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RESUMO

O conhecimento da microbiota associada a processos produtivos de diversas fontes é
estratégico para a adocao de medidas preventivas ou corretivas, assim como na avaliacao
dos riscos associados aos processos. Alteragdes nesta microbiota podem indicar desvios
das especificacOes estabelecidas, que podem levar ao descarte de produtos.
Microrganismos produtores de biofilme, como a bactéria Stenotrophomonas maltophilia,
adquirem maior resisténcia a acdo de agentes fisicos e quimicos, o que pode contribuir para
a prevaléncia desses patdgenos em alguns ambientes. S. maltophilia é um patégeno
humano oportunista, produtor de biofilme e frequentemente isolado em ambientes da
inddstria farmacéutica. Este trabalho teve como objetivo a caracterizagdo polifasica de
cepas de S. maltophilia isoladas de uma unidade farmacéutica por meio de técnicas
fenotipicas e moleculares, assim como a avalia¢dao da formacao de biofilme e sua tolerancia
frente a desinfetantes. Duzentas e setenta linhagens previamente identificadas como S.
maltophilia pelo VITEK®2 foram avaliadas. Quarenta linhagens de diferentes perfis
fenotipicos foram selecionadas e submetidas a identificacdo por Matrix-Assisted Laser
Desorption lonization-Time of Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF MS), anélise do
gene 16S e 23S rRNA. MALDI-TOF MS identificou 37 (92,5%) cepas como S.
maltophilia, e trés (7,5%) cepas ndo foram identificadas. O sequenciamento do 16S rRNA
foi capaz de identificar 39 (97,5%) linhagens como Stenotrophomonas spp., ou seja,
apresentou como resultado mais de uma espécie dentro género Stenotrophomonas como
possibilidade. Uma (2,5%) linhagem foi identificada em nivel de espécie como Luteimonas
huabeiensis. A PCR espécie-especifica utilizando o gene 23S rRNA produziu resultado
positivo para 39 (97,5%) linhagens. Entretanto, apds o sequenciamento, duas linhagens
foram identificadas como Stenotrophomonas rhizophila, mostrando resultados falso-
positivos. Por meio da tipificagdo por Multi-locus sequence typing (MLST) foram descritos
33 alelos novos e identificados 17 ST distintos, sendo 8 novos no banco de dados. Ja o
ERIC PCR (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus - Polymerase Chain
Reaction) identificou 35 perfis diferentes. Das 37 linhagens identificadas como S.
maltophilia, 36 (97,3%) apresentaram biofilme classificado como forte ou moderadamente
aderentes, no qual apenas o hipoclorito de s6dio em concentra¢des >1,00%, foi capaz de

reduzir 100,00% do biofilme produzido. Nao foi observada capacidade agregativa em



nenhuma das linhagens estudadas. Todas a linhagens apresentaram sensibilidade a
minociclina, levofloxacina e sulfametoxazol-trimetoprim. Conclui-se que 0o MALDI-TOF
MS provou ser uma metodologia satisfatoria para a identificacdo de linhagens de S.
maltophilia, mas a expansao do banco de dados é necessaria para a identificacdo de outras
espécies do género. O sequenciamento do gene 16S rDNA mostrou baixa resolucao para
diferenciagdo de espécies do género Stenotrophomonas devido a estrita relagdo genética.
A PCR utilizando o gene 23S rRNA para identificacao de S. maltophilia foi capaz de
diferenciar o género, mas nao foi capaz de diferenciar S. maltophilia de S. rhizophila. O
ERIC-PCR e o MLST demonstraram ser ferramentas tteis para o rastreamento de fontes

microbianas da S. maltophilia em instalagdes farmacéuticas.

Palavras-chave: Stenotrophomonas maltophilia. Controle de qualidade. Caracterizacao

polifasica. Biofilme.



ABSTRACT

The knowledge of the microbiota associated with production processes from various
sources is strategic for the adoption of preventive or corrective measures, as well as in the
evaluation of the risks associated with the processes. Changes in this microbiota may
indicate deviations from the established specifications, which may lead to product
discarding. Biofilm-producing microorganisms, such as the bacterium Stenotrophomonas
maltophilia, become more resistant to the action of physical and chemical agents, which
may contribute to the prevalence of these pathogens in some environments. S. maltophilia
is an opportunistic human pathogen that produces biofilm and is frequently isolated in
pharmaceutical industry environments. The aim of this study was the polyphasic
characterization of S. maltophilia strains isolated from a pharmaceutical facility by
phenotypic and molecular techniques, as well as the evaluation of biofilm formation and
tolerance to disinfectants. Two hundred and seventy strains previously identified as S.
maltophilia by VITEK®2 were evaluated. Forty strains with different phenotypic profiles
were selected and submitted to identification by Matrix-Assisted Laser Desorption
Ionization-Time of Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF MS), 16S and 23S rRNA
gene analysis. MALDI-TOF MS identified 37 (92.5%) strains as S. maltophilia, and three
(7.5%) strains were not identified. 16S rRNA sequencing was able to identify 39 (97.5%)
strains as Stenotrophomonas spp. One (2.5%) strain was identified at the species level as
Luteimonas huabeiensis. Species-specific PCR using the 23S rRNA gene yielded positive
results for 39 (97.5%) strains. However, after sequencing, two strains were identified as
Stenotrophomonas rhizophila, showing false-positive results. Through the Multi-locus
sequence typing (MLST), 33 new alleles were described and 17 distinct STs were
identified, 8 of which were new to the database. ERIC PCR (Enterobacterial Repetitive
Intergenic Consensus - Polymerase Chain Reaction) identified 35 different profiles. Of the
37 strains identified as S. maltophilia, 36 (97.3%) showed biofilm classified as strongly or
moderately adherent, in which only sodium hypochlorite at concentrations >1.00%, was
able to reduce 100.00% of the biofilm produced. Aggregative capacity was not observed
in any of the strains studied. All strains showed sensitivity to minocycline, levofloxacin,
and sulfamethoxazole-trimethoprim. It is concluded that MALDI-TOF MS proved to be a

satisfactory methodology for the identification of S. maltophilia strains, but expansion of



the database is necessary for the identification of other species of the genus. Sequencing
of the 16S rDNA gene showed low resolution for differentiation of species of the genus
Stenotrophomonas due to the strict genetic relationship. PCR using the 23S rRNA gene for
identification of S. maltophilia was able to differentiate the genus, but was not able to
differentiate S. maltophilia from S. rhizophila. ERIC-PCR and MLST have been shown to
be useful tools for screening microbial sources of S. maltophilia in pharmaceutical

facilities.

Keywords: Stenotrophomonas maltophilia. Quality control. Polyphasic characterization.

Biofilm.
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1 INTRODUCAO

1.1 Vacinacao no Brasil

A histdria da vacinagdo no Brasil se inicia ainda no periodo imperial, motivada
pelo aumento da globalizacdo e consequentemente, da transmissdo de doencas. Apesar
do éxito da vacinacdo no controle da variola e na reducdo significativa de mortes, a
populacdo brasileira ainda apresentava resisténcia a imuniza¢do voluntaria. Fato que
levou Dom Jodo IV a decretar a obrigatoriedade da vacinagdo em todos os municipios do
Pais por forca de um decreto imperial real em 1846 (Lima et al., 2021). Essa resisténcia
persistiu por mais de 100 anos, e em 1904, culminou na revolta da vacina, um dos
acontecimentos mais importantes da histéria da saide publica no Pais (Nogueira et al.,
2021).

Mesmo apds sucessivas reorganizacdes administrativas, sanitdrias e revoltas
populares ao longo dos anos (Figura 1), o Brasil se tornou referéncia no mundo como um
dos paises mais preparados para controle de doengas, tornando-se autossuficiente para
produzir 54% das vacinas disponibilizadas no pais (Funasa, 2017; Cortes et al., 2012;
Ortiz-Prado et al., 2021).

A implantagcdo do Programa Nacional de Imuniza¢des (PNI) em 1975, reformou
o sistema de saidde no Brasil por meio da criagao do Calendario Nacional e da distribui¢ao
de vacinas recomendadas pela Organizacdo Mundial da Saide (OMS) a toda populagao
brasileira. Ao todo, sdo disponibilizadas mais de 20 vacinas, cuja imunizagao inicia-se
nos recém-nascidos (Ministério da Saude, 2023). O programa j4 foi responséivel pela
erradicagdo de diversas doencas em territério brasileiro como variola, poliomielite,
rubéola e sarampo, tendo este dltimo retornado depois de mais de 10 mil casos
confirmados em 2018 devido a baixa adesdo a vacinag¢do, o que levou a perda do
certificado de eliminacdo do virus sarampo no pais (Amorim et al., 2022).

A intensificacdo das acdes para promogao da saide brasileira através do PNI levou
ao aumento consideravel do consumo de vacinas no pais, e visando a autonomia e o
fortalecimento da producdo nacional de imunobioldgicos, foi criado o Programa de Auto-
Suficiéncia Nacional em Imunobioldgicos (Pasni). Por meio do Pasni, foram investidos

recursos para a recuperagao de infraestruturas de laboratdrios oficiais, modernizacio de
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instalacdes e equipamentos, constru¢cdo de novas unidades laboratoriais, capacitacdao
profissional especializada e incentivo ao desenvolvimento de tecnologia nacional e

transferéncia de tecnologia para produ¢do de novas vacinas (Quadro 1) (Brasil, 2003).

Figura 1 - Principais marcos na histdria da vacinacao no Brasil

* Foi dado o marco inicial de vacinagdo compulsoria contra variola nas criangas.

S
* Criagdo do Instituto Vacinico do Império que tinha como objetivo o estudo, o melhoramento e a

propagagdo da vacina antivaridlica para todo o Império do Brasil.
J

~N

* Criagdo do Instituto Soroterapico Federal, com o objetivo de fabricar soros e vacinas.

<
¢ Oswaldo Cruz foi nomeado Diretor-Geral de Satde Publica e iniciou campanhas de combate a febre
amarela e promogdo de mudangas no saneamento.

=
* Criagdo do Ministério da Satide e estabelecimento de normas gerais para a defesa e protecdo da saude da
populagdo brasileira.

* Inicio da producdo da vacina liofilizada contra a variola e das primeiras campanhas com a vacina oral
contra a poliomielite.

« Implantagdo do Programa Nacional de Imunizagdes (PNI).

¢ Criagdo de Bio-Manguinhos.

<
* Aprovagdo do modelo da Cademeta de Vacinagdo e inicio da Campanha Nacional Contra a Meningite
Meningocdcica.

N
¢ Inauguragdo do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Sadde (INCQS) e criagdo do Plano de

Acgdo Contra Sarampo.
J

* Na década de 1990 foi criado o Plano de Eliminagdo do Tétano Neonatal, implantagdo da vacina contra a
rubéola e Haemophilus influenzae tipo B e estabelecimento da Campanha Nacional Contra a Gripe.

* Inclusdo da vacina pentavalente (DTP, Hib e hepatite B),VIP (pdlio com virus inativado) e tetra viral
(triplice viral + varicela) no calendario do PNIL.

* Inicio da produgido nacional da vacina contra COVID-19.

) ECECECECECECECECECECECEC 2 4

Legenda: DTP: Difteria, tétano e pertussis, Hib: Haemophilus influenzae tipo b.
Fonte: Fundacdo Nacional de Saude (2017).

O Instituto de Tecnologia em Imunobioldgicos (Bio-Manguinhos) da Fundacao

Oswaldo Cruz (Fiocruz), € a principal unidade técnico-cientifica responsavel pela

producdo de biofarmacos, vacinas e reativos para diagnosticos, que sio disponibilizados
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pelo Ministério da Satde (MS) para a populacio, por meio do Sistema Unico de Satide

(SUS) (Instituto de Tecnologia em Imunobiolégicos, 2020, 2021).

