (UFC)/g ou
mL. As analises foram realizadas em duplicatas.
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RESULTADOS

A partir dos dados coletados, foi possivel observar que a temperatura inicial
das preparagdes variou entre 35,7°C e 60,6°C, enquanto o valor final analisado
no mesmo periodo variou entre 28,1°C e 52,6°C. Nenhuma das amostras (100%)
mantiveram-se em temperaturas constantes de distribuicao acima de 60°C.

O tempo de exposicao dos alimentos foi variavel, sendo o café da manha a
refeicdo com maior tempo de exposicao (90 minutos) e o jantar a refeicdo com menos
tempo de exposicao (30 minutos).

As analises microbioldégicas dos alimentos, o tempo de exposicdo e a
temperatura ao inicio e fim da distribuicdo podem ser observadas na Tabela 1.

Bactérias aerdbias

Tempode Temperatura  Temperatura Meséfilas
Refeicoes Alimentos exposicédo Inicial Final Valor Valor
(Minutos) (°C) (°C) Inicial Final
(UFC/g) (UFC/g)
Cuscuz 48,8 31 4,5x10* 5,7x10*
Café da Soja com 60,6 458 <10 <10
- salsicha 90
Manha
Papa de 45,9 28,1 1x10° 3x102
pé&o
Feijdo 49,5 37,8 1x10° 3x10*
Carne 43 30,6 <10 1,8x10*
Almocgo B 60
Macarrao 49,6 28,3 <10 7x10*
Arroz 35,7 30,8 <10 <10
Sopa 60,1 52,6 2x104 1,3x10*
Jantar 30
Papa de 46,8 34,6 <10 8x10°

arroz

Tabela |. Resultados do tempo de exposicao, temperaturas iniciais e finais e das andlises
microbioldgicas de refeicdes ofertadas em uma instituicédo de longa permanéncia para idosos na
cidade de Maceio-AL.

Fonte: dados da pesquisa

DISCUSSAO

Dentre os alimentos analisados, apenas a soja com salsicha e a sopa (25%)
atingiram, no momento inicial de distribuicdo, temperaturas acima de 60°C.
Temperatura essa preconizada pela Resolugcao de Diretoria Colegiada RDC 216 de
2004 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria e pela Portaria CVS 5, de 09 de
abril de 2013 para a distribuicdo de alimentos quentes. Entretanto, durante o tempo
de exposicao, esta ndo se manteve constante, sendo reduzida para 45,8°C e 52,6°C,
respectivamente.

Silva et al (2017), que verificou em seu trabalho o binémio tempo X temperatura
na distribuicdo de preparacdes em uma unidade de alimentacao e nutricao em Joéo
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Pessoa — PB, também encontrou resultados semelhantes ao que diz respeito a queda
de temperatura no inicio e final da verificacéo, atribuindo a queda de temperatura a
diminuicdo do volume das preparagdes, 0 que, consequentemente, reduz a superficie
de contato com a cuba aquecida, podendo assim ser um risco para a integridade das
preparag¢des, uma vez que irdo tornar-se mais propicias a multiplicacao microbiana.

A ILPI onde foi desenvolvido o presente estudo, n&o conta com a assisténcia de
um balc&o distribuicdo que favoreca a manutencéo da temperatura das preparacgoes.
Rosa et al 2008, avaliando o tempo e temperatura de distribuicao de preparacdes em
escolas, também encontrou resultados semelhantes, onde carnes avaliadas sofreram
reducao de temperatura em virtude da inexisténcia de um sistema de manutencao
de calor.

Outro dado importante encontrado no presente estudo é que as preparacdes
permanecem na area de distribuicdo sem tampas. A mesma irregularidade foi
encontrada no trabalho supracitado, de Rosa et al 2008, onde as preparagoes
avaliadas em algumas das escolas também permaneciam sem tampa, favorecendo
assim a reducao da temperatura do alimento e, consequentemente, a multiplicacéao
bacteriana.

O arroz (85,7°C - 30,8°C) e a carne (43°C — 30,6°C) foram os alimentos que
apresentaram a maior inadequacéo de temperatura durante a distribuicdo (<60°C).
Resultados semelhantes foram encontrados no trabalho de Oliveira et al. 2012, que
avaliaram as temperaturas das preparacdées de restaurantes do tipo self service
de Belo Horizonte-MG, onde 67,1% e 58,2% dos restaurantes avaliados faziam
distribuicdo de arroz e carne, respectivamente, em temperaturas entre 30,1°C a
45°C.

Comrelacéao as bactérias aerobias mesofilas, 100% das amostras apresentaram
contagem menor que 10°UFC/g. ARDC n° 12 de 2 de janeiro de 2001 ndo apresenta
limites para contagens de bactérias aerébias mesoéfilas em alimentos prontos para
0 consumo, alimentos servidos em restaurantes e similares, entretanto, contagens
acimade 10°UFC/g podem indicar exposi¢cao a contaminacao ambiental, permanéncia
por tempo prolongado em temperatura abusiva, armazenamento em temperatura
inadequada de refrigeracdo, assim como manipulagdo excessiva (FRANCO;
LANDGRAF, 2008).

A média de tempo de exposicao dos alimentos foi de 60 minutos. Apesar de
estarem expostos em temperaturas abusivas (menores que 60°C), estes ainda
respeitam o bindbmio tempo-temperatura. A Portaria CVS 5, de 09 de abril de
2013, discorre que os alimentos quentes devem atingir uma temperatura minima
de 60°C, podendo ficar expostos por, no maximo, 6 horas. Quando se encontram
em temperaturas abaixo de 60°C, devem ficar expostos por, no maximo, 1 hora,
justificando a contagem aceitavel de bactérias aerébias mesofilas.

Entretanto, podemos perceber que, apesar de nenhuma das amostras tenham
ultrapassado a contagem aceitavel para bactérias aerdbias mesofilas, algumas
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preparagdes, como o feijdo, a carne, o macarrdo e a sopa, atingiram valores
préximos ao considerado de risco (> 10° UFC/g). Sendo assim, percebe-se mais
uma vez a importancia do respeito ao binbmio tempo-temperatura, pois, se o tempo
de exposicao fosse maior do que o observado, seria possivel que o crescimento
microbiano ultrapassasse os valores recomendados pela literatura.

Cabe aqui ressaltar que, segundo Franco e Landgraf (2008), todas as bactérias
patogénicas de origem alimentar s&o mesofilas, e que existem relatos de alguns
casos de toxinfec¢cdo causadas por cepas de bactérias mesofilas.

CONCLUSAO

Embora a instituicdo nao apresente um balcao de manutencao de temperatura,
o tempo de exposicdo dos alimentos foi suficiente para inibir uma exacerbada
contaminag¢ao microbioldgica.

A exposicao de alimentos a temperaturas abusivas pode configurar-se como
um fator de risco para a saude através das doencas transmitidas por alimentos,
sobretudo para idosos institucionalizados, levando em consideracdo as diversas
alteracOes inerentes ao processo de envelhecimento

Sendo assim, é importante adotar, sempre que possivel, balcdes que possam
garantir a manutencédo constante da temperatura adequada conforme o que é
preconizado pelas resolu¢des vigentes e, quando néo for possivel, deve ser respeitado
o binbmio tempo-temperatura, afim de garantir a integridade microbioldégica das
refeicoes.
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CAPITULO 17

A DIVERSIDADE DA CLASSIFICACAO DE RNAS,NAO-
CODIFICADORES EM BACTERIAS
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RESUMO: Os genes codificadores de RNAs
com funcéo regulatoria conhecidos como RNAs
curtos (small RNAs ou sRNAs) ou sRNAs nao
codificadores (non-coding RNAs ou ncRNAs),
modulam respostas fisiologicas através de
diferentes mecanismos, através de interacéo
RNA-RNA ou interacdo RNA-proteina. Essas
moléculas s&o transcritas in trans e in cis em
relacdo ao RNA alvo. Estao localizados entre
as regides codificadoras de proteinas, ou
seja, nas regides intergénicas do genoma e
apresentam sinais de promotores e sequéncias
terminadoras geralmente Rho- independente.
O tamanho dos genes de ncRNAs varia entre
~50 até ~500 nucleotideos e varios transcritos
sao processados por RNase com produtos
finais menores, que modulam respostas
fisiologicas através de diferentes mecanismos,
pela interacdo RNA-RNA ou interacOes
RNA-proteina e algumas interagcbes podem
ser estabilizadas pela chaperona Hfg. Os
Riboswitches constituem outra classe ncRNAs,
localizados na regiao 5’UTR de um mRNA que
promovem a regulagdo transcricional através
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de sua interacdo com uma molécula ligante.
PALAVRA-CHAVE: ncRNA, cis-encoded
NcRNA, trans-encoded ncRNA, riboswitch.

