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CONTROLE MICROBIOLOGICO DE SUPERFICIES EM LABORATORIO CLINICO:

AVALIACAO E DETECCAO DE GENES DE RESISTENCIA
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RESUMO

Micro-organismos multirresistentes sdo uma grave ameaca a saude publica, capazes
de resistir a antibioticos de ultima linha, como carbapenémicos e colistina. Este estudo
teve como objetivo identificar os genes de resisténcia blakPC, blaNDM e mcr-1 em
amostras coletadas de superficies em um laboratério clinico, utilizando PCR e gPCR
para melhorar o controle e a seguranca do ambiente laboratorial. Foram coletadas 35
amostras, incluindo bancadas e macanetas. As amostras foram incubadas em caldo
BHI com meropenem e em agar MacConkey, resultando em crescimento bacteriano
significativo em 15 amostras. A pesquisa por blaKPC, blaNDM e mcr-1 ndo detectou
esses genes, mas isso nao exclui resisténcia por outros mecanismos, como blaOXA-
48, blaVIM, bombas de efluxo ou alterac6es na permeabilidade da membrana celular.
Os resultados ressaltam a necessidade de continuo monitoramento dos mecanismos
de resisténcia para assegurar a seguranca dos colaboradores e a integridade do
ambiente laboratorial.

Palavras-chave: Ambiente laboratorial; Micro-organismos multirresistentes; PCR e
gPCR.

ABSTRACT

Multidrug-resistant microorganisms are a serious public health threat, capable of
resisting last-line antibiotics such as carbapenems and colistin. This study aimed to
identify the resistance genes blaKPC, blaNDM, and mcr-1 in samples collected from
surfaces in a clinical laboratory, using PCR and qPCR to improve laboratory control
and safety. A total of 48 samples were collected, including from benches and door
handles. The samples were incubated in BHI broth with meropenem and on
MacConkey agar, resulting in significant bacterial growth in 15 samples. Testing for
blaKPC, blaNDM, and mcr-1 did not detect these genes; however, this does not
exclude resistance through other mechanisms, such as blaOXA-48, blaVIM, efflux
pumps, or changes in membrane permeability. The results highlight the need for
ongoing monitoring of resistance mechanisms to ensure the safety of personnel and
the integrity of the laboratory environment.

Keywords: Laboratory environment; Multidrug-resistant microorganisms; PCR and
gPCR.
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Eixo Tematico: Atencao Integral e Promocédo a Saude (AIPS).

1. INTRODUCAO

Micro-organismos multirresistentes representam uma grave ameaca a saude
publica, pois sdo capazes de resistir a antibiéticos de dltima linha, como
carbapenémicos e colistina (RICE, L., 2013). O gene blaKPC (Klebsiella pneumoniae
carbapenemase) codifica uma enzima que degrada os carbapenémicos (BUSH, K. et
al., 2013; (RICE, L., 2013), tornando as infec¢cdes causadas por microrganismos
portadores desse gene extremamente dificeis de tratar (TOOKE, C. et al., 2019). O
gene blaNDM (New Delhi metallo-beta-lactamase) também confere resisténcia a
carbapenémicos e estd amplamente disseminado em véarias bactérias (LEE, G. et al.,
2016; MARTINEZ, T. et al., 2016; HAGEMANN, J. et al. 2018) J4 o gene MCR-1
(mobilized colistin resistance) proporciona resisténcia a colistina (GAO, R. et al., 2016;
LING, Z. et al.,, 2020; SMELIKOVA, E.; TKADLEC, J.; KRUTOVA, M., 2022), um
antibiotico de ultimo recurso contra infeccbes multirresistentes. A disseminacao
desses genes € uma preocupacao crescente tanto em ambientes hospitalares quanto
em outros locais de assisténcia a satde (FREITAS, B.; ALVES, M.; GAIVA, M., 2020)

Para mitigar esses riscos, o monitoramento de amostras ambientais é essencial
em locais que fagcam o diagndstico de micro-organismos portadores desses genes de
resisténcia (LIMA, V. et al.,2022). Uma vigilancia continua é crucial para prevenir a
disseminagdo dessas resisténcias e manter a integridade do ambiente
(HENDERSON, J. et al., 2021). Em laboratorios de andlises clinicas, a higienizacao e
desinfeccdo de superficies sdo fundamentais para garantir a seguranga dos
profissionais, pois essas superficies podem acumular microrganismos e se tornar
reservatorios de proliferacdo microbiana (CHAVES, L. et al., 2015; GOMES, S. et al.,
2019).