Quadro 1 - Vacinas de uso humano produzidas parcialmente ou em sua totalidade em

territorio nacional

Laboratorio

Vacinas produzidas

Instituto de Tecnologia
Imunobiolégicos (Bio-Manguinhos)

em

DTP e Hib!, febre amarela, meningite A e C, pneumocécica 10
valente, COVID-19 (recombinante), poliomielite inativada (1, 2
e 3), poliomielite oral (1 e 3), rotavirus humano, triplice viral?

tetravalente viral®

Instituto Butantan Influenza sazonal trivalente (fragmentada e inativada), hepatite
A (inativada), hepatite B (recombinante), HPV*, raiva
(inativada), DTP

Fundacdo Ataulpho de Paiva (FAP) BCG’

Fundacdo Ezequiel Dias (Funed) Meningocdcica C (conjugada)

Legenda: ! contra difteria, tétano, pertussis (coqueluche) e infeccdes graves pelo Haemophilus influenzae
tipo b, 2 contra sarampo, caxumba e rubéola, 3 contra sarampo, caxumba, rubéola e varicela, * contra
papilomavirus humano, contra tuberculose.

Fonte: A autora (2023).

O Complexo Tecnoldgico de Vacinas (CTV) do Instituto, é um dos maiores
centros de produgdo de imunobiologicos da América Latina e permite a autonomia
brasileira no setor de producdo das vacinas que fazem parte do PNI (Quadro 1). O
Instituto também colabora com a satde publica internacional, atuando na contenc¢do de
doencas por meio da exportacdo de vacinas, como a meningocécica e febre amarela,
sendo que a dltima citada foi pré-qualificada pela OMS desde 2001, sendo habilitada para
ser adquirida pelas Agéncias das Nacdes Unidas (Instituto de Tecnologia em
Imunobiolégicos, 2020, 2021).

Ap6s o surgimento da pandemia causada pelo coronavirus (SARS-CoV-2) em
2020, Bio-Manguinhos deu inicio a projetos relacionados ao enfrentamento da
emergéncia sanitiria, por meio do desenvolvimento do Kit Molecular SARS-CoV-2, em
parceria com o Instituto de Biologia Molecular do Parané e o Instituto Oswaldo Cruz
(IOC) da Fiocruz, o qual € capaz de detectar quantidades minimas de material genético
viral, tornando possivel o diagnostico desde o primeiro dia do aparecimento dos sintomas
(Instituto de Tecnologia em Imunobioldgicos, 2020, 2021). Além disso, em conjunto com
o MS formou uma parceria com a biofarmacéutica AstraZeneca para produzir a vacina

contra o novo coronavirus desenvolvida pela Universidade de Oxford. Em 2021 o



24

Instituto iniciou a produgdo de lotes de vacinas 100% nacionalizadas, com a producao

interna do insumo farmacéutico ativo (IFA) (Fundacdo Oswaldo Cruz, 2021).

1.2 Fabricacao de imunobiolégicos

De forma geral, os produtos da industria farmacéutica podem ser divididos em
duas categorias principais: estéreis e nao-estéreis. Segundo a Farmacopeia Brasileira
(FB), a esterilidade é definida como a ausé€ncia de microrganismo vidveis (Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitiria, 2019). As vacinas e biofarmacos que sdo aplicados
como injetaveis, precisam ter a sua esterilidade garantida para a seguranca dos pacientes.
Por esses fatores, a produgdo brasileira de imunobioldgicos € realizada por um processo
industrial altamente regulamentado, o qual obedece a diversas normas e diretrizes
estabelecidas nacionalmente e internacionalmente por 6rgdos como a OMS, Farmacopeia
Europeia (EU Ph), Farmacopeia Americana (USP), FB e a International Organization for
Standardization (ISO) (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2021). Além disso,
todo o processo de fabricagdo, desde o transporte até o armazenamento dos produtos, deve
ser submetido a Vigilancia Sanitéria, que corresponde a um conjunto de acdes que visam
diminuir os riscos de contamina¢do, de acordo com a Lei Organica da Satde (Brasil,
1990). A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitiria (Anvisa) cabe a responsabilidade de
regulamentar o controle e a fiscalizacao de produtos, desde a produgdo, até a exposi¢ao
ao consumo, bem como dos servigos que envolvem riscos a satde publica (Brasil, 1999).

O nd3o cumprimento dos requisitos estabelecidos pode ocasionar em
contaminacdes, que levardo o produto ao descarte, desencadeando prejuizo e desperdicio
dos materiais. As principais fontes de contaminacdo de produtos farmacéuticos sao
matérias-primas, equipamentos, reagentes, manipuladores e ambiente (Pinto; Kaneko;

Pinto, 2015; Eissa, 2017; European Medicines Agency, 2019).
1.2.1 Contaminag@o microbiana na industria de biol6gicos
Para reduzir o risco de contaminacdo durante o processo, a fabricagdo dos

produtos estéreis deve ser realizada em salas limpas (World Health Organization, 2011),

que sdo definidas como ambientes controlados capazes de reduzir a introdugdo, geragao
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e retencdo de contaminantes dentro da area (Brasil, 2022?). Essas areas sdo classificadas
em zonas (Grau A, B, C e D) de acordo com a criticidade da operacao, apresentando
diferentes limites de particulas e de controle microbioldgico para cada uma delas (Quadro

2e3).

Quadro 2 - Concentragdo maxima de particulas permitidas no ar

Grau Nimero maximo permitido de particulas/m?® igual ou maiores
que o tamanho tabulado
Em repouso Em funcionamento
0,5um 5,0um 0,5um 5,0um

A 3.520 20 3.520 20

B 3.520 29 352.000 2.900

C 352.000 2.900 3.520.000 29.000

D 3.520.000 29.000 nao definido nao definido

Fonte: Brasil (2019a).

Quadro 3 - Limites recomendados para o monitoramento microbiolégico de areas

limpas durante operacgdo

Limites
recomendados para a
contaminacao
microbiologica
(valores medios)
Placas de
" sedimentacao Eéﬁg?ode Luva 5
Grau Amostra volumeétrica |(diametro 90 mm - diametro 55 |dedos
ativa (cfu/m?) cfu/4 horas - tempo mm - (cfusluvall
inferior pode ser fu/ol
utilizado) cfu/placa)
A <1 <1 <1 <1
B 10 5 5
C 100 50 25 N
D 200 100 50 -

1- O limite disposto € a
especificacao para a luva
direita bem como a
esquerda, sendo necessario
na rotina o teste de ambas
as luvas do operador

Fonte: Brasil (2019a).
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A éarea de grau A € considerada uma zona de alto risco operacional, onde ocorre a
preparacdo e o envase de produtos assépticos. O grau B corresponde a areas circundantes
as areas de grau A, ambas devem ser monitoradas durante todo o processo. E dado grau
C e D as areas que realizam operacdes menos criticas, como o preparo de solucdes e
manuseio de materiais ap6s a lavagem (World Health Organization, 2011; Brasil, 2019a).

Para que o limite de particulas e o controle microbioldgico estejam dentro das
especificacdes, ¢ importante o estabelecimento de um monitoramento ambiental efetivo
das areas, dos operadores e dos equipamentos que fornecem ar limpo (Brasil, 2019a;
Weber et al., 2019), assim como a avaliacdo da eficicia dos protocolos de limpeza e
desinfeccdo que podem gerar variacOes na carga microbiana do ambiente onde sdo
produzidos os produtos farmacéuticos (Parenteral Drug Association, 2015b; Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2019). Os dados coletados fornecem informagdes sobre
alteracdoes na taxa de recuperacdo de contaminacdo que podem ser indicativas de
mudancas no estado de controle dentro do ambiente, assim como fornece dados para a
avaliacdo de tendéncias, investigacdo de desvios e auxilio para tomada de decisdes
preventivas e corretivas (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2019; The United
States Pharmacopeia, 2021).

Em 2022 a European Medicaments Agency (EMA) publicou o Anexo 1 -
Fabricacdao de produtos medicinais estéreis, a norma descreve que as empresas
estabelecam uma Estratégia de Controle de Contaminagao: um documento contendo um
conjunto planejado de acdes para o controle de contaminacio. Os controles em questio,
ndo se limitam a contaminacdo microbiana e de particulas, mas englobam também
controles de contaminagdo das substincias ativas, condi¢des operacionais de instalacdes
e equipamentos, especificacdes de produtos acabados, bem como, quaisquer outros com
impactos diretos ou indiretos a contaminacao (European Medicines Agency, 2022).

Um dos principios utilizados pela industria farmacéutica para reduzir o risco de
contaminacdes e desvios para produzir produtos de qualidade, € a implementacdo de um
Sistema de Qualidade Farmacéutica integrado com as Boas Praticas de Fabricacao (BPF)
e o Gerenciamento dos Riscos de Qualidade (Brasil, 2022b). A avaliacdo de riscos
consiste na identifica¢do de potenciais fontes de contaminacdo microbiana por processos
extrinsecos, sendo utilizada para o desenvolvimento de estratégias para o controle de

todas as etapas de fabrica¢do, minimizando a variabilidade e reduzindo a possibilidade de
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contaminac¢do e contaminacdo cruzada (Brasil, 2019b). Uma dessas estratégias € a ado¢ao
de limites de alerta e de acdo; o primeiro corresponde a um critério que fornece um alerta
para um desvio em potencial, ndo sendo exigida uma agdo corretiva definitiva, mas que
necessita de agdes de acompanhamento. Ja o limite de agao corresponde a um critério que
caso seja excedido, exige uma agdo corretiva imediata (Brasil, 2022a). Dessa forma,
recomenda-se a realizacdo de uma série de andlises em varias etapas na produgdo para
demonstrar a auséncia e/ou niveis aceitiveis de contamina¢do (Food and Drug
Administration, 2004; European Medicines Agency, 2019).

Uma das preocupagdes relacionadas a contamina¢do microbiana na industria
farmaceéutica € a capacidade de alguns patdgenos formarem biofilmes. Os biofilmes sdo
formados por microrganismos que crescem agregados, geralmente ligados as superficies
bidticas e abidticas, formando uma comunidade séssil incorporada em uma substancia
polimérica extracelular autoproduzida (Montoya-Hinojosa et al., 2020). Esse evento é
mediado pela producao de estruturas chamadas fimbrias ou pili, que sdo responsaveis pela
aderéncia das bactérias em determinados substratos como metais e poliestireno (Oliveira-
Garcia et al., 2003), estando também associadas diretamente a viruléncia de algumas
espécies (Klemm; Schembri, 2000). O biofilme produzido oferece protecio ao
microrganismo contra desinfetantes e antimicrobianos (Rabin et al., 2015; Gomes et al.,
2018). Conforme o biofilme se desenvolve, microrganismos adicionais podem proliferar
e se destacar da superficie (Figura 2). Esses eventos de adsor¢cao e dessorcdo dos
microrganismos podem explicar a variacdo na recuperacdo da biocarga frequentemente
observada em varios tipos de sistemas de manuseio de fluidos na industria farmacéutica

(Parenteral Drug Association, 2015a; Mattoso et al., 2023).
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Figura 2 - Processo de formacdo do biofilme

Legenda: 1) fixacdo inicial das células a superficie. 2) producdo de exopolissacarideo (EPS) e fixacdo das
células. 3) desenvolvimento inicial da arquitetura do biofilme. 4) matura¢@o da arquitetura do biofilme. 5)
dispersdo de células isoladas do biofilme.

Fonte: Stoodley et al. (2002).

Microrganismos produtores de biofilme adquirem maior resisténcia a ag¢ao de
agentes fisicos e quimicos, o que pode contribuir para a prevaléncia desses patogenos em
alguns ambientes (Parenteral Drug Association, 2015a; Vasconcellos et al., 2021b). O
tempo de exposicdo, assim como a concentracdo e a frequéncia de limpeza com o
sanitizante escolhido, sdo fatores importantes para a eliminagdo efetiva do biofilme e
devem ser avaliados (Parenteral Drug Association, 2015b). Por isso, os desinfetantes
utilizados na industria farmacéutica precisam ter sua eficicia comprovada por meio de
estudos.

De acordo com a Resolugdo da Diretoria Colegiada (RDC) n.° 700 de 13 de maio
de 2022, que “Dispde sobre produtos com acdo antimicrobiana utilizados em artigos
criticos e semicriticos”, a comprovacao da eficicia para o registro na Anvisa deve ser
realizada mediante a metodologia da Association of Official Analytical Chemists (AOAC)
ou métodos adotados pelo Comité Europeu de Normatizacao (CEN) (Brasil, 2023). O
método utilizado deve empregar os microrganismos especificos exigidos na RDC n.°
700/2023.