THE DIVERSITY OF THE CLASSIFICATION
OF NON-CODING RNAS IN PROKARYOTES

ABSTRACT: The genes that encode regulatory
RNAs in prokaryotes - known as short RNAs
(sRNAs) or non-coding sRNAs (ncRNAs).
These molecules are transcribed in trans and
in cis relative to the targeted RNA. They are
located within the protein coding regions, in
the intergenic regions of the genome and show
signs of promoter and terminator sequences
that are generally Rho-independent. The size
of the ncRNA genes ranges from ~ 50 to ~
500 nucleotides and several transcripts are
processed by RNase with smaller end- products.
These modulate the physiological responses
through different mechanisms, either by RNA-
RNA or RNA-protein interactions, and some of
the interactions can be stabilized by the Hfq
chaperone. The Riboswitches constitute another
class of ncRNAs, that are located in the 5’UTR
region of an mRBNA and induce transcriptional
regulation through their molecular interactions
with linkers. CRISPR (Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats) regions
have been recently described in prokaryotes,

which are based on repeated palindromic
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sequences. Each replicate consists of small segments of “spacer DNA” taken from
exposures prior to the isolation of a bacteriophage virus or exogenous plasmid. CRISPR
can be defined as an immune system of resistance to exogenous molecules.

KEYWORDS: ncRNA, cis-encodedncRNA, trans-encodedncRNA, riboswitch, CRISPR.

11 INTRODUCAO

Os RNAs néo codificadores podem ser classificados como RNAs curtos néo-
mensageiros (SnmRNAs, do inglés small no-messenger RNAs), RNAs curtos néo
codificadores (ncRNAs, do inglés small no-coding RNAs), RNAs nao traduzidos
(utRNAs, do inglés untranslated RNAs), ou RNAs nao codificadores de proteinas
(npcRNAs, do inglés no-protein-coding RNAs) (HOE et al., 2013). Os RNAs curtos
(small RNAs ou sRNAs) ou RNAs néo codificadores (non-coding RNAs ou ncRNAS).
Estas moléculas modulam respostas fisiologicas através de diferentes mecanismos,
através de interacdo RNA-RNA ou interacdo RNA-proteina. Algumas interacdes
podem ser estabilizadas pela chaperona Hfgq (PICHON e FELDEN, 2007; LIVNY e
WALDOR, 2007; LIU e CAMILLI, 2010). E o que ocorre comumente na classe dos
ncRNAs frans-encoded onde a formacao do complexo ncRNA:Hfg:mRNA pode atuar
positiva ou negativamente na regulacao pés-transcricional (FANER e FEIG,2013).

Os ncRNAs mais estudados sdo os cis-encoded RNAs e os trans-encoded
RNAs, sendo os primeiros transcritos in cis e antisenso em relacdo ao mRNA alvo e
os segundos transcritos em regides gendmicas distantes do mRNA alvo (AZHIKINA
et al., 2015). Por isso, somente os cis-encoded RNAs apresentam pareamento de
bases perfeito com os alvos. Os Riboswitches constituem outra classe ncRNAs,
localizados na regido 5’UTR de um mRNA, que promovem a regulagéo transcricional
através de sua interacdo com uma molécula ligante (WINKLER, 2005; MEYER et
al.,, 2011; IZAR, MRAHEIL e HAIN, 2011). Recentemente, em procariotos, foram
descritas regides CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats) que sao repeticdes de sequéncias de bases palindrébmicas (BRONS et
al., 2008; AZHIKINA et al., 2015). Cada repeticdo consiste em segmentos curtos de
“DNA espacador” de exposicdes anteriores a um virus bacteridofago ou plasmideo
exdégeno. O sistema CRISPR\cas consiste em um sistema imune de resisténcia a
moléculas exdgenas (MARRAFFINI e SONTHEIMER; 2008).

Ferramentas computacionais sao muito utilizadas para a predicao de ncRNAs,
como o QRNA (RIVAS et al., 2001) que realiza a analise comparativa de genomas,
o ISI (PICHON e FELDEN, 2003) que analisa sequéncias intergénicas conservadas
entre genomas relacionados para a identificacdo ncRNAs. O programa computacional
RNAz 2.0 (GRUBER et al.; 2010) analisa a estabilidade termodindmica da estrutura
conservada do RNA e a existéncia de promotor e terminador nos possiveis preditos
ncRNAs. As ferramentas de predicdo sRNAPredict2 (LIVNY et al., 2006) e SIPHT
(LIVNY et al., 2008) avaliam as informacdes dos promotores terminadores Rho-
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independentes contra banco de dados. Além disso, a abordagem experimental de
larga escala que envolve sequénciamento de cDNA (RNA-seq), tem sido amplamente
utilizada na predicdo de ncRNAs e constitui um método bastante eficiente devido a
possibilidade de confirmar a expressao de ncRNAs preditos (SHARMA e VOGEL,
2009; SHINHARA et al., 2011; PICHON et al., 2012; SCHROEDER et al., 2015).
Pretende-se assim contribuir para o entendimento da participagcdo desse tipo de
RNA na regulacéo do metabolismo bacteriano.

21 RNAS NAO CODIFICADORES EM PROCARIOTOS

O avanco cientifico e tecnoldgico proporcionou a descoberta das funcdes
daqueles tidos como principais RNAs: RNA mensageiro (mRNA), molécula de
transferéncia da informacéo durante a sintese de proteinas; RNA ribossémico (rRNA)
componente da estrutura da sintese de proteinas e RNA transportador (tRNA) com
capacidade de transportar os aminoacidos e interagir com as proteinas (COX et
al., 2012). Diversos estudos estruturais e funcionais do RNA tém sido realizados e
possibilitaram a descricdo de novas classes de RNA, com funcgdes variadas e nos
dominios Archea, Bacteria e Eukaria (QUADRO 1) (BROSIUS e RAABE, 2016).

Enquanto a genbmica considera e analisa 0os genomas como sequéncias
codificadoras de mRNAs, rRNAs e tRNAs, a RNO6mica investiga, além desses, os
genes codificadores de RNAs que sdo nédo traduzidos, mas que sdo RNAs funcionais
e estédo envolvidos em diferentes processos celulares (HUNTTENHOFER et al., 2005;
ULVE et al., 2007). Os RNAs nao codificadores est&o envolvidos em varios processos
celulares, como por exemplo: replicagcdo dos cromossomos na divisao celular (diF),
regulacao da transcricao (6S RNA), processamento do RNA (rnpB), estabilidade do
MRNA e traducgao (sequéncia antisense — spot42), estabilidade de proteina (tmRNA)
e transporte (4.5S ou ffs) (MIKULIK, 2003). Existem ncRNAs envolvidos no stress
oxidativo (oxyS), na transcricdo da fase estacionaria (dsrA, rprA), relacionados ao
controle do numero de copias de plasmideos (RNAI, RNAIIl), armazenamento de
carbono (csrBC) e transporte de carbono (gcvB) (ULVE et al., 2007).