A Resolucgéo da Diretoria Colegiada (RDC) 786/2023 (2023), que regulamenta
praticas para laboratorios de analises clinicas no Brasil, estabelece diretrizes para a


mailto:djeniferulrich@gmail.com
mailto:gabriel40097@gmail.com
mailto:gabrieliff382@gmail.com
mailto:bevilacqua.ungaratho@gmail.com
mailto:rejane.bastos@ufn.edu.br
mailto:brenda.moreira@ufn.edu.br
mailto:gerson.brum@ufn.edu.br

ISSN: 2316-9745

TRABALHO COMPLETO 24 A 26 DE SETEMBRO DE 2024
FULL PAPER SEPTEMBER 24" to 26", 2024

Simpésio de Ensino, Pesquisa e Extensao
Teaching, Research and Extension Symposium

construcdo de ambientes e fluxos de trabalho que minimizam a contaminacao direta
e cruzada. Além disso, a norma aborda praticas de seguranca e higiene, e diretrizes
para o gerenciamento e descarte de residuos, garantindo um ambiente seguro para
os operadores. O controle constante do ambiente laboratorial € essencial,
promovendo um espaco de trabalho seguro para todos os colaboradores.

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) € uma técnica que permite
amplificar pequenas quantidades de DNA, gerando mudltiplas cépias de uma
sequéncia especifica (SIEBERT, P. et al., 1995; FUJITA, T. et al., 2018). Conhecida
por sua alta sensibilidade e especificidade, a PCR proporciona resultados rapidos na
deteccao de patdgenos (ZHOU, C. et. al., 2019). Essa técnica é amplamente utilizada
em pesquisas cientificas (MIRABILE, A. et. al., 2024) no diagnéstico de doengas
(ZHOU, C. et. al., 2019) e como uma ferramenta valiosa no controle microbiolégico
(BOROWIAK, M. et al., 2020). Sendo assim, o0 objetivo deste estudo foi avaliar a
presenca de microrganismos multirresistentes nas superficies de um laboratorio
clinico, utilizando a técnica de PCR, com a finalidade de aprimorar as préticas de
controle e seguranca no ambiente laboratorial.

2. METODOLOGIA

Foram coletadas um total de 35 amostras de superficies no laboratorio,
incluindo bancadas, macanetas, microscépios, estufas, fluxo laminar, cabine de
seguranca bioldgica, teclados dos computadores entre outros. As coletas foram
realizadas com swabs de algodao estéreis, previamente umedecidos em solucao
salina, e inoculadas em 5 mL de caldo Brain Heart Infusion (BHI) com disco de fusao
de meropenem 10 pg. As amostras foram incubadas a 37°C por 48 horas. Em seguida,
foram semeadas em &agar MacConkey, um meio seletivo para bactérias gram-
negativas, e incubadas novamente a 37°C por 24 horas.

Nas placas com crescimento de bactérias, as coldnias isoladas foram coletadas
e suspensas em 2 mL de solucao salina para alcancar a turbidez correspondente a
escala 2.0 de MacFarland. O DNA bacteriano foi entédo extraido por método de fervura,
aquecendo a amostra a 100°C por 10 minutos em um banho a seco (termobloco).
ApoOs a fervura, as amostras foram centrifugadas a 9.800 rpm por 5 minutos. O

sobrenadante foi transferido para um microtubo estéril e utilizado na anélise de PCR.
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Para a identificacdo do gene blaKPC, a PCR foi realizada utilizando primers
especificos para cada alvo (conforme Tabela 1). O mix final de 25 pL foi preparado
com 2,5 pL de tampéo (Ludwig), 0,90 pL de cloreto de magnésio (MgCl2), 6,25 pL de
dNTPs a 0,25 mM, 0,63 pL de cada primer (forward e reverse, a 10 uM), 0,50 pL de
Taq Polimerase, 11,60 uL de agua ultrapura e 2 pL de DNA bacteriano. A amplificacéo
foi conduzida no equipamento ProFlex PCR System (Applied Biosystems), com uma
etapa inicial de desnaturacédo a 95 °C por 15 minutos, seguida por 38 ciclos de
desnaturacdo a 94 °C por 60 segundos, anelamento a 54 °C por 60 segundos e
extensdo a 72 °C por 1 minuto, com uma extensao final a 72 °C por 10 minutos. Os
produtos da PCR foram entéo submetidos a eletroforese em gel de agarose a 2,5% e
analisados em um transiluminador de LED (KASVI).