Para confirmar a eficicia, os programas de controle, limpeza e desinfec¢do

precisam ser validados de acordo com a superficie, produto ou local em que estdao sendo
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realizados (Brasil, 2022b). Um novo estudo de eficicia deve ser realizado quando: 1)
Ocorrer mudanca na composi¢cdo do desinfetante; 2) Ocorrer a inclusdo de um novo
desinfetante; 3) Ocorrer a inclusdo de uma nova superficie no escopo do estudo; e 4) O
controle de qualidade identificar altera¢des no perfil microbioldgico da instalagdo que

justifique um novo estudo de eficicia (Parenteral Drug Association, 2015b).

1.3 Controle de Qualidade

De acordo com a RDC n.° 658, de 30 de mar¢o de 2022, que “Dispde sobre as
Diretrizes Gerais de Boas Praticas de Fabricacio de Medicamentos”, o controle de
qualidade é a unidade responsavel pela coleta e especificacdo de amostras, execugao de
testes, organizacao da documentacao de procedimentos de liberagdo que asseguram que
0s ensaios essenciais sejam realizados, e que os produtos ndo sejam liberados para
comercializacdo, distribuicdo ou uso, até que a sua qualidade tenha sido considerada
satisfatdria (Brasil, 2022a).

As atividades especificas incluem: a emissdao de boletins analiticos; a avaliacao
das condi¢des ambientais das dreas de todo o processo produtivo; a elaboragcdo de novas
metodologias analiticas e planos de estudo de estabilidade em novos produtos; aprovar
especificagdes, instrucdes de amostragem e métodos de analise; oferecimento de suporte
aos diversos setores da empresa, no que se refere a qualidade dos produtos, participagao
em estudos e atividades de validacdo analitica e identificacdo de contaminantes (Brasil,
2022a).

Além de todos os testes de controle de qualidade realizados pelos produtores, de
acordo com a RDC n.° 73, de 21 de outubro de 2008, que “Dispde sobre o Regulamento
Técnico para procedimento de liberacao de lotes de vacinas para consumo no Brasil”, é
delegada ao Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Satide (INCQS) da Fiocruz
a responsabilidade pela liberagdo de todos os lotes de vacinas utilizadas no pais (Brasil,
2008).

O Controle de Qualidade das industrias de imunobioldgicos realiza testes em cada
etapa do processo de producdo atendendo as exigéncias da Anvisa e outros Orgados
internacionais. Dentre os ensaios obrigatérios que sdo realizados, estdo os ensaios

microbiol6gicos, os quais podem ser: qualitativos, como por exemplo o teste de
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esterilidade, onde as especificacOes exigem que nenhum microrganismo possa estar

presente na amostra (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2019); ou quantitativos,

como por exemplo anélise de 4gua, monitoramento ambiental e teste de biocarga, onde

sao quantificados os microrganismos totais (European Medicines Agency, 2019).

A identificagdo dos microrganismos oriundos de ensaios microbiologicos na

cadeia produtiva também € necesséaria em diversos casos (Moreira et al., 2021; Costa et

al., 2022ab).

Dentre as fontes nas quais 0os microrganismos sao isolados, as principais, e suas

definicoes estdo citadas abaixo:

Agua potavel (APO): 4gua retirada de mananciais que foi tratada para atender as
especificacdes exigidas. Utilizada para climatizacdo de alguns equipamentos, etapas
iniciais de limpeza e producdo de dgua com nivel de pureza mais elevado (Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2019);

Agua purificada (APU): é a dgua potavel que foi submetida a algum tipo de tratamento
para eliminar possiveis contaminantes e capaz de atender aos limites de pureza
especificados. Utilizada para preparo de solucdes, reagentes, meios de cultura e
diluicdes nas analises (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2019);

Agua para injetaveis (API): produzida a partir da dgua purificada por destilagio ou
processos similares. Utilizada na preparacao de produtos de uso parenteral ou lavagens
de equipamentos e tubulagdes usados para preparacdes parenterais (Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitéria, 2019);

Vapor puro: dgua vaporizada que quando condensada, atende todos os atributos de
qualidade da 4gua para injetaveis (The United States Pharmacopeia, 2020);
Matéria-prima (MP): qualquer substancia utilizada para producdo de medicamentos,
exceto os materiais de embalagem (Brasil, 2022a);

Solu¢des intermediarias de processo (SIP): substancia que sofre alteragdo molecular
ou passa por purificacdo, obtida durante as etapas de processamento antes de
transformar-se em um IFA (Brasil, 2014);

Reagentes: substancias utilizadas para realizagcdo de testes, reagdes, ensaios e solucdes

(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria, 2019);
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e Validacdo de processos: procedimento para comprovar, seguindo as BPF, que qualquer
processo, equipamento, material, atividade ou sistema realmente leva aos resultados
esperados (Brasil, 2022a);

» JFA: substincia que possui atividade farmacolégica com finalidade medicamentosa
utilizada para diagnostico, alivio ou tratamento. Utilizada para beneficio da pessoa na
qual se administra, através da alteracdo ou investigacdo de sistemas fisioldgicos ou
estados patoldgicos (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2019);

* Monitoramento ambiental: programa documentado e implementado por meio de
procedimentos operacionais padroes (POP), cujo objetivo é realizar um conjunto de
medidas para certificar que o ambiente esteja operando dentro do estado de controle
adequado, assim como, avaliar a efetividade das praticas de limpeza e desinfeccao
(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria, 2019);

* Biocarga: nimero total de microrganismos em um material (ou em uma superficie) em
um determinado local por um determinado tempo (European Medicines Agency,
2019). O teste de biocarga é realizado em cada lote de solu¢do, meio de cultura e
produto antes da esterilizacdo final que pode ser realizada por calor imido ou filtracao
esterilizante (Brasil, 2019a). Como forma de redu¢do da biocarga, a implementagdo de
uma pré-filtracdo pode ser realizada antes da filtracdo considerada esterilizante, € o
teste de biocarga quando realizado nessa fase € considerado informativo (Sandle, 2016;
European Medicines Agency, 2019). Quando elevada, a biocarga aumenta o desafio do
filtro esterilizante ou do processo de esterilizagdo por calor, e pode contribuir para a
geragdo de impurezas no produto, como por exemplo as endotoxinas produzidas pelas

bactérias Gram-negativas (Food And Drug Administration, 2004).

O isolamento de microrganismos patogénicos em ensaios de biocarga,
monitoramentos de 4guas ou ambientes nas etapas de fabricagao de produtos bioldgicos
deve ser avaliado, j4 que estas linhagens muitas vezes se correlacionam com
contaminantes encontrados em uma falha no teste de esterilidade do produto, fornecendo
informacdes valiosas para uma investigacdo (Food And Drug Administration, 2004;
Vasconcellos et al., 2021a; Mattoso et al., 2023).

Existe uma grande diversidade de microrganismos que sao isolados na industria

farmacéutica e a prevaléncia deles pode variar de acordo com a fonte e o local do
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isolamento. Nos ambientes classificados como areas limpas, o género Bacillus é descrito
como um dos principais grupos bacterianos isolados, principalmente pelo fato desses
microrganismos produzirem esporos (Costa et al, 2022ab). Ja em sistemas de agua, é
frequente o isolamento de bactérias Gram-negativas produtoras de biofilme (Mazzola et
al., 2006; Costa et al., 2017; Selim et al., 2020). A dgua € a muito utilizada na industria
farmaceéutica, sendo aplicada na reconstitui¢do e sintese de produtos, limpeza e como
solvente. Dessa forma, contaminagdes na agua podem comprometer as etapas
subsequentes do processo produtivo e, possivelmente, o produto final (European
Medicaments Agency, 2022).

Entre as espécies encontradas frequentemente na industria farmacéutica, destaca-
se a bactéria Stenotrophomonas maltophilia, que em alguns estudos ja foi isolada de
amostras de ar, dreas limpas e pontos de APU pertencentes a indudstrias farmacéuticas

produtoras de imunobioldgicos (Costa et al, 2017; Selim et al, 2020).

1.4 Stenotrophomonas maltophilia

Atualmente, o género Stenotrophomonas possui 17 espécies: S. maltophilia
(Palleroni, Bradbury, 1993), S. acidaminiphila (Assih et al., 2002) S. bentonitica
(Sanchez-Castro et al., 2017), S. chelatiphaga (Kaparullina et al. 2009), S. daejeonensis
(Lee et al., 2011), S. geniculata (Rudra; Gupta, 2021), S. ginsengisoli (Kim et al., 2010),
S. indicatrix e S. lactitubi (Weber et al., 2018), S. koreensis (Yang et al., 2006), S.
nitritireducens (Finkmann et al., 2000), S. rhizophila (Wolf et al., 2002), S. pavanii
(Ramos et al., 2011), S. pictorum (Ouattara et al., 2017), S. tumulicola (Handa et al.,
2016), S. humi e S. terrae (Heylen et al., 2007).

S. maltophilia ¢ um bacilo Gram-negativo, ndo fermentador e pertencente a
familia Xanthomonadaceae. Foi primeiramente isolada como Bacterium bookeri em 1943
por J. L. Edwards, e foi originalmente nomeada como Pseudomonas maltophilia por
Hugh e Ryschenko em 1961 (Hugh; Ryschenkow, 1961). Em seguida, foi reclassificada
no género Xanthomonas em 1983 (Swings et al, 1983), antes de ser realocada em género

proprio em 1993, sendo classificada atualmente como Stenotrophomonas maltophilia

(Palleroni; Bradbury, 1993).
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Bactérias da espécie S. maltophilia sdo consideradas patégenos oportunistas
amplamente difundidos, e algumas linhagens podem apresentar resisténcia a multiplos
antimicrobianos, estando mais comumente associadas a infec¢des respiratérias em
humanos (An; Berg, 2018; Rizek et al., 2018; Mojica et al., 2019). Em um estudo
realizado pelo Programa de Vigilancia Antimicrobiana SENTRY entre 1997 e 2001, a
espécie foi a terceira bactéria Gram-negativa ndo fermentadora mais frequentemente
isolada (Jones et al, 2003). O patégeno também foi um dos dez mais frequentemente
isolados de casos de pneumonias adquiridas em hospitais em pacientes de unidades de
terapia intensiva (UTI) em paises ocidentais (Magill et al., 2014).

A capacidade de S. maltophilia utilizar diferentes fontes de carbono e tolerar
ambientes pobres em nutrientes, contribuiu para a sua sobrevivéncia e persisténcia em
condi¢cdes ambientais diversas (Ryan et al, 2009), ja tendo sido isolada de diferentes
fontes como solos e raizes de plantas, animais, invertebrados, superficies de materiais
usados em canulas intravenosas, sistemas de tratamento e distribui¢do de agua, estacdes
de tratamento de 4guas, sumidouros, lagos, rios, saladas, 4gua para hemodialise, agua de
unidades odontoldgicas e nebulizadores, solugdes para lentes de contato e maquinas de
gelo (Brooke, 2012).

A patogenicidade de S. maltophilia esta relacionada a diversos fatores, dentre eles:
1) codificacdo de muitos fatores de viruléncia como enzimas hidroliticas e proteinas
efetoras que sdo liberadas da célula e que aumentam a sua citotoxicidade; 2) estruturas de
superficie como lipopolissacarideos (LPS), flagelos, pili e fimbrias que ajudam a bactéria
a aderir a superficies e possibilitam a formacao de biofilmes resistentes a antibidticos,
contribuindo para o aumento da viruléncia; 3) a deteccdo de fatores de sinal difusiveis
que induzem a expressao de genes relacionados a producdo de biofilme, motilidade e
fatores de viruléncia; 4) mecanismos para o aumento de resisténcia a antimicrobianos,
como permeabilidade reduzida de membrana, numerosas bombas de efluxo, [-
lactamases, e enzimas modificadoras de aminoglicosideos (Figura 3) (McCutcheon;

Dennis, 2021).
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Figura 3 - Patogenicidade de S. maltophilia e mecanismos de resisténcia a antibidticos
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1.4.1 Producao de biofilme e resisténcia a antimicrobianos

Alguns estudos ja demostraram que linhagens de S. maltophilia apresentaram
resisténcia a metais pesados como cddmio, chumbo, cobalto, zinco, mercurio e prata
(Pages et al., 2008), assim como tolerancia a desinfetantes que continham em sua
composi¢do perdxido de hidrogénio (Charoenlap et al., 2019). Outros estudos
demostraram que o biofilme produzido por S. maltophilia foi capaz de aderir a superficies
de plastico (Oliveira-Garcia et al., 2003). A capacidade de Stenotrophomonas spp. de
formar biofilmes em diferentes superficies bidticas e abidticas e de secretar varias
enzimas hidroliticas (proteases, lipases, esterases) que promovem a citotoxicidade,
contribuem para sua patogénese (Pompilio et al., 2011; Karaba et al., 2013; Dumont et
al., 2015; An; Berg, 2018).