A classe dos ncRNAs com funcédo regulatéria estd envolvida em diversos
mecanismos regulatérios como na expressao génica, na modulacao das proteinas
de superficie da membrana externa (Omp) (MASSE et al., 2003). Alguns ncRNAs
podem ligar-se a proteinas a fim de modular suas atividades, como € o caso do
6S RNA que forma um complexo com a RNA polimerase (RNAP) (ULVE et al.,
2007; PICHON, FELDEN, 2007; GOTTESMAN e STORZ, 2011). Essas moléculas
séo transcritas in trans ou em in cis em relacdo ao RNA alvo (STORZ, ALTUVIA e
WASSARMAN, 2005; LIU e CAMILLI, 2010). Os genes estao localizados entre as
regides codificadoras de proteinas, ou seja, nas regides intergénicas do genoma
e apresentam sinais de promotores e sequéncias terminadoras, geralmente Rho-
independente (ERMOLAE et al., 2000; WASSARMAN et al., 2001; ARGAMAN et al.,
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2001; CIAMPI, 2006).

O tamanho dos genes de ncRNAs varia entre ~50 até ~500 nucleotideos e varios
transcritos sao processados por RNase com produtos finais menores (FIGURA 1)
(WASSARMAN e KILEY, 2010; ARNVIG, CORTES e YOUNG; 2014; UPDEGROVE
et al., 2015; SCHROEDER et al., 2015). O pareamento antisenso entre 0 ncRNA
regulatorio e o RNA mensageiro alvo é o mecanismo de acao mais comum (SHARMA
e VOGEL, 2009; MASSE e GOTTSMAN, 2002). Essa interacdo ocorre em regides
curtas e de complementariedade imperfeita de sequéncia, podendo ser estabilizada
pela proteina chaperona Hfq (MASSE et al., 2003; REPOILA e DARFEUILLE, 2009;
STORZ et al., 2011).

Terminador
Rho-
independente
RBS AUG
5'DNA | Promotor D 3 DNA
, 50— 500 pb ALTO A+T
5 UTR 3'UTR

CTTGAC(N) CTATAT
-35 -10

FIGURA 1 — Estrutura de um gene de ncRNAs em bactéria, onde apresenta uma regiao
promotora CTTGAC (N) (-35) e CTATAT (-10), sitio de ligagao de ribossomo (RBS), uma regiao
codificadora AUG na extremidade 5’UTR. Podendo variar o tamanho entre 50 a 500 pares de
bases, e na regido 3'UTR apresenta uma sequéncia terminadora (Rho-independente).

Jager e colaboradores (2012) demonstraram que a interagao ncRNA,,/ RNA
alvo em Archaea pode ocorrer com acéo cis-encoded ou trans-encoded, através de
dois dominios distintos. Assim como em Bacteria, os ncRNAs em Archaea estao
envolvidos em muitos processos biolégicos, tais como: regulacdo metabdlica,
adaptacao a condigcdes ambientais, resposta ao stress, regulagdo da morfologia e
no comportamento celular. Em Methanosarcina mazei GO1, Babski e colaboradores
(2014) identificaram ncRNAs que alinham na regido 5’UTR dos mRNAs alvos e em
Sulfolobus solfataricus ncRNAs que alinham na regidao 3’'UTR dos mRNAs alvos. Ja
para Pyrobaculum sp. e Haloferax volcanii, ha evidencias que os ncRNAs podem
alinhar com mRNAs alvos tanto na extremidade 5’UTR, quanto na extremidade
3’UTR. Além disso, observaram que o ncRNA TRF regula negativamente a traducéo
em resposta a ligagcao ao RBS.

O modo de acao dos ncRNAs regulatérios depende da co-localizagdo com os
seus mMRNA alvos (FIGURA 2). Podendo ser classificados em trans-encoded RNA,
codificados distantes dos seus mRNA alvos, e em cis-encoded quando localizam-se
na regiao 5’UTR em relacdo ao alvo. Os riboswitches, em sua maioria, encontram-se
na regido 5’UTR, sofrem alteragdes conformacionais na sua estrutura secundaria,
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devido a ligacdo de um ligante, e regulam a expresséo génica (GOTTESMAN e
STORZ, 2011; ARNVIG et al., 2014).

ncRNAs cis-encoded NERNAs frans-ancocad

mRMNA alvo mRNA alvo

ncRNA ncRNA

FIGURA 2 — Sentido de transcricdo ncRNAs e modo de pareamento com RNAs alvos. Genes
de ncRNAs cis-encoded estao localizados proximos aos genes codificadores de mRNAs alvos
enquanto que genes de ncRNAs trans-encoded estdo locados distantes dos seus mRNAs alvo.
Apbs a transcricdo os ncRNAs cis-encoded fazem pareamento curto e perfeito com seus alvos

e os ncRNAs trans-encoded fazem pareamento longo e imperfeito.

O mecanismo de acao dos ncRNAs varia de acordo com a sua funcao (FIGURAS
3 e 4). No passo pos-transcricional o ncRNAs cis-encoded pode causar a degradacao
do mRNA (FIGURA 3a), a inibicdo da traducéo (FIGURA 3b), a clivagem do mRNA
alvo (FIGURA 3c) (Overlaping da 5’UTR) e terminacao da transcricdo (FIGURA.
2d) (WATERS e STORZ, 2009). A interacdo do ncRNA trans-encoded com mRNA
alvo pode resultar na inibicao da traducao (FIGURA 4a) e na degracdo do mRNA
pela interacdo negativa da 5’UTR inibindo o sitio de ligacdo do ribossoma, ou na
degradacao parea RNase (FIGURA 4b). O ncRNA trans-encoded com o seu mRNA
alvo pode formar uma estrutura inibitéria que poderia bloquear de alguma forma
o local do sitio de ligacdo do ribossoma, impedindo assim, a traducéo (FIGURA
4.c) (WATERS e STORZ, 2009). Muitos RNAs codificados em cis com orientacao
antisense, podem formar complexos binarios trans-encoded com o mRNA alvo, o
gue demonstra que esta classificagao néo é rigida ou decisiva (OLIVA, 2015).

ORF ORF 1 ORF 2
5 3 g 3
& 5'1 7 5
RBS l .
neRNA / NERNA l ncRNA

g ' b. Inibi¢io da l
. traducao
a. Degradacao c. Clivagem d. Terminacao

do RNA do mRNA da Transcricdo

FIGURA 3 — Mecanismos de agéo cis-encoded em que, no genoma, o ncRNA esté localizado
proximo ao gene do seu mRNA alvo. O ncRNAs cis-encoded esté representado em amrelo e
seu alvo em azul. 3a. Degradacdo do mRNA. 3b. Inibicdo da tradugdo. 3c. Clivagem do mRNA
e 3d. Terminacdo da transcricao.




ORF

ncRNA
9 F ol 3
RBS | RBS
e 1 NGRNA _/ ncRNA l ncRNA
| z
a. Inibigao da b. Degradag&o do c. Tradugao
Tradugéo mRNA

FIGURA 4 — Mecanismos de agao trans-encoded em que, no genoma, o ncRNA est4 localizado

distante do gene do seu mRNA alvo. O ncRNAs frans-encoded esté representado em vermelho

e o seu mRNA alvo em azul. Complementariedade de pares de bases é limitada. 3a. Inibicdo da
traducgéo. 3b. Degradacédo do mRNA. 3c. Permite a traducao.