Para a identificacdo do gene blaNDM, foi realizada a Reagdo em Cadeia da
Polimerase Quantitativa em Tempo Real (QPCR) utilizando primers especificos para
0 gene de interesse (conforme Tabela 1). O mix final de 10 uL foi preparado com 5 pL
de GoTaq® gPCR Master Mix, 0,1 pL de Supplemental CXR Reference Dye, 0,25 pL
de cada primer (forward e reverse, a 10 uM), 2,40 uL de &gua ultrapura e 2 uL de DNA
bacteriano, seguindo as instru¢des do kit GoTag® gPCR Master (Promega, Madison,
WI, EUA). A gPCR foi conduzida no equipamento QuantStudio 5 (Applied
Biosystems), comecando com uma etapa de ativacdo da enzima GoTag® a 95°C por
2 minutos, seguida por 40 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 15 segundos e
anelamento/extensdo a 60°C por 1 minuto.

Para a identificacdo do gene mcr-1, a PCR foi realizada utilizando primers
especificos para cada alvo (conforme Tabela 1). O mix final de 25 pL foi preparado
com 2,5 pL de tampéao (Ludwig), 0,75 pL de cloreto de magnésio (MgCl2), 5 uL de
dNTPs a 0,25 mM, 1,25 pL de cada primer (forward e reverse, a 10 uM), 0,50 uL de
Taq Polimerase, 11,75 uL de agua ultrapura e 2 uL de DNA bacteriano. A amplificacédo
foi conduzida no equipamento ProFlex PCR System (Applied Biosystems), com uma
etapa inicial de desnaturacédo a 95 °C por 10 minutos, seguida por 40 ciclos de
desnaturacdo a 95 °C por 45 segundos, anelamento a 56 °C por 30 segundos e
extensao a 72 °C por 45 segundos, com uma extensao final a 72 °C por 7 minutos. Os
produtos da PCR foram entédo submetidos a eletroforese em gel de agarose a 2,5% e

analisados em um transiluminador de LED (KASVI).
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Tabela 1: Sequéncia de primers e tamanho dos amplicos dos alvos

pesquisados.

PRIMER SEQUENCIA AMPLICON

KPC Foward 5' ATGTCACTGTATCGCCGTCT 3' 893 vb
Reverse S'TTTTCAGAGCCTTACTGCCC 3 P

MCR-1 Foward 5'AGTCCGTTTGTTCTTGTGGC 3 320 bb
Reverse 5" AGATCCTTGGTCTCGGCTTG 3 P

Foward 5'TTGGCCTTGCTGTCCTTG 3' 82 pb

NDM Reverse 5" ACACCATACAATATCACCG 3 Tm: 84°C £1°C

Sequéncias dos primers e tamanhos dos amplicons dos genes-alvo analisados. Pb: pares de

base, Tm: temperarura de melting.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Das 35 amostras coletadas no laboratério, 15 apresentaram turbidez no caldo
BHI e, posteriormente, crescimento de colbnias bacterianas em agar MacConkey
(Tabela 2). A turbidez observada, mesmo na presenca de meropenem, sugere um
crescimento bacteriano significativo, indicando a presenca de microrganismos com
mecanismos de resisténcia avancados. O meropenem, um antibiético de ultima linha
eficaz contra uma ampla gama de bactérias gram-negativas, ndo conseguiu inibir
essas bactérias, evidenciando sua notavel resisténcia. O subsequente crescimento
em agar MacConkey confirma que essas bactérias sdo gram-negativas, viaveis e
capazes de proliferar em condi¢6es de cultivo padréo. O préximo passo foi a extracao
do DNA dessas amostras, seguida pela andlise por qPCR para a identificacdo dos

genes de resisténcia mencionados neste estudo.

Tabela 2: Amostras que apresentaram crescimento bacteriano em agar

MacConkey ap0és triagem.
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Amostra Superficie Local
15 |Macganeta porta de entrada  [Setor de biologia molecular - Area 3
17 |Pipetas Setor de biologia molecular - Area 3
18 Bancadas Setor de biologia molecular - Area 3
19 Maganetas Sala administrativa
21 Teclado computador Sala administrativa
23 |Manipulos da autoclave Sala da autoclave
24 |Bancadas hematologia Setor de hematologia
25 |Bancadas bioguimica Setor de bioguimica

27 [Microscépio {micro e macro) [Setor de bioguimica
28 |Centrifuga (botdo e tampa) [Setor de bioguimica

29 Bancadas Setor de microbiologia
31 Macganeta estufa Setor de microbiologia
33 Maganetas Entrada sala 213

34 |Bancadas Sala de esterilizacdo
35  |Manipulos da autoclave Sala de esterlizacdo

As amostras listadas nesta tabela apresentaram turbidez durante a triagem no caldo BHI, indicando
crescimento bacteriano, mesmo na presenca do meropenem. Essas amostras também demonstraram

crescimento de coldnias apds o cultivo em agar MacConkey

Os resultados da eletroforese em gel de agarose para a deteccédo do gene mcr-1
indicaram a auséncia desse gene nas amostras bacterianas analisadas. A auséncia
das bandas esperadas sugere que 0S microrganismos presentes nas amostras nao

carregavam o gene mcr-1, associado a resisténcia a colistina (Figura 1).