Segundo a OMS, as infec¢Oes associadas a saude causadas por bactérias
resistentes sao a principal causa de morte em todo o mundo. S. maltophilia esta entre as
espécies listadas nas quais a resisténcia € de maior preocupacdo para a saide publica
(World Health Organization, 2017). Um estudo demostrou que a multirresisténcia de S.
maltophilia aumentou gradualmente ao longo do periodo de 2004 a 2014, tendo a
frequéncia aumentado aproximadamente dez vezes em 2014 em comparag¢dao com 2005

(Hu et al., 2018). O antimicrobiano sulfametoxazol-trimetoprima (SXT) é considerado a
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principal op¢@o de tratamento para infeccdes causadas por S. maltophilia (Khan et al.,
2021a). No entanto, os crescentes relatos de resisténcia a SXT sdo motivo de preocupagao
e afetam as estratégias de tratamento (Brooke, 2014; Hu et al., 2016; Madi et al., 2016),
podendo levar a necessidade de uso de outros antimicrobianos como: levofloxacina
(LVX), minociclina (MIN), ceftazidima (CAZ), ciprofloxacina (CIP) e tigeciclina (TGC)
(Khan et al., 2021b).

Durante a pandemia da COVID-19 diversos estudos relataram a prevaléncia de S.
maltophilia em pacientes acometidos pelo virus. A prevaléncia desses microrganismos
ocorre principalmente devido a sua alta habilidade em formar biofilme nos dispositivos
médicos utilizados na intubacdo endotraqueal e ventilagdo mecanica que geralmente é
necessaria nesses pacientes (Chong, 2021; Raad et al., 2023). Ainda que os
antimicrobianos nio sejam eficazes para o tratamento, eles sdo prescritos para pacientes
infectados pelo virus por conta da dificuldade em descartar coinfec¢do bacteriana e por
funcionarem como profilaxia contra essas infec¢des secundarias (Wu et al., 2022).
Contudo, isso tem levado a um uso excessivo de antimicrobianos, o que € considerado
preocupante, pois os pacientes ficam mais vulneraveis a sepse por infec¢des bacterianas
secundéarias por microrganismos multirresistentes (Chong, 2021).

Dessa forma, o isolamento de S. maltophilia, nas etapas referente a fabricacdo dos
produtos biolégicos deve ser avaliado e investigado, pois a persisténcia desta espécie na
inddstria farmacéutica estd associada principalmente ao fato destes microrganismos

produzirem biofilmes microbianos em superficies (Costa et al., 2017; Selim et al., 2020).

1.5 Métodos para identificacao e tipificacio de bactérias

Tradicionalmente, a identificacio de microrganismos inclui a avaliacdo
morfologica da colénia (tamanho, cor, producdo de pigmento), morfologia celular
(bastonete, cocos, producdo de esporos), técnicas de coloracido e reacdes bioquimicas
(atividade oxidase, catalase, coagulase etc.). Entretanto, os métodos tradicionais sao
geralmente utilizados como uma triagem primaria, ja que muitas vezes esses métodos nao
conseguem uma identificacdo em nivel de espécie (Sutton; Cundell, 2004). A
identificacdo das espécies pode ser ttil para fins de investigacdo, principalmente em casos

em que ocorrem a recuperagdo de taxas atipicamente altas ou em nimeros que excedem
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os limites recomendados para categorias especificas de produtos (Food and Drug
Administration, 2004; Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2019; The United States
Pharmacopeia, 2021). Além disso, os compéndios oficiais exigem a identificacio em
nivel de espécie no caso de microrganismos isolados no teste de esterilidade (Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2019) e microrganismos isolados de areas de Grau A e
B (European Medicines Agency, 2022).

Apesar disso, a triagem priméaria € considerada uma etapa critica, j& que muitos
métodos de identificacao fenotipica dependem dos resultados que sdo obtidos nessa fase.
Portanto, uma falha nessa identificacdo inicial pode levar a resultados incorretos que
podem impactar na aprovacdo ou reprovacdo de produtos (The United States
Pharmacopeia, 2021; Braga et al., 2022). Considerando as limitagdes dos métodos
tradicionais, foram desenvolvidos os métodos automatizados, que podem ser divididos
em dois grupos; métodos fenotipicos e métodos genotipicos (Pinto; Kaneko; Pinto, 2015).

Os métodos fenotipicos sdo aqueles baseados na expressdo génica do
microrganismo. Esses ensaios exigem um tempo para o isolamento e crescimento
microbiano, requerendo um prazo maior para a entrega de resultados. Devido ao estresse
ambiental, as linhagens podem ndo expressar completamente suas propriedades
fenotipicas, o que pode gerar variagdes nos resultados (The United States Pharmacopeia,
2021; Costa et al., 2022a)

Os métodos genotipicos sdo baseados na leitura da composicdo genética do
individuo, como o sequenciamento. Sao considerados métodos mais confidveis devido ao
alto percentual de conservacdo de sequéncias de acidos nucleicos na maioria das espécies
microbianas (The United States Pharmacopeia, 2021). Os métodos genotipicos também
podem ser utilizados para a tipificacdo de microrganismos, quando € necessaria a
identificacdo além do nivel de espécie, como por exemplo para a avaliag@o e rastreamento
de clones para investigacdes de desvios e reprovagdes (Versalovic et al., 1991; Maiden et

al., 2013; Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2019).

1.5.1 Métodos fenotipicos

1.5.1.1 VITEK® 2
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O VITEK® 2 é um sistema automatizado composto por testes bioquimicos
miniaturizados disponiveis em cartdes especificos para determinados grupos bacterianos
como bactérias Gram-negativas, bactérias Gram-positivas e leveduras. A partir do
preparo de uma suspensdo do microrganismo isolado, o equipamento realiza o
preenchimento, incubagdo e leitura do cartdo especifico. Dependendo do perfil
bioquimico apresentado por cada linhagem, o programa vinculado ao equipamento
confere um “bionimero” e realiza a identificagao do microrganismo associada a um nivel

de confianga (Biomerieux, 2022).

1.5.1.2 Matrix Assisted Laser Desorption lonization Time of Flight Mass Spectrometry

Matrix Assisted Laser Desorption lonization Time of Flight Mass Spectrometry
(MALDI-TOF-MS) ¢ uma técnica baseada na diferenciacdo de perfis proteicos para a
identificacdo de microrganismos. A técnica consiste na combinacdo de uma amostra
microbiana com uma matriz polimérica capaz de absorver luz em uma placa de metal
condutora. No espectrdmetro de massas, a placa € bombardeada por feixes de laser
ultravioleta (UV) com um determinado comprimento de onda, promovendo a ioniza¢ao
das proteinas presentes na amostra por excitagdo. Os ions gerados sao orientados por meio
de um campo elétrico e conduzidos através de um tubo de vicuo até o detector, onde as
amostras serdo separadas por massa/carga segundo o tempo de voo. Cada particula
ionizada gera um pico (ou espectro) e o conjunto de particulas detectado € convertido em
um perfil de espectros que € utilizado para comparar com o banco de dados presente no
equipamento (Croxatto et al., 2012; Schubert; Kostrzewa, 2017; Tsuchida et al., 2020).
Devido a sua simples execucdo, rapidez, sensibilidade e baixo custo, tem mostrado grande

relevancia na identificagdo de microrganismos (Costa et al., 2022b; Moreira et al., 2023).

1.5.2 Métodos genotipicos

1.5.2.1 Andlise da sequéncia de genes que codificam o RNA ribossémico

A anélise da sequéncia de genes que codificam o RNA ribossomico (rRNA), como

o gene 16S rDNA, tem sido cada vez mais utilizada na identificagcdo de espécies
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bacterianas e estudos taxondmicos. Esse fato ocorre devido a sua estrutura conter regides
altamente conservadas intercaladas com nove regides hipervariaveis, o que possibilita a
utilizagdo de iniciadores universais para a amplificacdo por reacdo em cadeia pela
polimerase (PCR) de sequéncias alvo, permitindo a identificacdo de linhagens em nivel
de género e possivelmente, em nivel de espécie. Além disso, existe uma grande
disponibilidade de sequéncias desse gene em bancos de dados curados e de dominio
publico, permitindo a comparacgao das sequéncias com linhagens desconhecidas (Yoon et
al., 2017). Entretanto, o gene 16S rDNA nem sempre € capaz de diferenciar linhagens
estritamente relacionadas (Costa et al., 2022b) sendo necessario nesses casos O
sequenciamento e andlise de outros genes espécie-especificos, como o 23S rRNA. Esse
gene tem sido utilizado como alvo de primers especificos para solucionar problemas na
identificacdo da espécie Stenotrophomonas maltophilia (Foster et al., 2008; Pinot et al.,

2011).

1.5.2.2 Multi-locus sequence typing

A técnica de Multi-locus sequence typing (MLST) € um método baseado no
sequenciamento de genes constitutivos (housekeeping genes). Neste método, a variacio
alélica em cada locus € catalogada e uma sequéncia € atribuida ao perfil formado pelo
conjunto de alelos, permitindo a identificagao de microrganismos em nivel de linhagem
por meio da defini¢do dos tipos sequenciais (ST) (Maiden et al., 2013). Uma unica
diferenca em um alelo, ji resulta em um ST diferente. Complexos clonais (CC) sdo
formados a partir do agrupamento de ST que possuam um determinado nimero ou mais
loci em comum (Figura 4). Na andlise de linhagens de S. maltophilia, sao utilizados os
genes: atpD (codifica a subunidade B da ATP sintase), gapA (gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase), guaA (GMP sintase), mutM (formamidopirimidina DNA glicolase),
nuoD (NADH desidrogenase), ppsA (Phosphofenol piruvato sintase) e recA (proteina
recA).
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Figura 4 - Representacdo das etapas envolvidas na técnica do Multi Locus Sequence
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Fonte: Costa (2019).

Atualmente, o banco de dados de S. maltophilia possui 1.093 linhagens
depositadas de S. maltophilia identificadas em 914 ST distintos, além de 21 linhagens

pertencentes a outras espécies (https:/pubmlst.org/smaltophilia; udltimo acesso:

20/02/2023). As linhagens foram isoladas a partir de amostras clinicas de humanos
(n=945), de origem ambiental (n=91), de animais (n=40), de ambientes de hospitais
(n=11) e de origem desconhecida (n=6) (Figura 5). O Brasil possui nove linhagens
depositadas, identificadas em seis ST distintos, sendo a maioria dessas linhagens oriundas

de amostras clinicas de infec¢des de humanos (sangue, escarro e aspirado traqueal).
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Figura 5 - Minimum Spanning Tree apresentando as relagdes genéticas entre as linhagens
(n=1.093) depositadas no banco de dados de S. maltophilia no PubMLST e

discriminadas de acordo com a fonte de isolamento
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Legenda: As linhagens estfo distribuidas de acordo com o Tipo Sequencial (ST). O tamanho do circulo é
proporcional ao nimero de linhagens. Linhas conectando os grupos ST, indicam que eles diferem em um
alelo (linha sélida espessa), ou trés a cinco locus (linhas finas e pontilhadas).

Fonte: https://pubmlst.org/organisms/stenotrophomonas-maltophilia, ultimo acesso: 20/02/2023.