2.1 cis-encoded ncRNAs

Os cis-encoded ncRNAs estéo presentes em diferentes espécies bacterianas,
Gram-positivas e Gram-negativas (STORZ, ALTUVIA e WASSARMAN; 2005; OLIVA,
SAHR e BUCHRIESER, 2015). Em E. coli, Wagner e Simons (1994) descreveram
o papel regulatério antisense do RNA no controle da expressao génica de mRNAs,
na maturacédo de fagos, na transposicao de elementos moéveis e na replicagao de
plasmideos. Além disso, podem participar da regulagcdo do inicio da replicacao,
conjugacao de plasmideos, transposicdo, degradacdo do mRNA e também de
algumas vias do metabolismo celular. Estes eventos continuam sendo objeto de
investigacao de diferentes pesquisadores (STORZ, ALTUVIA e WASSARMAN; 2005;
BRANTL, 2007; LIU e CAMILLI, 2010; OLIVA, SAHR e BUCHRIESER, 2015).

Os cis-encoded ncRNAs sao codificados no mesmo locus do seu mRNA alvo,
mas no sentido antisense do duplex, sendo assim, totalmente complementares
durante a interacdo. O mecanismo de resposta poOs-transcricional da regulacéo
génica envolve um elevado grau de complementariedade de sequéncia, e isso foi
considerado um indicio de que nao seria necessaria a interacdo da proteina Hfq
(HOGTTENHOFER, SCHATTNER e POLACEK, 2005; BRANTL, 2007). Entretanto,
alguns pesquisadores reportaram a interferéncia de Hfg no pareamento ncRNA cis-
encoded mRNA alvo (SITTKA et al., 2008; LORENZ et al., 2010; ROSSI et al., 2016).
De forma geral, esses ncRNAs atuam através do pareamento complementar ao sitio
de ligacao do ribossoma do mRNA, inibindo, por sua vez, a tradu¢cdo (BRANTL,
2007; REPOILA e DARFEUILLE, 2009).

Um exemplo de cis-encoded ncRNA tipico é o 5’ureB de Helicobacter pylori,
localizado 5"-antisense ao gene ureB que compde o operon ureAB (WEN, FENG e
SACHS, 2013; HAN et al., 2013). Esse ncRNA contém 292 pb e regula negativamente
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a expressao do operon ureAB ao bloquear a traducéo na porcéo 5’ do ureB (FIGURA
4). Os genes ureAB de H. pylori localizam-se no cluster de dois operons ureAB-
urelEFGH e codificam as subunidades UreA e UreB da apoenzima urease. Essa
enzima € essencial para a sobrevivéncia da H. pylori em baixo pH uma vez que sua
reagéo produz NH, e HCO,para o ambiente, permitindo assim, a homeostasia para o
crescimento bacteriano (WEN, FENG e SACHS, 2013). Adiversidade do cis-encoded
NcRNA e seus papéis regulatorios variam de acordo com cada organismo como. Por
exemplo, Salmonella enterica serovar Typhimurium possui o cis-encoded ncRNA
lesR-1 cuja a funcéo é controlar a replicagcdo em células de eucarioto (GONZALO-
ASENSIO et al.,, 2013) e Salmonella entérica serovar Typi possui o cis-encoded
ncRNA AmgR envolvido na viruléncia em ratos (LEE e GROISMAN, 2010) e o AsdA
que é regulador da replicacao intracelular (DADZIE et al., 2013).

A mesma diversidade pode ser observada com relacdo as estratégias
regulatorias. Em Eschericha coli o emparelhamento de bases entre o cis-encoded
ncRNA GadY e seu mRNA alvo gadXW causa a clivagem do duplex entre gadX e
gadW, proporcionando o aumento dos niveis do transcrito gadX. O produto GadX
funciona como fator de transcricdo do operon GadAGadB durante a sintese da
glutamato descarboxilase e este processo consiste em um sistema de desfesa contra
estresse acido em E. coli (WATERS e STORZ, 2009; AZHIKINA et al., 2015).

O sistema SymR-SymE em E. coli consiste em dois genes, o cis-encoded
ncRNA symR e o gene symE que codificam uma proteina toxica (REPOILA e
DARFEUILLE, 2009; LIU e CAMILL, 2010; AZHIKINA et al., 2015). O aumento da
concentracao celular da proteina SymE diminui a atividade sintética dos ribossomos.
O cis-encoded ncRNA symR regula negativamente a expressédo do gene symE pela
complementariedade de bases ncRNA/mMRNA, resultando na inibicdo da traducéo
de mRNAsymE e na retomada da atividade sintética ribossomal (REPOILA e
DARFEUILLE, 2009; WATERS e STORZ, 2009; HAN et al., 2013; AZHIKINA et
al., 2015). Peng e colaboradores (2015) identificaram, em Brucella abortus 2308,
o cis-encoded ncRNA BsrH que regula positivamente a expressdo do gene hemH,
evidenciando, com isso, a importéncia da expresséo regulatoria que ncRNA BsrH
exerce sobre seu mRNA alvo.

Os cis-encoded ncRNA antisense sédo também comuns no mecanismo de
replicacédo de plasmideos. Por exemplo, no controle da replicacdo do plasmideo
ColE1, que usa ncRNA em vez de proteinas para iniciar a replicacdo no sitio de
origem, sao transcritos dois RNAs parcialmente complementares a partir de fitas
opostas. O RNA maior, com 250-500 nucleotideos (RNAII), é transcrito a partir da fita
sense e forma um hibrido estavel com o DNA molde. Este hibrido é entdo processado
pela RNAse H para gerar um primer para a DNA polimerase. O RNA menor, com 68-
108 nucleotideos (RNAI), é transcrito a partir da fita antisense e € complementar a
regiao 5’ do RNAII. Ele funciona como um regulador negativo da formacao do primer
pela formacao do duplex RNAI/RNAII que impede a formacéo do hibrido RNAII/DNA
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molde. A concentracédo de RNAI é proporcional ao numero de plasmideos por célula,
constituindo assim uma alga de feedback negativo que regula a replicacéo plasmidial
em reposta as alteracdes metabélicas (MASSE, MAJDALANI e GOTTSEMAN, 2003;
CAMPS, 2010).

2.2 trans-encoded ncRNAs

Como ja mencionado, o0 modo de agéo dos trans-encoded ncRNAs difere dos
cis-encoded ncRNAs pelo limitado compartilhamento de pares de bases com os seus
mMRNA alvos (WATERS e STORZ, 2009; HAN et al., 2013; AZHIKINA et al., 2013).
Esse tipo de ncRNA é codificado in trans e pode ter mRNAs alvos em diferentes
locais no genoma. O ncRNA transcrito necessita geralmente da proteina chaperona
Hfq para estabilizar a interacdo ncRNA-RNA alvo, devido ao pareamento de bases
imperfeito e, assim, evita-se sua eventual degradacédo pela RNase (RICHARDS e
BELASCO, 2008; STORZ et al., 2011, WATERS e STORZ, 2009). A chaperona mais
estudada é a proteina Hfq que em E. coliinterage com 40% dos ncRNAs (AZHIKINA
et al., 2015). Schoroeder e colaboradores (2016) relatam que quase 50% de todas as
espécies bacterianas possuem trans-encoded ncRNAs que necessitam da proteina
chaperona Hfg, uma excessao é Listeria monocytogenes em que a maioria dos trans-
encoded ncRNAs séao independentes da Hfq.

A interacdo de Hfq com trans-encoded ncRNAs esta envolvida na regulacao
pbs-transcricional em varias espécies de bactérias, e pode exercer efeito negativo
ou positivo sobre os seus mRNAs (RICHARDS, VARDERPOOL, 2011; CECH et al.,
2016). A estrutura de Hfq, baseada em estudos de cristolografia, mostra uma proteina
hexamérica, homoldéga a proteinas Sm que possuem dois motivos (Sm1 e Sm2)
(STORZ et al., 2011; PENG, DONG e WU; 2015). Em E. coli, Link e colaboradores
(2009) caracterizaram dois sitios de ligacdo de RNA da proteina Hfqg: proximal que
se liga ao ncRNA e mRNA alvo e o outro distal que se liga a cauda poli U (FIGURA
5) (HOLMQVIST et al., 2016).