Figura 1: Eletroforese em gel de agarose da pesquisa do gene mcr-1 em

amostras bacterianas.

M CN CP 15 17 18 19 21 23 24 25 27 28 29 31 33 34 35
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Eletroforese em gel de agarose de amostras bacterianas para a detec¢éo do gene mcr-1. As bandas

visiveis no gel correspondem a amplificagdo do gene mcr-1, enquanto a auséncia de bandas indica a

auséncia do gene. M: corresponde ao marcador de peso molecular (1kb), CN: controle negativo, CP:
controle positivo (320 pb), 15-35: amostras bacterianas.

Similarmente, a auséncia de bandas para o gene blaKPC indica que ndo foram
encontrados microrganismos com resisténcia a carbapenémicos nas amostras
analisadas. Esse gene é responsavel por conferir resisténcia a uma classe de
antibiéticos de ultima linha e sua ndo deteccdo pode sugerir que as amostras nao

continham cepas produtoras de KPC (figura 2).

Figura 2: Eletroforese em gel de agarose da pesquisa do gene blaKPC em

amostras bacterianas.

M CNCP15 17 18 19 21 23 24 25 27 28 29 31 33 34 35

- -

Eletroforese em gel de agarose de amostras bacterianas para a detec¢do do gene mcr-1. As bandas

visiveis no gel correspondem a amplificacdo do gene mcr-1, enquanto a auséncia de bandas indica a
auséncia do gene. M: corresponde ao marcador de peso molecular (1kb), CN: controle negativo, CP:

controle positivo (320 pb), 15-35: amostras bacterianas.

No caso da gPCR, as curvas de amplificacdo para a pesquisa do gene blaNDM
mostram que ndo houve amplificacdo do DNA para esse gene de resisténcia a

carbapenémicos nas amostras bacterianas analisadas (figura 3).
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Figura 3: Curvas de amplificacdo da qPCR para deteccao do gene blaNDM em

amostras bacterianas.
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A figura apresenta as curvas de amplificacdo e as curvas de melting obtidas na qPCR para a
deteccdo do gene blaNDM em amostras bacterianas. Curvas ascendentes representam a presenca
do gene blaNDM (curva de amplificagcéo, 3A), e o pico maior (linha azul-escuro) representa a
temperatura na qual o DNA duplo-fita se dissocia, confirmando a presenca do gene blaNDM (curva de

melting, 3B). CN: controle negativo, CP: controle positivo, 15-35: amostras bacterianas.
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Apesar de nao ter sido possivel identificar a presenca dos genes de resisténcia
blakKPC, blaNDM e mcr-1 nas amostras analisadas, isso ndo exclui a possibilidade de
resisténcia a antibioticos nas bactérias isoladas. E importante considerar que essas
amostras podem portar outros genes de resisténcia, como blaOXA-48 e blaVIM, que
também sdo associados a resisténcia a carbapenémicos. O gene blaOXA-48 codifica
uma beta-lactamase que confere resisténcia a carbapenémicos, enquanto o0 gene
blaVIM é uma metalo-beta-lactamase que também confere resisténcia a essa classe
de antibioticos (WEIR et al, 2021). Além disso, a presenca de bombas de efluxo e a
alteracdo da permeabilidade da membrana celular sdo outros mecanismos que podem
contribuir para a resisténcia (Neves, 2010). Portanto, a investigacdo de outros genes
de resisténcia e mecanismos adicionais continua sendo crucial para uma

compreensao completa do perfil de resisténcia das bactérias isoladas.

4. CONCLUSAO

Embora nao tenham sido detectados os genes blaKPC, blaNDM e mcr-1 nas
amostras bacterianas analisadas, isso nao exclui a possibilidade de resisténcia por
outros mecanismos. Portanto, a implementacdo de praticas robustas de controle
microbiolégico € essencial para assegurar a seguranca dos colaboradores e a
integridade do ambiente. Monitorar e gerenciar efetivamente as condigcdes ambientais
e as praticas de higienizacdo pode prevenir a proliferagcdo de micro-organismos

resistentes, garantindo um ambiente de trabalho mais seguro e controlado.
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