1.5.2.3 Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensu - Polymerase Chain Reaction

O Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensu - Polymerase Chain Reaction
(ERIC-PCR) € uma técnica baseada na amplificacdo de pequenas sequéncias repetitivas
de DNA conservado, encontradas em diferentes loci do genoma bacteriano. A
amplificacdo dessas regides resulta em sequéncias de diferentes tamanhos que poderdao
ser visualizadas a partir de uma eletroforese em gel de agarose. Os padrdes de bandas

formados permitem a diferenciacdo de linhagens bacterianas intimamente relacionadas.
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Foi observada pela primeira vez em linhagens de Escherichia coli, mas estudos
posteriores revelaram a presenca dessas sequéncias em outras espécies como Shigella,
Salmonella, Yersinia, Erwinia, Photobacterium, Vibrio, Pseudomonas e Bacillus

(Versalovic et al., 1991).

1.6 Justificativa

A Vigilancia Sanitéria atua sobre diversos fatores de risco associados a produtos,
insumos e servicos relacionados com a satide, ambientes, transportes, cargas e pessoas,
visando a promocdo, a protecdo, a recuperagdo e a reabilitacdo da saide (Marques;
Rabelo, 2020). Dessa forma, a avaliacdo da qualidade de produtos imunobiol6gicos € de
interesse da sadde e, portanto, papel da Vigilancia Sanitaria (Brasil, 2008).

Tendo em vista a prevaléncia das linhagens de S. maltophilia na industria
farmaceéutica e o seu potencial patogénico, a caracterizac¢do fenotipica e molecular dessas
linhagens se faz necessaria para fins de investigacdo por meio da avaliacdo do perfil
clonal, que podera auxiliar na andlise de risco, criagao de medidas preventivas e tomada
de decisdes para eliminagdo destes microrganismos e liberacdo ou ndo de produtos ao
longo da cadeia produtiva. Além disso, a avaliacdo da tolerancia do biofilme de S.
maltophilia frente a desinfetantes utilizados na industria farmacéutica poderd contribuir
para revisao de protocolos de limpeza e desinfeccao.

A divulgacao destes dados para a comunidade cientifica permitird uma correlagao
entre os ST identificados nas areas produtivas com os associados a infec¢des em humanos

no Brasil e no mundo.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Caracterizar linhagens de S. maltophilia isoladas de uma unidade farmacéutica
por meio de técnicas fenotipicas e moleculares, e verificar a formacao de biofilme e sua
tolerancia a desinfetantes, visando a implementacdo de medidas de ag¢do e controle para

eliminacao destas bactérias.

2.2 Objetivos especificos

» Caracterizar linhagens de S. maltophilia pelo perfil bioquimico, pelo perfil
protedmico, por sequenciamento genético e pela amplificacdo do gene 23S rDNA;

» Tipificar linhagens de S. maltophilia;

* Determinar o perfil de susceptibilidade das linhagens de S. maltophilia frente a
antimicrobianos;

* Pesquisar a formacdo de biofilme de linhagens de S. maltophilia em superficies de
poliestireno e ago inox;

* Avaliar a tolerancia do biofilme de S. maltophilia frente a desinfetantes utilizados na
inddstria farmacéutica em superficies de poliestireno;

e Avaliar as caracteristicas dos biofilmes formados por microscopia eletronica de
varredura (MEV);

* Avaliar a capacidade agregativa de linhagens de S. maltophilia.



43

3 METODOLOGIA

3.1 Linhagens bacterianas

Foram avaliadas 270 linhagens de S. maltophilia isoladas de uma industria
farmaceéutica no periodo de 2014 a 2021. As linhagens foram isoladas de diferentes tipos
de amostras coletadas durante as diversas etapas produtivas como: monitoramentos
ambientais, andlises de 4dgua, testes de validacdo de limpeza, determinagdo de biocarga,
teste de esterilidade, entre outros. As linhagens foram criopreservadas em skim milk
(Difco, EUA) contendo glicerol (Merck, EUA) a 30 %, e estocadas em ultrafreezer em
temperatura < -70 °C. As linhagens foram depositadas na Colecdo de Bactérias do
Ambiente e Saide (CBAS) do IOC com nimero de acesso de 989 a 1027. A CBAS é
afiliada no World Federation for Culture Collections e registrada como World Data
Centre for Microorganisms 958 (http://www.wfcc.info/ccinfo/collection/by_id/958).

As seguintes linhagens de referéncias da American Type Culture Collection
(ATCC) foram utilizadas como controles ao longo dos ensaios: E. coli ATCC 8739, S.
maltophilia ATCC 13637, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e Acinetobacter
baumannii ATCC 19606.

3.2 Caracterizacao do perfil bioquimico

Os resultados do perfil bioquimico das 47 provas bioquimicas das 270 linhagens
de S. maltophilia, previamente identificadas com um nivel de confianca > 89% no sistema
semiautomatizado VITEK® 2, foram compilados em forma de planilha no Programa
Microsft Excel 2013. Foram atribuidos valores numéricos a cada resultado conforme

discriminado abaixo, segundo Vasconcellos et al. (2021a).

Quadro 4 - Categorizacdo dos resultados das provas bioquimicas obtidas no VITEK® 2.

Resultado Valor atribuido
+ 1,00
(+) 0,75
) 0,25
- 0

Fonte: A autora (2023).
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Posteriormente, as linhagens foram avaliadas pelo cdlculo do coeficiente de
similaridade utilizando a correlagdo de Pearson e método de Unweighted Pair-Group
Method using Arithmetic Avarages (UPGMA) com uso do software Bionumerics 8.1
(BioMérieux, Franca). Os perfis que apresentaram similaridade > 85% foram agrupados
no mesmo cluster (Vasconcellos et al., 2021a).

O indice de diversidade (SI) de Simpson e seu intervalo de confianga de 95% foi
calculado, o limite inferior de confiabilidade (LIC) e o limite superior de confiabilidade
(LSC) foram definidos e utilizados para medir a diversidade fenotipica entre as linhagens.
O célculo estima a probabilidade de cepas nao relacionadas serem classificadas em
diferentes grupos (Hunter; Gaston 1988; Grundmann; Tanner, 2001).

A partir dessa anélise, foram selecionadas, para aplica¢do de outras metodologias,
40 linhagens de S. maltophilia de diferentes clusters e perfis bioquimicos (bionimero),

fontes de isolamento, ano e locais de isolamento.

3.3 Caracterizacao protedomica por Matrix Assisted Laser Desorption lonization Time

of Flight Mass Spectrometry

As linhagens foram cultivadas em agar sangue de carneiro (ASC) (BioCen, Brasil)
a (32,5 £ 2,5) °C por 48 h. Apos esta etapa, com auxilio de um palito de madeira, uma
porc¢ao da colonia foi inoculada em duplicata nos pocos (spots) de uma lamina (slide) do
modelo Flexi-Mass-DS TO-430 (BioMérieux, Franca). Entre cada grupo de 16 amostras,
foi inserida uma porcdo da linhagem de E. coli ATCC 8739 (linhagem utilizada no
controle da andlise) como calibrador. Apds a secagem das amostras a temperatura
ambiente, foi adicionado 1,0 uL da matriz acido a-ciano-4-hidroxinamico (VITEK MS-
CHCA, BioM¢érieux, Franca) sobre cada spot utilizado. Apds a cristalizagdo da matriz, os
slides foram introduzidos no equipamento VITEK® MS RUO (BioMérieux, Franca) e os
espectros de massa gerados de acordo com o perfil proteico de cada amostra foram
analisados através do software Saramis Premium (versao 4.0.0.14). Foram considerados
como identificados apenas resultados obtidos com um percentual de similaridade >75%.
Os resultados que estavam fora desse parametro foram considerados como “ndo

identificados”, conforme recomendagdes do fabricante. Os espectros gerados foram
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transferidos para a base de dados do equipamento e foi gerado um dendrograma para

analise dos resultados.

3.4 Caracterizacao genotipica

3.4.1 Sequenciamento do gene 16S rDNA

As linhagens foram semeadas em agar caseina-soja (TSA) (Biocen, Brasil) e
incubadas em estufa a (32,5 £ 2,5) °C por 48 h e identificadas por sequenciamento do
gene 16S rDNA com uso do kit MicroSEQ™ Full Gene 16S rDNA (Thermo Fisher
Scientific, EUA), conforme as instrucdes do fabricante.

Para a extracdo do DNA, 100 uL do reagente PrepMan Ultra foram transferidos
para um microtubo estéril de 1,5 mL. Em seguida, uma porcao da coldnia foi transferida
para o microtubo, que foi agitado por 30 seg e depois aquecido a 100 °C/10 min em banho
seco (Kasvi, Brasil). Posteriormente, a suspensdo foi centrifugada (Eppendorf,
Alemanha) na velocidade méaxima da centrifuga (14.000 rpm) por 3 min, o sobrenadante
foi transferido para microtubo estéril e armazenado a (-20 + 1) °C.

O DNA extraido foi diluido na proporcao 1:20 em 4gua estéril livre de nucleases
(Invitrogen, EUA). Uma aliquota de 15 pL de cada amostra (DNA diluido 1:20) foi
transferida para uma placa contendo 15 pL. do reagente para PCR MasterMix (Kit
MicroSEQ™ Full Gene 16S rDNA PCR). Foram realizadas trés reacdes de PCR para
cada amostra, utilizando trés reagentes PCR Master Mix (1, 2 e 3), pois cada reagente é
responsavel pela amplificacio de uma porcdo do gene 16S rDNA (Figura 6). Os
microtubos foram homogeneizados e acondicionados em aparelho termociclador (Life

Technologies, EUA), conforme as condi¢des de reagao descritas pelo fabricante.
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Figura 6 - Preparo da amostra por meio do Kit MicroSeq
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Fonte: MicroSEQ ™ Full Gene 16S rDNA Identification User Guide (2021).

Ap6s a PCR, foi realizada a purificagao do material amplificado (amplicon). Para
isso, foram transferidos 5 uLL de cada amostra para 2 tubos contendo 2 uL da enzima
EXO-SAP P IT (Exonuclease 1 + Fosfatase Alcalina, Life Technologies) em cada um.
Um tubo foi denominado Foward (F) e o outro, Reverse (R) para cada um dos amplicons
(1, 2 e 3). Os tubos foram posicionados em aparelho termociclador a 37 °C / 15 min e
depois a 80 °C / 15 min para inativar a enzima.

A reacdo de sequenciamento do material amplificado foi realizada com o kit
MicroSEQ® Full Gene 16S rDNA, de acordo com as instrucdes do fabricante. Foram
adicionados 13 pL do reagente de sequenciamento F (kit MicroSEQ® Full Gene 16S
rDNA) e 13 pL do reagente de sequenciamento R (kit MicroSEQ® Full Gene 16S rDNA)
nos seus respectivos tubos. Ao final, foram gerados seis tubos para cada amostra (um F e

um R para cada amplicon obtido) com volume total de 20 pL. Os tubos foram colocados
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em aparelho termociclador (Applied Biosystems, EUA) e as condicdes de reacdo foram
inseridas no software do aparelho, conforme instru¢des do fabricante.

O material sequenciado foi purificado utilizando o cartucho para limpeza
Microseq ID (Thermo Fischer, EUA). Para isso, foram transferidos 20 uL. do produto
sequenciado para uma placa contendo as colunas de purificagdo acopladas a uma placa
coletora embaixo. As placas foram centrifugadas (Eppendorf, A-2 DWP, Alemanha) por
5 min a 850 g e o volume (20 pL) coletado em uma nova placa de 96 pocos propria para
sequenciamento (Applied Biosystems, EUA). Posteriormente, foram adicionados 10 puL
de formamida (Merck, Alemanha). Os fragmentos foram separados no Analisador
Genético Série 3500 (Applied Biosystems, EUA). As sequéncias foram analisadas através
do software DNA Star LaserGene SeqMan (versao 7.0.0) e as sequéncias consenso foram
depositados no banco de dados do National Center for Biotechnology Information

(NCBI) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Os resultados de identificacdo foram obtidos

por comparacdo com as sequéncias depositadas no banco de dados: EZBioCloud, versao

de 07/07/2021 (https://www.ezbiocloud.net/) (Yoon et al., 2017).