=3 mRNA
oY

Hfq IERRERER

ncRMNA

FIGURA 5 - Modelo provéavel da interacéo da proteina Hfqg com o par ncRNA/mRNA.

Peng e colaboradores (2015) reportaram, através de estudos de transferéncia
de energia por ressonancia fluorescéncia (FRET), modelos estruturais em a Hfq
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interage com PAPI, PNPase e RNaseE. Soper e colaboradores (2010) descreveram
trés ncRNAs regulatérios DsrA, RprA, ArcZ em E. coli que regulam positivamente a
traducao do fator sigma RpoS quando ocorre o emparelhamento de bases ncRNA e
MRNA rpoS. Eles identificaram a formacao de um grampo inibitério na regido 5’'UTR
e demonstraram que a ligacado a Hfg é importante para a estabilidade do complexo
RNA:RNA. Ja na regulacdo negativa, o emparelhamento de bases ocorre entre a
sequéncia de ligacdo ao ribossomo (RBS) e o ncRNA, bloqueando a ligagdo ao
ribossomo, ou a degradacéao pela RNases.

Em E. coli, a regulagao da expressao da proteina OmpC envolve o ncRNA MicF
e uma reguiao 5’ UTR de 22 nucleotideos antisense ao mRNA ompC (CHEN et al.,
2004). Esta interacao envolve também a Hfq e resulta na inibicdo da traducédo. Ja
em Salmonella typhimurium € o ncRNA MicC, associado a proteina Hfq, que silencia
o mMRNA ompD através do duplex de RNA/RNA de 12 pares de bases na regiao
codificadora de proteina. O MicC n&o inibe a iniciagcdo da traducédo na posicao a
jusante, mas acelera a atividade de RNaseE-dependente (PFEIFFER et al., 2009;
WROBLEWSKA e OLEJINICZAK, 2016).

3 | RIBOSWITCHES

Riboswitches sé&o elementos estruturados de RNA n&o codificante considerados
elementos cis-encoded de RNA, localizados em sua maioria na regiao 5’UTR de
um mRNA alvo e menos frequentes na extremidade 3° UTR (WINKLER, 2005;
WATERZ e STORZ, 2009; HAN et al., 2013). Entretanto, Loh e colaboradores (2009)
descreveram um caso de riboswitch que controla in trans a expressao da proteina
reguladora da viruléncia PrfA em Listeria monocytogenes. Possuem a capacidade de
controlar a expressao génica a nivel de transcricao e traducéo e de adquirir diferentes
conformagdes em resposta a sinais ambientais, como elevadas temperaturas e a
ligacdo de pequenas moléculas, como metabdlitos ou ions metalicos (WATERS e
STORZ, 2009; IZAR, MRAHEIL e HAIN, 2011).

Recentemente, uma grande variedade de riboswitches foi identificada
em procariotos. Bacillus subtilis possui 2% de todos os seus genes regulados
por riboswitches que sem ligam a metabdlitos intracelulares, como Flavina
mononucleotideo (FMN), pirofosfato de timina, S-adenosil-metionina (SAM), lisina
e guanina (FIGURA 6) (MIRONOV et al., 2002; HENKIN, 2008; HAN et al., 2013;
OLIVA, SAHR e BUCHRIESER, 2015). A estrutura do riboswitch € composta por
duas partes, a regido de aptamero que serve de sitio de ligagdo para um ligante e a
plataforma de expresséo que assume uma conformacao adequada para a trandug¢éo
(FIGURA7) (WATERS e STORZ, 2009; ANTHONY et al., 2012). Aligagcao da molécula
ligante provoca alteragdes conformacionais na estrutura nativa do riboswitch,
podendo regular os processos de transcricao e traducao (WINKLER, 2005). A tltima
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sequéncia da plataforma de expressdo forma um emperalhamento com o dominio
aptéamero, depedendo se estiver ligado ou ndo ao ligante e pode, eventualmente,
sinalizar um término de transcricdo ou controlar a estrutura helicoidal no sitio de
ligacdo do ribossoma (WEINBERG et al., 2011).

Assim os riboswitches séo utilizados pararegulacao daterminacao datranscricao
(atenuacédo) do mRNA e a na iniciacdo da traducdo (BARRICK et al., 2004). Na
transcricdo quando o ligante se liga ao mRNA na regido do aptamero, ocorrem
alteracbes conformacionais, resultando na formac&o de um grampo alternativo
(FIGURA 7a) (WATERS e STORZ, 2009). Este grampo atua como um terminador da
transcricdo que inibe a expressao génica. A ligacao da molécula ligante ao grampo
alternativo leva a anti-terminacao (FIGURA 7b). A ligacao de um ligante que provoca
alteracao estrutural e leva ao sequestro do RBS impede a traducdo (FIGURA 7c).
Ao contrario, a ligacdo de um ligante pode causar a exposi¢cdo do RBS e promover
a traducéao (FIGURA7AJ).
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FIGURA 6 — Arranjo Estrutural do Riboswitch e Fung¢do Regulatoria do Ligante. Riboswitch
€ formado pela regidao aptamero (rosa) e uma plataforma de expresséo (amarelo) na 5’'UTR
do respectivo mRNA (azul). Molécula ligante exerce funcao regulatéria nos processos da
transcricéo (A e B) e da traducéo. Modificado de WATERS e STORZ, 2009.

Os riboswitches podem desempenhar fungcdo em sistemas biol6gicos da célula,
devido o grande numero de familias de genes envolvidos. Corbino e colaboradores
(2005) descobriram motivos metA em Agrobacterium tumefaciens semelhante ao
riboswitch dectetor de S-adenosilmetionina (SAM). A classe de riboswitch SAM-II
apresenta grande diversidade estrutural, de baixa conservacéo, podendo alterar
a estrutura conformacional do mRNA (EPSHEIN, MIRONOV e NUDLER, 2003;
McDANIEL et al., 2003; WINKLER et al., 2003; LALAOUNA et al., 2013). A estrutura
do riboswitch pode conter diversos motivos que controlam a expressao do gene,
através da deteccdo de concentracbes dos metabdlitos especificos, o que torna
estas estruturas promissores alvo para antibiéticos. Suresch e colaboradores (2016)
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demonstraram que o S-adenosilmetionina riboswitch-Ill, presente em bactérias
anaerobicas, estd envolvido no processo de regulacdo da metionina e das vias
biossintéticas SAM. Em presenca ou auséncia do ligante, o S-adenosilmetionina
riboswitch-1ll exerce uma dupla funcdo, o que facilita a mudanga conformacional
entre o estado parcial e totalmente dobrado, formando uma estrutura duplex estavel,
a qual fortalece as interagdes entre os nucleotideos Shine-Dalgarno (SD) e anti-
Shine-Dalgarno (aDS).