Para a identificagdo das linhagens a partir do gene 16S rRNA, foram considerados
como possibilidade de espécie, os resultados que apresentaram um percentual de
identificacdo > 98,7% (Yoon et al., 2017). Os resultados que apresentaram mais de uma
espécie como possibilidade de identificagdo dentro de um mesmo género, foram
considerados como identificados em nivel de género.

As sequéncias das linhagens: S. maltophilia MTCC 434 (nimero de acesso
JALV01000036), Stenotrophomonas lactitubi M15 (nimero de acesso 1.T222224),
Stenotrophomonas indicatrix WS40 (nimero de acesso KJ452162), Stenotrophomonas
pavanii DSM 25135 (nimero de acesso LDIN01000038), Stenotrophomonas geniculata
ATCC 19374 (nimero de acesso AB021404), Stenotrophomonas chelatiphaga DSM
21508 (ndmero de acesso LDJK01000058), Stenotrophomonas tumulicola T5916-2-1b
(nimero de acesso LC066089), Stenotrophomonas bentonitica BII-R7 (nimero de acesso
LT622838), Stenotrophomonas rhizophila DSM 14405 (nimero de acesso CP007597),
Luteimonas huabeiensis HB2 (nimero de acesso JAANO01000045), Luteimonas aquatica
RIB1-20 (nimero de acesso EF626688), Luteimonas marina FR1330 (nimero de acesso
EU295459), Xanthomonas maliensis M97 (nimero de acesso KF992843), Xanthomonas
prunicola CFBP 8353 (ndmero de acesso MG523312) e P. aeruginosa JCM 5962



48

(nimero de acesso BAMAO1000316) foram incluidas para avaliar as relacdes
filogenéticas destas espécies com as linhagens identificadas no presente estudo. A arvore
filogenética baseada em alinhamentos multiplos de sequéncias do gene 16S rRNA foi
construida usando o Neighbor-joining e o algoritmo ClustalW com o software MEGA 11
(Tamura; Stecher; Kumar, 2021) empregando o modelo Kimura de dois parametros

(Kimura, 1980) com suporte de ramo baseado em 1.000 réplicas bootstrap.

3.4.2 Analise do gene 23S rRNA

As 40 linhagens selecionadas para este trabalho e as linhagens de S. maltophilia
ATCC 13637, P. aeruginosa ATCC 9027 e A. baumannii ATCC 19606 foram semeadas
em TSA e incubadas a (32,5 = 2,5) °C / 48 h para confirmagdo da pureza.

Posteriormente, as linhagens tiveram o seu DNA extraido por meio do Kit Prep
Man Ultra confirme descrito no item 3.4.1. A identificacdo por meio da amplifica¢do do
gene 23S rDNA foi realizada conforme descrito por Whitby et al. (2000), amplificando
um fragmento de 531 pares de base (pb) e utilizando os iniciadores SM1 (5’-
CAGCCTGCGAAAAGTA-3’) e SM4 (5-TAAGCTTGCCACGAACAG -3’). A
amplificacdo foi confirmada por eletroforese em gel de 1,5% de agarose, utilizando o
corante GelRed (Biotium, California, USA), em tampao Tampao Tris-Acetato-EDTA
(TAE) 1 X (Bio-Rad, California, USA) por 90 min a 60 V. Como marcador de peso
molecular foi utilizado o peso 100 pb DNA Ladder (Invitrogen, Massachusetts, EUA). O
resultado foi visualizado por meio do sistema de foto documenta¢ao iBRIGHT ™ CL1500
IMAGING SYSTEM (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EUA).

As linhagens selecionadas para o sequenciamento do gene 23S rDNA tiveram o
seu produto da PCR purificado com EXO-SAP IT (Exonuclease 1 + Fosfatase Alcalina,
Life Technologies). Posteriormente, o sequenciamento foi realizado utilizando o kit
BigDye Terminator Ready Reaction Mix v.3.1 (Applied Biosystems, EUA) no
Analisador Genético 3500 (Applied Biosystems, EUA) com os mesmos iniciadores
utilizados na amplificacdo na concentracdo de 1,6 pmol/uL. O material sequenciado foi
purificado utilizando o kit EdgeBio Performa® DTR (Edge BioSystems, EUA) e os
fragmentos foram separados no Analisador Genético Série 3500 (Applied Biosystems,

EUA). As andlises dos cromatogramas foram realizadas utilizando o software 709
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(Informer Technologies Inc., Shingle Springs, CA, EUA), os resultados da identificacdao
foram obtidos na National Center for Biotechnology Information (NCBI)
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore) utilizando a Basic Local Alignment Search Tool

(BLAST) e as sequéncias foram depositadas no NCBI.

3.4.3 Tipificacdo por Multi-locus sequence typing

O DNA das linhagens foi extraido a partir de cultivo em placas de ASC incubadas
a(32,5+2.,5) °C /48 h utilizando o kit comercial Wizard® SV Genomic DNA Purification
System (Promega, EUA), de acordo com as instru¢des do fabricante. A dosagem de DNA
foi realizada com auxilio do equipamento Quibit (Thermo Fischer, EUA) para ajuste da
concentracao (5 a 20 ng/uL). O DNA extraido foi estocado a (-20 + 10) °C até o momento
do uso. Para a determinac@o dos ST, os sete genes housekeeping (atpD, gapA, guaA,
mutM, nuoD, ppsA e recA) foram amplificados e as amostras foram inseridas no
termociclador (Applied Biosystems) de acordo com as condi¢des disponibilizadas pelo

banco de dados (Quadro 5).

Quadro 5 - Protocolo de reagdo para PCR de S. maltophilia usado na tipificacdo por Multi-

locus sequence typing

Reagente Volume (uL) Condicoes de amplificacao
Tampao [10 X]* 1,5 Temperatura (°C) Tempo
Takara [5 U/ uL]? 0,125 95 9 min
Primer F [10 pmol/uL]° 1,0
Primer R [10 pmol/uL]° 1,0 30 94 20 seg
dNTP [2,5 mM]? 2,0 vezes At° 1 min
H>O RNAse free® 14,375 72 50 seg
DNA molde [5-20 ng/uL] 5,0 72 5 min
Volume total 25 uL

Legenda: *Thermo Fischer, EUA; “IDT, EUA; ¢ Variou conforme o quadro 6.
Fonte: A autora (2023).

Para verificar o tamanho do fragmento de DNA amplificado em pb, foi realizado

uma PCR in silico (http://insilico.ehu.es/PCR) utilizando os iniciadores disponibilizados

pelo banco de dados PubMLST. Para verificar a pureza, os produtos da PCR foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose (Thermo Fisher, EUA) a 1,0% a 60 V/60

min com a aplicacdo de corante fluorescente de 4cidos nucléicos ultrassensivel (GelRed®,
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Thermo Fischer, EUA) e peso molecular 1 kb (Thermo Fischer, EUA). Para visualizacdo
do amplicon foi utilizado o sistema de foto documentacdo L-PIX Touch (LOCCUS,
Brasil). A purificagao do material amplificado foi realizada com o reagente ExoSAP-IT
PCR Product Cleanup (Thermo Fischer, EUA). Os iniciadores utilizados para a

amplificacio e sequenciamento estdo descritos no Quadro 6.

Quadro 6 - Sequéncia dos iniciadores, temperatura de anelamento e tamanho dos produtos

oriundos da amplificag¢do dos genes do Multi-locus sequence typing para S. maltophilia

Gene Iniciadores (5° — 3°) Anelamento (°C) | Produto (pb)

F - ATG AGT CAG GGC AAG ATC GTTC
atpD 62 854
R - TCC TGC AGG ACG CCC ATT TC

F-TGG CAA TCA AGG TTG GTA TCA AC
R —-TTC GCT CTG TGC CTT CAC TTC
F - AGG AGC TTG AGA AAT GGC AA!

R - GAG TAG CCC CAC TCG TTG TC!

62 800

gapA

48 - 58 975

F - AAC GAA GAA AAGCGCTGGTA
guaA 622 700
R - ACG GAT GGC GGT AGACCAT

F- AACTGC CCG AAGTCG AAAC
R - GAG GAT CTC CTT CAC CGC ATC

F - AAC TGC CCG AAG TCG AAA C!
mutM 482-52 562
R - TTA CCG GCC TCG CGC AG!

F - GAAGTCGAAACCACCCG?

58 - 622 614

R — GCCTTGAACAGGCTCTC? 4898 2
F—TTC GCA ACT ACA CCA TGA AC i “4

R — CAG CGC GAC TCC TTG TAC TT

nuob F— AGG AAA TCC GCA ACT ACA CC!
R — AGC GCG ACT CCT TGT ACT TC! 8 o1
F— CAA GGC GAT CCG CAT GGT GTA TTC o 2

R — CCT TCG TAG ATG AA(A/G) CCG GT(A/G) TC

ppsA F— TTC ACC CTG GAC ACC GAG T “ s

R - CGA AGT CGA AGG CAC GTT!

F - ATG GAC GAG AAC AAG AAG CGC
recA 62 783
R - GGT GAT GAC CTG CTT GAA CGG

Legenda: iniciador foward (F); iniciador reverse (R); iniciadores alternativos (V; temperatura utilizada na
presenca de betaina 1,3 M @ (Merck, Alemanha); iniciadores desenhados para o presente estudo .
Fonte: http://pubmlst.org/smaltophilia/. Acesso em: 14/03/2022.
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O sequenciamento foi realizado utilizando o kit BigDye Terminator Ready Reaction
Mix v3.1 (Applied Biosystems, EUA) (Quadro 7) no Analisador Genético 3500 (Applied
Biosystems, EUA).

Quadro 7 - Protocolo de reagdo de sequenciamento de S. maltophilia dos produtos

oriundos da amplificacdo dos genes do Multi-locus sequence typing

Reagente Volume Condic¢oes do sequenciamento
Tampdo 5X* 1,5uL Temperatura Tempo
Iniciador (1,6 pmol)® 2,0 uL 96 °C 10 seg
Big Dye* 1,0 uL 50°C 5 seg
DNA purificado 5,5 uL 60 °C 4 min
Volume total 10 pLL 25 vezes

Legenda: *-Thermo Fischer, EUA; >-IDT, EUA.
Fonte: A autora (2023).

O material sequenciado foi purificado utilizando o kit EdgeBio Performa® DTR
(Edge BioSystems, EUA). Para tal, a placa fornecida pelo kit (Performa 96-Well Plate),
que contém as colunas para a purificacdo do material, foi acoplada a uma placa descarte
e centrifugada por 3 min a 850 g para desidratacdo. Em seguida, foram transferidos 10
pL do material sequenciado para a Performa 96-Well Plate acoplada a uma nova placa.
Os fragmentos foram separados no Analisador Genético Série 3500 (Applied Biosystems,
EUA) e as andlises dos cromatogramas foram realizadas utilizando o software BioEdit
709 (Informer Technologies Inc., Shingle Springs, CA, EUA) e os alelos e ST foram
determinados por meio das ferramentas disponiveis no banco de dados

(www.pubMLST.org/smaltophilia).

3.4.4 Tipificacdo pela técnica de Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensu -

Polymerase Chain Reaction

Para tipificacdo das linhagens de S. maltophilia foi utilizada a metodologia
descrita por Versalovic et al. (1991), utilizando o iniciador ERIC-2 (5’-
AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3’). Os produtos da amplificacio foram
analisados por eletroforese em gel de 1,5% de agarose, utilizando o corante GelRed
(Biotium, California, USA), em TAE 1 X (Bio-Rad, California, USA) por 90 min a 60 V.

Como marcador de peso molecular foi utilizado o peso 1 kb plus DNA Ladder
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(Invitrogen, Massachusetts, EUA). O gel foi fotografado e analisado utilizando-se sistema
de foto documentacdo iBRIGHT™ CL1500 IMAGING SYSTEM (Thermo Fisher
Scientific, Massachusetts, EUA). Os padrdes de bandas foram analisados com uso do
Programa BioNumerics versdo 8.1 (Applied Maths, Kortrijk, Bélgica). O dendrograma
foi construido com indice de Dice e o método UPGMA (Van Belkum et al., 2007).

O SI de Simpson e seu intervalo de confianca de 95% foi calculado, o LIC e o
LSC de confiabilidade foram definidos e utilizados para medir a diversidade fenotipica
entre as linhagens. O calculo estima a probabilidade de cepas ndo relacionadas serem

classificadas em diferentes grupos (Hunter; Gaston 1988; Grundmann; Tanner, 2001).

3.5 Determinacao do perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos

As linhagens de S. maltophilia foram avaliadas quanto a susceptibilidade aos
antimicrobianos por meio do método de disco difusdo em 4gar, seguindo os critérios do
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2020). Para cada linhagem, foram
preparadas suspensoes bacterianas ajustando a turvacao para 0,5 na escala de McFarland.
As suspensdes foram semeadas em dgar Muller Hinton (Oxoid, Inglaterra) e incubadas a
(35 £ 2,5) °C / 24 h. Foram testados os antimicrobianos (Sartorius, Alemanha) nas
seguintes concentragdes: minociclina (MIN; 30 pg), levofloxacin (LVX; 5 ug) e
sulfametoxazol-trimetoprim (SXT; 1,25/23,75 pg). Apés o periodo de incubacdo, o
diametro da zona de inibicdo foi mensurado e as linhagens foram classificadas como:
sensivel, resisténcia intermediaria ou resistente de acordo com os critérios estabelecidos
pelo CLSI (2020).

A determinagido da concentracdo inibitéria minima (CMI) foi realizada utilizando
o E-test (Liofilchem, Via Scozia, Italia), que se baseia na utilizacao de fitas impregnadas
com concentracdes pré-definidas de antibidticos, formando um gradiente. Foram
preparadas suspensdes de cada linhagem com turvacdo de 0,5 na escala de McFarland e
semeadas em agar Muller Hinton (Oxoid, Inglaterra). Posteriormente, a tira Teste
Liofilchem® MIC foi transferida para o meio com auxilio de uma pinga. As placas foram
incubadas a (35 +2,5) °C por 24 h e ap06s esse periodo, foi realizada a leitura do ponto de
inibicdo. As linhagens foram classificadas como: sensivel, resisténcia intermediaria ou

resistente de acordo com os critérios estabelecidos pelo CLSI (2020).
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3.6 Pesquisa de biofilme e avaliacao das suas caracteristicas

Para a pesquisa de formagao de biofilme foram realizados trés experimentos
independentes em triplicata para cada linhagem, de acordo com o protocolo descrito por
Umeda et al. (2017). A formacao de biofilme foi avaliada em microplaca de poliestireno
de 96 orificios com fundo chato (Corning, USA), tendo como substrato o caldo infusdao
cérebro-corac¢iao (BHI; Merck, Alemanha).

As linhagens previamente criopreservadas foram semeadas em TSA e incubadas
a (35 +£2,5)°C/ 24 h para confirmacdo da pureza. Uma col6nia isolada de cada linhagem
foi semeada em um tubo 13 x 100 mm contendo 3 mL de BHI e incubadas a 37°C / 24 h.
Ap6s o periodo de incubagdo, 200 uL do crescimento bacteriano foram semeados, em
triplicata, em duas microplacas. Foi utilizado como controle positivo a linhagem de P.
aeruginosa ATCC 27853 e negativo o BHI, também utilizados em triplicata, nas duas
microplacas. Uma microplaca foi incubada na temperatura de (22,5 £ 2,5) °C e a outra a
(37 £2) °C. A temperatura de 22,5 °C simula uma temperatura préxima a do ambiente e
muito comum as areas de producdo de imunobioldgicos. A temperatura de 37 °C simula
a temperatura 6tima de crescimento das bactérias avaliadas. Ap6s o periodo de 48 h de
incubacdo, o contetido de cada pogo foi aspirado. As placas foram lavadas cinco vezes
com agua destilada e mantidas a temperatura ambiente até a completa secagem
(aproximadamente 45 min). Posteriormente, foram adicionados 200 uL de solugao cristal
violeta 0,41% (Merck, Alemanha) em cada poco e as microplacas foram mantidas em
temperatura ambiente por 45 min. Os pocos foram aspirados e as microplacas lavadas
cinco vezes com agua destilada e mantidas em temperatura ambiente até a completa
secagem. Em seguida, foram adicionados 200 puL de etanol absoluto 96% (Merck,
Alemanha) em cada poco e as microplacas foram mantidas sob agitacdo em aparelho
agitador de placas. Apds 10 min, 150 uL. do contetddo de cada poco foram transferidos
para novas microplacas e foi realizada a leitura da densidade 6ptica (DO) em aparelho
espectrofotometro (Biomérieux, Reader 270, France) em comprimento de onda de 600
nm.

A interpretacdo dos resultados foi realizada pela média das trés leituras obtidas

nos trés experimentos independentes. Cada linhagem foi classificada em cada
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experimento da seguinte forma: ndo aderente (NA, atribuido valor “0”), fracamente
aderente (FA, atribuido valor “1”), moderadamente aderente (MA, atribuido valor “2”) e
fortemente aderente (FMA, atribuido valor “3”), segundo os critérios descritos por
Stepanovic et al. (2007) (Quadro 8). O resultado final de cada linhagem foi considerado

como a mediana dos resultados obtidos nos trés experimentos independentes.

Quadro 8 - Critérios para classifica¢ao do biofilme

Classificacao do biofilme Resultado
Nio aderente (NA) D.0#<D.O.™N
Fracamente aderente (FA) D.O.N<D.0.2<2x D.O.XN
Moderadamente aderente (MA) 2xD.0.N<D.0.2< 4 x D.ON
Fortemente aderente (FMA) 4xD.0.°N<D.O.2

Legenda: DO: Densidade 6ptica; a: amostra; CN: controle negativo.
Fonte: Stepanovic et al., 2007.

3.6.1 Avaliagdo da tolerancia do biofilme de S. maltophilia frente a desinfetantes

As linhagens que foram classificadas como MA ou FMA foram selecionadas para
avaliacdo da tolerancia do biofilme segundo o protocolo descrito por Vasconcellos et al.
(2021b). Foram avaliados trés desinfetantes utilizados na industria farmacéutica onde as
linhagens foram isoladas, conforme tempo de exposi¢ao e concentragdes validadas nos
protocolos de limpeza (Quadro 9). As linhagens que ndo apresentaram redugdo da
formacdo do biofilme apds o contato com o desinfetante, foram submetidas a um novo

experimento utilizando concentragdes maiores do desinfetante testado.

Quadro 9 - Desinfetantes utilizados para avaliacao da tolerancia do biofilme de linhagens

de S. maltophilia

Desinfetante Concentracao (%) Tempo de exposicao
Alcool etilico 70 15 min
Hipoclorito de s6dio 0,1;05;1;2e2,5 15 min
Quaternario de amonio 0,05 ¢ 0,08 20 min

Fonte: A autora (2023).

As linhagens foram cultivadas segundo a metodologia descrita no item 3.7 com a

diferenca que, apds o crescimento de 48 h em BHI nas microplacas, antes da etapa de
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coloragdo com cristal violeta, os pogos foram tratados com 300 uL dos respectivos
desinfetantes nas concentragdes e intervalos de tempo avaliados. Apds o tratamento, as

placas foram lavadas, coradas, eluidas, e a DO mensurada.

3.6.2 Analises estatisticas

Diferencas no grau de formacdo do biofilme em relacio a temperatura de
incubacdo e apds tratamento com o respectivo biocida foram avaliados pelo teste de
Friedman, seguido do teste de Wilcoxon utilizando o software R Project (versao 3.4.3).

Valores de p < 0,05 foram considerados significativos.

3.6.3 Caracterizacao do biofilme por microscopia eletronica de varredura

As linhagens identificadas como S. maltophilia foram selecionadas para a
caracterizacdo do biofilme por MEV, de acordo com metodologia descrita por Costa et
al. (2021). As linhagens foram semeadas em ASC para verificacdo da pureza.
Posteriormente, uma coldnia foi transferida para um tubo (Falcon®, EUA) contendo 15
mL de BHI e incubada sob agitagdo de 150 rpm a (37 % 2) °C/24 h. Apés o periodo de
incubacdo, 4,0 mL do crescimento bacteriano foram transferidos para uma placa de
poliestireno de 6 pogos (Corning®, New York, USA) contendo um carreador de inox de
15mm @. As placas foram incubadas a (37 = 2) °C/48 h. O conteido das placas foi
aspirado e lavado por 2 vezes com tampao PBS (Gibco-BRL, Gaithersburg, USA) e foram
adicionados 3 mL de em cada pogo de solugdo fixadora contendo glutaraldeido 2,5 %
(Sigma, Missouri, EUA) e ferrocianeto de potassio 0,8 % (Sigma, Missouri, EUA) por 1
h a temperatura ambiente. Em seguida, o material foi p6s-fixado com tetréxido de 6smio
a 1% (Electron Microscopy Sciences, Hatfield, EUA) por 40 min e desidratado em
concentracdes crescentes de etanol (15, 30, 50, 70, 90, 100%) por 15 min cada etapa. O
material foi submetido ao aparelho de ponto critico para secagem e recoberto com ouro
(20 nm de espessura) utilizando um metalizador (Leica-Microsystems, Wetzlar,
Alemanha). As amostras foram analisadas com o microscépio eletronico de varredura
Jeol JSM 6390 (Tokyo, Japao). O procedimento foi realizado com apoio do Laboratério
de Ultraestrutura Celular do IOC da Fiocruz.
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3.7 Avaliacao da capacidade agregativa

A avaliacdo da capacidade agregativa foi realizada utilizando a metodologia
descrita por Umeda et al. (2017). As linhagens foram semeadas em TSA e incubadas a
(32,5 £2,5) °C / 24 h para confirmacdo da pureza. Uma por¢do da colonia foi semeada
em dois tubos cdnicos de 15 mL (Falcon®, EUA) contendo 5 mL de BHI. Os tubos foram
incubados a (37 = 2,0) °C/48 h, um tubo sob agitacdo (150 rpm) e o outro tubo sem
agitacdo. Os tubos foram mantidos em temperatura ambiente por 1 h antes da leitura do
experimento. A capacidade agregativa foi determinada visualmente pelo volume de
sedimento depositado no fundo do tubo de acordo com os critérios descritos no quadro
10.

Quadro 10 - Critérios para classificacdo da capacidade agregativa de linhagens de S.

maltophilia
Classificacao da capacidade agregativa Volume do sedimento (mL)
Nao agregativa <0,1
Fracamente agregativa 0,1 mL < sedimento < 0,2 mL
Moderadamente agregativa 0,2 mL < sedimento < 0,3 mL
Fortemente agregativa 0,3 mL < sedimento

Fonte: Umeda et al. (2017).

3.8 Avaliacao das relacoes genéticas e caracteristicas fenotipicas das linhagens

As andlises filogenéticas foram conduzidas utilizando os sete genes concatenados
para a construcdo de uma arvore filogenética Neighbor-joining no programa BioNumerics
versao 8.1 (BioMérieux, pais). A relacdo entre os ST e os CC identificados e as
caracteristicas fenotipicas foi determinada utilizando a ferramenta Minimum-spanning
tree com uso do programa Bionumercis versdao 8.1 (BioMérieux, Franca). Os STs
identificados nesse estudo também foram comparados com linhagens de origem clinica
depositadas nos bancos de dados utilizando o Grape Tree (Zhou et al, 2018) utilizando o
coeficiente de categorizagdo e visualizacdo da ferramenta MST no pubMLST.

Também foi realizada uma andlise do compartilhamento de alelos entre as

linhagens avaliadas no presente estudo com o banco de dados com uso do algoritmo



57

eBURST (Feil et al., 2004). As sequéncias dos genes do MLST foram concatenadas
(3.951 pb) e analisadas utilizando o algoritmo maximum likelihood do programa MEGA

11 (Tamura; Stecher; Kumar, 2021) com 1000 réplicas bootstrap.
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4 RESULTADOS

4.1 Caracterizacao fenotipica

O perfil fenotipico resultante dos 47 testes bioquimicos das 270 linhagens no
sistema VITEK®2, resultou em 60 perfis fenotipicos distintos codificados de I-LX. Os
perfis mais frequentes foram: XI (63; 23,30%), III (39; 14,40 %), XIII (16; 5,90%), XX
(16; 5,90%), XLII (13; 4,80%) e XVII (13; 4,80%). A partir da anélise de similaridade,
foram identificados oito clusters e tré€s singletons (Tabela 1). O indice de Simpson

calculado foi de 0,909, com LIC = 0,887 e LSC = 0,931.