41 CONCLUSAO

O conhecimento acerca da regulacdo pos-transcricional que os ncRNAs
exercem em um determinado mRNA alvo, esta relacionado com a sua posi¢céo e o
pareamentono entre ncRNA:RNAm, e qual a classe de sRNA que se estéa trabalhando.
Ha diferentes classes de sRNAs e como estes podem regular diversos mecanismos
formando umarede regulatéria, a qual, desempenha um papel fundamental no circuito
regulatorio do genoma em estudo. Com o avango das tecnologias computacionais
visando proporcionar um conhecimento a respeito do papel e da funcionalidade dos
non-coding RNA nos diversos dominios da vida, os quais vem sendo desenvolvidos
pesquisas para predicao e validacdo que auxiliam ao entendimento do que era
considerado lixo gen6mico, hoje se sabe, da grande importancia que os ncRNAs
exercem apesar do tamanho sdo excelentes construtores e alicerces que compdéem
a maquinaria genémica.
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RESUMO: Este trabalho teve como objetivo
avaliar a capacidade de leveduras isoladas de
frutas para fermentar xilose a etanol. Foram
testadas23cepasdelevedurasisoladasdefrutas
em relacao a sua capacidade de fermentacéo a
partir de diferentes substratos (xilose, glicose,
maltose, sacarose e lactose), utilizando o caldo
carboidrato vermelho de fenol. As leveduras que
apresentaram resultado positivo para a xilose,
foram submetidas a cinética de fermentacéao
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alcodlica, sendo acompanhado o consumo
de substrato, viabilidade celular e producéo e
etanol. As cepas que apresentaram a produgao
de etanol em meio sintético foram submetidas
a fermentacao hidrolisado
hemicelulésico de palha de cana de agucar
como meio de cultivo. No teste de fermentacao
de carboidratos foram consideradas positivos
0S ensaios que apresentaram producao de
acido e de gas. A glicose e a sacarose foram
os carboidratos com maior assimilacdo pelas
leveduras avaliadas, sendo que ambos o0s
carboidratos, 65% das leveduras avaliadas
foram capazes de produzir tanto acido quanto
0 gas. A xilose foi o terceiro carboidrato que
obteve o maior percentual de positivos, sendo
que 56% das leveduras apresentaram produgao
de acido e de gas. Das 23 leveduras avaliadas,
7 foram submetidas a ensaios de fermentacao
alcodlica e 3 delas se destacaram na producéo
de etanol a partir de xilose, sendo elas a BB 146,
BB 149 e BB169, com uma producéo de alcool
de 0,78+0,011 g/L, 0,92+0,0008 e 0,65+0,085
g/L, respectivamente.

PALAVRAS-CHAVES: Fermentacao alcodlica;
Cana de agucar; Xilose.
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FROM XYLOSE

ABSTRACT: This work aimed to evaluate the ability of isolated yeasts of fruits to
ferment xylose to ethanol. Twenty-three strains of yeast isolated from fruits were tested
for their fermentation capacity from different substrates (xylose, glucose, maltose,
sucrose and lactose) using red phenol carbohydrate broth. The yeasts that showed
positive results for xylose were submitted to alcoholic fermentation kinetics, followed by
substrate consumption, cell viability and ethanol production. The yeasts that presented
the ethanol production in synthetic medium were submitted to the fermentation using
hemicellulosic hydrolyzate of sugar cane straw as culture medium. In the carbohydrate
fermentation test, acid and gas production tests were considered positive. Glucose and
sucrose were the carbohydrates with the highest assimilation by the evaluated yeasts,
and both carbohydrates, 65% of the yeasts evaluated were able to produce both acid
and gas. The xylose was the third carbohydrate that obtained the highest percentage
of positives, and 56% of the yeasts presented acid and gas production. Of the 23
yeasts evaluated, 7 were submitted to alcoholic fermentation tests and 3 of them were
highlighted in the production of ethanol from xylose, being BB 146, BB 149 and BB169,
with an alcohol production of 0.78 + 0.011 g /L, 0.92 + 0.0008 and 0.65 + 0.085 g / L,
respectively. Keywords: Alcoholic fermentation; Sugar cane; Xylose.

KEYWORDS: Alcoholic fermentation; Sugar cane; Xylose.

11 INTRODUCAO

No Brasil, o etanol é majoritariamente obtido pela fermentacdo usando
matérias primas como o caldo e 0 melago de cana de agucar, empregando como
micro-organismo fermentador a levedura Saccharomyces cerevisiae. No entanto, no
cultivo e processamento da cana de agucar também sao gerados subprodutos como
o0 bagaco e a palha, sendo estas, interessantes fontes de celulose e hemicelulose.
A hemicelulose € um polimero de hexoses e pentoses, que quando hidrolisadas, a
maior quantidade de acgucar liberado é a xilose (ZHANG et al., 2010). A producéo do
etanol de segunda geracéo utilizando a palha da cana de agucar apresenta beneficios
econOmicos, uma vez que a palha que antes era queimada ou deixada no solo sem
qualquer utilidade passa a gerar um aumento em torno de 30% na producédo do
etanol utilizando a mesma area de plantio, tendo custo zero e diminuindo o impacto
ambiental. Além disso, a utilizacdo da palha de cana de agucar para producéo de
etanol pode contribuir para a reducao do risco de incéndio e auxiliar no controle da
proliferacdo de pragas e doengas causadas pelo excesso desse material no solo
(GOMEZ et al., 2010; TEODORO et al., 2011). Outro fator importante que merece
destaque é o fato que tanto o cultivo de cana de acucar quanto o seu beneficiamento
pelas usinas produtoras de agucar e alcool sao atividades econ6micas de grande
impacto na cidade de Barra do Bugres, onde encontra-se a Instituicdo de Ensino
executora do presente projeto de pesquisa. As leveduras utilizadas atualmente
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na producdo desse biocombustivel sé&o leveduras Saccharomyces cerevisiae
geneticamente modificada. No entanto, mesmo esse micro-organismo apresenta
problemas no rendimento e eficiéncia fermentativa devido ao estresse no momento
da fermentacao. Para produzir etanol aproveitando a fracdao hemicelulésica da palha
€ necessaria uma levedura com potencial de assimilar e fermentar esta pentose
com bom rendimento fermentativo e resisténcia aos estresses do processo. Tendo
em vista que, na natureza existe uma infinidade de cepas de leveduras ainda
nao estudadas que podem apresentar caracteristicas favoraveis para tornar esse
processo biotecnoldégico mais eficiente, justifica-se a importancia da pesquisa
voltada para a bioprospeccéo de leveduras consumidoras e fermentadoras de xilose
(SANTOS et al., 2012). Dentro deste contexto, o presente trabalho objetiva avaliar o
potencial fermentativo de leveduras isoladas de frutas em relagdo a sua capacidade
de metabolizar a xilose para producéo de etanol.

2 | MATERIAIS E METODOS

2.1 Micro-organismos

Para realizacdo desta pesquisa foram previamente avaliadas 23 cepas de
leveduras previamente isoladas de frutas e selecionadas pela capacidade de consumir
e fermentar xilose em testes de tubos de ensaio com tubos de durhan. Desta foram
selecionadas sete BB146, BB149 e BB169 BB147, BB157, BB158 e BB159 para o
desenvolvimento da presente pesquisa. Estas cepas foram armazenadas em tubos
com YEPD inclinados, preservados pela técnica de Castellani (CASTELLANI,1939)
no Laborat6rio de Microbiologia da Universidade do Estado do Mato Grosso - Campus
de Barra do Bugres.

2.2 Fermentacao em meio sintético

Para avaliar a capacidade das cepas, selecionadas na etapa anterior, em
produzir etanol a partir de xilose as leveduras foram pré-cultivadas em meio YEPX
2%, em frascos erlenmeyer de 125 mL, a temperatura de 30°C e agitacdo de 180
rpm, por 24 a 48 horas. ApOs esse periodo, aliquotas foram centrifugadas a 2000 rpm
por 15 minutos, o sobrenadante descartado e o precipitado de células sera inoculado
a uma, (concentracao celular inicial de aproximadamente 1,0 x 108 mL-1) em 25 ml
do meio YEPD 7% com pH corrigido para 4,0 utilizando-se frascos erlenmeyers de
125 ml fechados com valvula propria para fermentacéo.

A fermentacéo foi realizada durante 72 horas sob agitacao de 100 rpm em
temperatura de 30°C. Para efeitos de comparacdo, a fermentacdao também foi
conduzida utilizando meio contendo glicose como fonte de carbono. As amostras foram
retiradas a cada 24 horas. Os parametros avaliados na fermentac¢édo foi: consumo
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de substrato, producéo de etanol e viabilidade celular. A partir dos resultados dessas
analises, foram selecionadas as melhores cepas produtoras de etanol a partir da
xilose para posterior fermentacdo em hidrolisado hemicelulésico de palha de cana.

2.3 Métodos analiticos

2.3.1 Viabilidade Celular

A determinacéo da viabilidade celular foi periodicamente acompanhada pelo
método de coloracdo com azul de metileno descrito por Lee, Robinson e Wang (1981).
Amostras de 200 pL foram transferidas para 200 pL da solucao de azul de metileno
e homogeneizadas. A contagem foi feita em camara de Neubauer. As células viaveis
ficaram incolores, enquanto as néo viaveis, azuis.

2.3.2 Determinacédo das Concentracbes de Etanol

Para a determinacdo de etanol, o mosto fermentado foi destilado em
microdestilador de alcool (Tecnal, TE-012) e a concentracdo foi realizada por
densidade em medidor de etanol (Density Meter, DMA 4500M). Os resultados foram
expressos em °GL (Gay-Lussac).

2.3.3 Determinacédo do Teor de Sdlidos Soluveis Totais

O método de determinacao de sélidos soluveis foi efetuado com refratdbmetro
de acordo com a metodologia descrita pelo Instituto Adolfo Lutz (2008).

2.4 Parametros cinéticos

Os parametros cinéticos da fermentagcdo alcoodlica calculados foram
produtividade (g/L.h), rendimento (%) e eficiéncia da fermentacao (%) utilizando as
Equacbes de 1 a 3 (Tessaro et al., 2010)

etanol produzido {%}

Produtiviade (%) = Equacéao 1

tempo (h)
Etanol produzido(g/L)
Actcar consumido ( g/L)

RendimentoY = P/C =

Equacao 2

Cra e farYy Etanol produzido (g/L) ~
Eficiéncia (%) = Ftool tebrica (g/L) X100 Equacao 3

Pesquisa Cientifica e Tecnolégica em Microbiologia Capitulo 18




31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Fermentacao em meio sintético

As cepas selecionadas em etapas anteriores foram BB146, BB149 e BB169
BB147, BB157, BB158 e BB159. Estas foram submetidas a fermentacdo com
meio sintético usando xilose como fonte de carbono. Como controle, as mesmas
cepas foram incubadas em meio contendo glicose. A Figura 1 apresenta consumo
de substrato e a viabilidade celular na fermentagdo alcodlica para as diferentes
leveduras avaliadas.

Na Figura 1 A, pode-se observar que as sete leveduras avaliadas foram capazes
de metabolizar a glicose. Porém, cinco dessas leveduras se destacaram no consumo
de glicose, sendo elas a BB 146, BB 147, BB 149, BB 158 e BB 169. Ja na Figura
1B, observa-se que apenas trés leveduras foram capazes de metabolizar a xilose
(BB 146, BB 149 e a BB 169), sendo que as leveduras BB 146 e BB149 foram as que
mais consumiram a xilose.

Em relacdo a viabilidade celular (Figura 1 C e D), a BB 147 foi a que mais
consumiu glicose e apresentou boa estabilidade celular. Porém, esta levedura néo
foi capaz de consumir a xilose. A levedura BB149 apresentou uma redugédo na
viabilidade celular apds 24 h de fermentacao, quando a glicose foi usada como fonte de
carbono. No entanto, quando a fonte de carbono foi a xilose esta levedura apresentou
uma elevada viabilidade celular. Ja a levedura BB 157 apresentou um declinio na
viabilidade celular para ambas as fontes de carbono utilizadas. As leveduras BB 146,
BB158, BB159 e BB169 apresentaram uma elevacao na viabilidade celular, sendo
que a levedura BB146 apresentou a mesma viabilidade celular em ambas as fontes
de carbono. J& para levedura BB169 a xilose contribuiu para uma maior viabilidade
celular, enquanto que a glicose foi melhor para as leveduras BB158 e BB159.

A viabilidade celular representa a relagao entre células vivas e total de células,
de maneira que representa o percentual de levedura que estd consumindo o agucar,
e fermentando para a producdo de etanol (NOBRE, 2005). Alguns fatores podem
influenciar na sensibilidade da levedura ao etanol, como temperatura, aeracéo e
composicdo do meio de cultivo. Segundo Veloso, Rodrigues e ColliBadino Junior
(2018), em concentracbes acima de 40 g/L, o etanol pode afetar o metabolismo celular,
diminuindo a velocidade de formacéo de produto, podendo inibir completamente o
crescimento das leveduras quando s&o atingidas concentracdes em torno de 95 g/L.
Além disso, o efeito toxico do etanol € acentuado em elevadas temperaturas devido
ao aumento da fluidez da membrana celular, que tem como consequéncia o transporte
de substancias tdxicas para o interior da levedura, levando a elevados percentuais
de inviabilidade celular. Desta forma, as baixas concentragdes de etanol e obtidas no
presente estudo e a temperatura relativamente baixa (30°C) usadas nos ensaios de
fermentacao podem justificar os elevados percentuais de viabilidade celular, visto que
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a concentracdo de compostos toxicos presentes no meio provavelmente era baixa.
Na Figura 2, é possivel observar o consumo da levedura BB146 em relacéo a xilose
e glicose, sendo que o consumo de glicose foi maior que xilose. O consumo de xilose
resultou em uma producao de alcool para ambos os substratos, com uma produg¢ao
de 10,30+1,011 e 0,78+0,011 g/L de etanol para a glicose e xilose, respectivamente.
Em relacdo a viabilidade celular, observa-se que a levedura apresentou viabilidade
celular maior quando a xilose foi empregada como fonte de carbono.

Na Figura 3, é possivel observar o consumo da levedura BB149 em relacéo a
xilose e glicose, sendo que o consumo de glicose também foi maior que xilose, como
observado na levedura BB146. No entanto, a BB149, consumiu uma quantidade
menor de substrato, tanto para a xilose quanto para a glicose, em comparacéo
com a BB146. Desta forma, a quantidade de alcool produzida também foi menor,
com uma producédo de 0,70+0,007 e 0,92+0,0008 g/L de etanol para a glicose e
xilose, respectivamente. Apesar do consumo de glicose ser maior que o de xilose,
a concentracao de alcool foi maior quando a xilose foi empregada como fonte de
carbono. Isso pode ter ocorrido pela utilizag&do da fonte de carbono para o crescimento
de biomassa. Em relacéo a viabilidade celular, observa-se que a fonte de carbono
nao interferiu na viabilidade celular.

704 254

601 4

.

b

Ll

consumo glicose (g L")
consumo xilose (g L)
)

ode

. :

0 24 Tempo (h) 48 72 T T T T
—=_BB.146—+ BB.147—4 BB.140 v BB.157 0 % rempo(n) ‘8 2
4+ BB.158—«— BB.159 » BB.169 —=— BB.146—s— BB.147—%— BB.149—v— BB.157

+— BB.156—— BB.159—>— BB.169

Pesquisa Cientifica e Tecnolégica em Microbiologia Capitulo 18




100
55 |
- 804
£ ES
o o g5
g 8
2 = .
= 2 B0+
@ 1o o
R b , 3 _—=
z 60 [ g Bl
o T‘ =
ERh d
504 L
45 651 . . v
404 : . . d 24 Tempe (h) 48 72
0 24 Tempo(h) 48 72 —=—BB.146 «  BB.147—+— BB.14% ~ BB.157
—=— BB.146 + BB.147 & BE143 v BB157 —+—BB.158——BB.159—+ BB.169

—+— BB.158—— BB.153—»— BB.169

Figura 1 — Consumo de substrato e viabilidade celular na fermentagéo alcodlica empregando
xilose e glicose como fontes de carbono e diferentes leveduras:

A) consumo de glicose; B) consumo de xilose; C) viabilidade celular empregando glicose e D) viabilidade celular
empregando xilose

Desta forma, as leveduras BB 146, BB 149 e BB169, além de metabolizar a
xilose, apresentaram uma elevada viabilidade celular, sendo selecionadas para a
etapa posterior deste trabalho, sendo submetidas novamente a fermentacao alcodlica
usando meio sintético. As cinéticas foram realizadas em triplicata e os resultados
sao apresentados na Figura 2 a 4.
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Figura 2 —-Consumo, viabilidade celular e producéo de etanol na fermentacgéo alcodlica
empregando xilose e glicose como fonte de carbono para a levedura BB 146

Fonte: Elaborado pelo autor, 2019.

Pesquisa Cientifica e Tecnoldgica em Microbiologia Capitulo 18




1104  20- 15- -15 20 -110
18 - - 18
1059 46 124 L1e 10
14 - 14
100 ¥ = 100
. 2 .
_12-m 91 o k12
= IS ot i =
o = w w | 1]
= =] o |
g 952 10._%’ 20192 o
:i.: 2 -3 B4 = | S o
= o g o8 § =
=} a
- °E Er @
T 90 63 26 90 &
= '§ 8
44" 31 - 4
85 5] [, 85
o4 01 Lo
SG - T T T T BO

T
0 24 Tempo(h) 48 72

)—l— Glicose —e— Glicose —+— Glicose—v— Xilose—#— Xilose—+— Xilose |

Figura 3 — Consumo, viabilidade celular e producao de etanol na fermentacao alcodlica
empregando xilose e glicose como fonte de carbono para a levedura BB 149

Fonte: Elaborado pelo autor, 2019.

Na Figura 4, é possivel observar o consumo da levedura BB169 em relagcao
a xilose e glicose, sendo que o consumo de glicose também foi maior que xilose,
como observado nas leveduras BB146 e BB149. No entanto, a BB169, consumiu
uma quantidade menor de substrato, tanto para a xilose quanto para a glicose, em
comparacao com a BB146 e maior em relacdo a BB149. Desta forma, a quantidade
de alcool produzida também foi menor que a BB146 e maior que a BB149, com
uma producdo de 7,6+0,426 e 0,65+0,085 g/L de etanol para a glicose e xilose,
respectivamente. Em relagdo a viabilidade celular, observa-se que a levedura
apresentou viabilidade celular maior quando a xilose foi empregada como fonte de
carbono.
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Figura 4 — Consumo, viabilidade celular e producao de etanol na fermentacao alcodlica
empregando xilose e glicose como fonte de carbono para a levedura BB 169

Fonte: Elaborado pelo autor, 2019.

Desta forma, as leveduras BB146, BB149 e BB169 podem ser consideradas
potenciais micro-organismos para o0 processo biotecnolégico de producdo de
etanol. As concentragdes de etanol obtidas no presente estudo sdo semelhantes as
reportadas na literatura cientifica. Silva et al. (2015), avaliaram a fermentacdo em
meio de cultura com xilose empregando as leveduras Starmerella meliponinorum e
Schizosaccharomyces pombe e obtiveram 0,63 e 2,7 g L™ de etanol, respectivamente.
No mesmo estudo, as cepas de leveduras Wickerhamomyces anomalus BB.10 e
FRP.04 produziram 0,50 g/L. Silveira (2014) avaliou o potencial fermentativo de 43
leveduras e verificou que apenas 5 cepas foram capazes de fermentar a xilose
a etanol, com uma producgéo de etanol variando de 0,13 a 0,36 g/L. Martins (2011)
avaliou 25 cepas de leveduras isoladas de flores e frutas e observou que apesar
de todas elas assimilarem a xilose em aerobiose (formacéo de biomassa), apenas 4
leveduras fermentaram a xilose a etanol, com concentrag¢des variando de 0,63 a 1,9
g/L de etanol.

3.2 Parametros cinético da fermentacdo em meio sintético

A Figura 5 apresenta os parametros cinéticos de produtividade, rendimento
e eficiéncia na fermentacéo alcéolica, empregando xilose e glicose como fonte de
carbono e as leveduras BB146, BB149 e BB169.

Pela Figura 5 é possivel observar que a levedura BB 149 apresentou uma
maior eficiéncia quando a xilose foi usada como fonte de carbono no processo
fermentativo, enquanto para as demais leveduras e eficiéncia foi maior para a
glicose. Esta diferenca pode estar relacionada com a maior produg¢do de etanol a
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Eficiéncia

partir de xilose apresentada pela levedura BB149. Em relacdo ao rendimento, paras

as leveduras BB 146 e BB169, a fonte de carbono na fermentagdo néo interferiu

nesse parametro cinético. Ja para a BB149, a xilose apresentou um maior rendimento

quando comparada com a glicose. A fonte de carbono nao interferiu na produtividade

volumétrica para as 3 leveduras avaliadas.

Os parametros cinéticos sao semelhantes aos reportados na literatura. Martins

(2011) obteve um rendimento em conversao de etanol a partir de glicose variando

de 0,09 até 0,17 g de etanol/g de xilose consumida, para 4 linhagens de leveduras

selvagens isolada de flores e frutos.

an 15 B A &0 15 a0 50 20 B0~ B - B0 ~ag 50
70 | 70 a5 18- 18 L as
- 5= FE0 - | 504 50
121 =12 | a0 16+ 1 18 Lapg
60 r'a -—‘6‘ @0 = - =
= 14 ol o a4
s |3 % itog = _1%w wop 1%
~ &0 o ] FE0 — = Lz =
2 Rl 5[78 . -
% |E m- El olg~— % =104 2 304 a0 2ho=  ©
ig 5% n 3 NVa So2s{g |§ El "gles 5
g 68 2lg e g g -] Ste E 2
W{E @ tam2 2w E g o Etm =
= ﬁz}— 20% 2 i: Eﬁ'gm“ EDE'EE i'n|
i |2 2 u 5.2 {2 2L o2 s
0T 503 z3 4.-% .E 4
3 104 Lt 3 10 B g 10
1 3 g 10 g P &re
o o ] _—
1] e — — — —1 o 5. 04 o4 = == : g a .5
] LY | v -0 ] 1 ) e ——
T T - T T o - L - - T L-2 o
o B lempo (h) - e o 24 temps () 48 7z
—i— ghoose—e— glicosa—4— glicosa—v— xilose xilase—4— wioss | m— flicose—e— ghtoge & glicose—y=— xilosa—t=—xilose—a— sdloge
20 Z0 40 40 12 =0
36 L L] |
10
164 _ 32 32 _
15 = g = s
E}z& ] E} B
) o] w
— Q._12 ﬁgq. L2 E -
; = E 1 E 6 -
o 1o ’E 5204 20 5 e 5
= @ [ 1 2 =
& E 812184 1% 5 2
= = h=] 1 = 4 =
] s 2 L w
: 2 B1z24 1z B
5T = | = 5
443 2 2
3 &+ re B
1 4 =
[+8 B
LR L]
o [ | &= . LI
[ E | -0
T T
2 24 tempe {h) 48 =

[—-—ghmsa #— glicoge & glicose—y— xilpae wilpse - xilose

Figura 5 - Parametros cinéticos de produtividade, rendimento e eficiéncia na fermentagéo
alcoolica empregando xilose e glicose como fonte de carbono e as leveduras A) BB146, B)

BB169 C) BB149

Fonte: Elaborado pelo autor, 2019

41 CONCLUSAO

Nos ensaios de fermentagcéo alcoodlica as leveduras BB 146, BB149 e BB169
apresentaram potencial para serem utilizadas na produgcao de etanol, sendo que
as BB149 foi a que produziu maior concentracao de etanol e a BB 169 a menor
concentragéao.
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