Tabela 1 - Resultado da andlise de similaridade dos perfis bioquimicos obtidos a partir

das 47 provas bioquimicas do VITEK®2

Linhagens Similaridade®

Cluster Perfil bioquimico (n) (%)
1 I, I, XXX VI, XXXIX, XLIII, LI, LIl e 4 86.89
LIII
2 XLIV e XLVI 2 90,21
V, XII, XIII, XVII, XX, XXXIII, XXXIV, 67 85.44
XLI, XLVII, XLVIIL L, LIV e LV ’
III, VII, XI, XVIII, XIX, XXV, XXVI,
4 XXVII, XXIX, XXX, XXXV, XXXVIII, 133 86,82
XLII, XLV e XLIX
5 IV, VIII, IX, X, XV, XVI e XXVIII 22 86,99
6 XIV, XXXI, XXXII, LIX, LVI, LVII e LX 11 87,31
7 XXI e XXII 3 91,45
8 VI, XXIII e LVIII 3 87,58
Singleton 1 XL 1 -
Singleton 2 XXXVII 3 -
Singleton 3 XXV 1 -

Legenda: A similaridade das linhagens foi avaliada pelo calculo do coeficiente de similaridade utilizando
a correlacdo de Pearson e método de Unweighted Pair-Group Method using Arithmetic Avarages
(UPGMA) com uso do software Bionumerics 8.1 (BioMérieux, Franca).

Fonte: A autora (2023).

As linhagens foram isoladas de agua purificada (143; 53,00%), SIP (49; 18,10%),
IFA (24; 8,90%), API (17; 6,30%), validacao de processo (13; 4,80%), APO (8; 3,00%),
reagentes (7; 2,60%), monitoramento ambiental (5; 1,80%), produto intermediario (3;

1,10%) e produto final (1; 0,40%) (Gréfico 1).
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Griéfico 1 - Fontes de isolamento das 270 linhagens de S. maltophilia isoladas durante o

periodo de 2014 a 2021
140 .
120 .
& 100
[a)]
<
-
2 80
w
[a)
o
& 60
S
pn]
F o =
20 S
[ —
A
0 — [ R |
API APO  APU  AVP IFA  MAM PRI PIN REA sIP

m 2014 2015 2016 2017 2018 2019 m2020 m2021

Legenda: agua purificada (APU); agua potivel (APO); 4dgua para injetaveis (API); reagentes (REA);
validacdo de processo (AVP); monitoramento ambiental (MAM); solucdo intermedidria de processo (SIP),
insumo farmacéutico ativo (IFA), produto final (PFI) e produto intermediario (PIN).

Fonte: A autora (2023).

Apds essa andlise, foram selecionadas 40 linhagens de S. maltophilia de diferentes
perfis, fonte de isolamento, ano e local para as outras metodologias realizadas neste

trabalho (Tabela 2).
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Tabela 2 - Linhagens de S. maltophilia (n=40) selecionadas para este estudo

Identificacao Bioniimero Perfil Origem
B369.2020 e B8541.2014 1022103003764020 11 SIP; APU
B1974.2018, B199.2020, 1002103001740000 111 APU; APU; API; APU;
B1272.2020, B0187.2021, APU; IFA
B316.2016 e B475.2018
B804.2015 1002103001440020 v APU
B759.2015 1002143003540020 \ APO
B1113.2018, B1140.2018 e 1002103001140020 X APU; IFA; APU
B810.2015
B1549.2015 1002103001440000 X APU
B592.2018, B1370.2018, 1002103001740020 X1 IFA; APU; APU; APU;
B1686.2018, B1807.2018, APU; APU
B119.2019 e B947.2016
B1311.2018, B132.2019 ¢ 1022103001540020 XVII APU; APU; REA
B1142.2020
B1117.2018 1002103001640020 XVIII APU
B1053.2020 1022103003540020 XX REA
B903.2016 1002003001140000 XXIII AVP
B400.2017 1002103001540000 XXXI IFA
B757.2017 1002101003540020 XXXIII SIP
B580.2020, B748.2020 e B843.2017  1022103003740020 XXXV APU; AVP; IFA
B368.2020 1022103003760020 XXXIX SIP
B1322.2018,B1385.2018 ¢ 1022103001740020 XLII APU; APU; APU
B1689.2018
B770.2019 1022103003744020 XLIII API
B2022.2018 1022303001764020 XLVI APU
B052.2020 1022103001544020 L IFA
B203.2020 1022103003764000 LII SIP
B427.2021 1022103001744020 LX API

Legenda: agua purificada (APU); agua potivel (APO); 4gua para injetaveis (API); reagentes (REA);
amostra de valida¢@o de processo (AVP); solucdo intermediaria de processo (SIP) e insumo farmacéutico

ativo (IFA).
Fonte: A autora (2023).

Das 40 linhagens selecionadas, 37 (92,50%) foram identificadas em nivel de
espécie como S. maltophilia pela técnica MALDI-TOF MS. As linhagens B804.2015,
B903.2016 e B1272.2020 nao foram identificadas (Figura 7).
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Figura 7 - Dendrograma do perfil protedmico das 40 linhagens de S. maltophilia
selecionadas para este estudo
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Fonte: A autora (2023).
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4.2 Caracterizacio genotipica

4.2.1 Andlise de genes rRNA

As sequéncias obtidas através do sequenciamento do gene 16S rRNA foram
comparadas com o banco de dados EzBioCloud e os resultados da identificag¢do tiveram a
sua classificag@o taxondmica verificada no website bacterio.net (Parte et al, 2020). A partir
dessa andlise foram obtidas: uma (2,50 %) identificacao em nivel de espécie e 39 (97,5 %)
identificacOes em nivel de género (Tabela 3).

A linhagem B1272.2020 foi identificada em nivel de espécie como Luteimonas
huabeiensis. Trinta e nove linhagens foram identificadas em nivel de género como
Stenotrophomonas spp., entretanto, as linhagens B804.2015 e B903.2016 ndo
apresentaram como possibilidade a espécie S. maltophilia. Uma arvore Neighbor-joining
foi construida com estas sequéncias e as sequéncias das espécies mais proximas (Figura

).



Tabela 3 - Resultado do sequenciamento do gene 16S rRNA para a identificacdo das 40 linhagens selecionadas (continua)

N° acesso Pares
Linhagem de base Resultado da analise do gene 16S rRNA
B369.2020 0Q418409 1.489 S. maltophilia (99,66)/ S. geniculata (99,37)/ S. pavanni (99,31)/ S. lactitubi (98,90)/ S. indicatrix (98,70)
B8541.2014 0Q418410 1.501 S. geniculata (99,30)/ S. indicatrix (99,11)/ S. pavanni (99,05%)/ S. lactitubi (99,05)/ S. maltophilia (98,98)
B1974.2018 0Q418411 1.475 S. geniculata (99,30)/ S. indicatrix (99,11)/ S. pavanni (99,05)/ S. lactitubi (99,05)/ S. maltophilia (98,98)
B199.2020 0Q418412  1.507 S. geniculata (99,86)/ S. maltophilia (99,66)/ S. pavanni (99,59)/ S. indicatrix (99,18)/ S. lactitubi (99,11)
B1272.2020 0Q418413 1.486 Luteimonas huabeiensis (99,79)
B0187.2021 0Q418414  1.487 S. pavanni (99,73)/ S. geniculata (99,65)/ S. maltophilia (99,38)/ S. indicatrix (99,70)
B316.2016 0Q418415  1.501 S. geniculata (99,65)/ S. maltophilia (99,59)/ S. pavanni (99,59)/ S. lactitubi (99,25)/ S. indicatrix (99,18)
B475.2018 0Q418416  1.476 S. geniculata (99,58)/ S. maltophilia (99,32)/ S. indicatrix (99,18)/ S. lactitubi (99,11)/ S. pavanni (98,98)
B804.2015 0Q418417  1.502 S. rhizophila (99,73)/ S. bentonitica (99,06)/ S. tumulicola (98,71)
B1113.2018 0Q418418  1.486 S. geniculata (99,86)/ S. pavanii (99,18)/ S. maltophilia (98,97)/ S. indicatrix (98,84)
B1140.2018 0Q418419  1.501 S. maltophilia (99,45)/ S. pavanii (99,38)/ S. geniculata (99,36)/ S. lactitubi (99,11)/ S. indicatrix (98,91)
B810.2015 0Q418420  1.416 S. maltophilia (99,72)/ S. geniculata (99,28)/ S. pavanii (99,43)/ S. lactitubi (99,22)/ S. indicatrix (99,00)
B052.2020 0Q418421  1.487 S. geniculata (99,72)/ S. maltophilia (99,38)/ S. pavanii (99,22)/ S. lactitubi (99,15)/ S. indicatrix (98,79)
B203.2020 OMG688855  1.469 S. lactitubi (99,32)/ S. maltophilia (99,25)/ S. indicatrix (99,11)/ S. pavanii (99,04)/ S. geniculata (99,01)
B427.2021 0Q418422  1.498 S. geniculata (99,72)/ S. maltophilia (99,52)/S. pavanii (99,45)/ S. lactitubi (99,18)/ S. indicatrix (99,11)
B759.2015 OM688827  1.500 S. pavanii (99,32)/ S. maltophilia (99,25)/ S. lactitubi (99,05)/ S. geniculata (99,01)/ S. indicatrix (98,84)
B592.2018 0Q418423  1.485 S. maltophilia (99,73)/ S. geniculata (99,37)/ S. pavanii (99,25)/ S. lactitubi (98,97)
B1370.2018 0Q418424  1.486 S. geniculata (99,72)/ S. maltophilia (99,45)/ S. pavanii (99,38)/ S. lactitubi (99,11)/ S. indicatrix (99,04)
B1686.2018 0Q418425 1.486 S. geniculata (99,72)/ S. maltophilia (99,11)/ S. pavanii (99,11)/ S. indicatrix (99,04)/ S. lactitubi (98,97)
B1807.2018 0Q418426  1.501 S. maltophilia (100,0)/ S. pavanii (99,59)/ S. geniculata (99,37)/ S. lactitubi (99,32)/ S. indicatrix (99,98)
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B119.2019 0Q418427 1.506 S. geniculata (99.79)/ S. maltophilia (99.45)/ S. pavanii (99.45)/ S. indicatrix (99.11)/ S. lactitubi (99.04)
B947.2016 0Q418428  1.500 S. maltophilia (99.59)/ S. pavanii (99.59)/ S. geniculata (99.37)/ S. lactitubi (99.11)/ S. indicatrix (98.91)
B1549.2015 0Q418429  1.502 S. maltophilia (99.73)/ S. pavanii (99.73)/ S. geniculata (99.51)/ S. lactitubi (98.98)/ S. indicatrix (98.77)
B1322.2018 0Q418430 1.502 S. maltophilia (99.80)/ S. pavanii (99.73)/ S. geniculata (99.58)/ S. lactitubi (99.04)/ S. indicatrix (98.84)
B1385.2018 0Q418431 1.410 S. maltophilia (99.72)/ S. geniculata (99.71)/ S. pavanii (99.64)/ S. lactitubi (99.08)/ S. indicatrix (98.93)
B1689.2018 0Q418432  1.498 S. maltophilia (99.45)/ S. pavanii (99.38)/ S. geniculata (99.36)/ S. lactitubi (99.11)/ S. indicatrix (98.90)
B770.2019 OM688852  1.456 S. pavanii (99.09)/ S. maltophilia (99.02)/ S. geniculata (98.93)/ S. lactitubi (98.81)
B2022.2018 OM688847  1.500 S. geniculata (99.65)/ S. pavanii (99.39)/ S. maltophilia (99.32)/ S. indicatrix (99.32)/ S. lactitubi (99.25)
B1311.2018 0Q418433 1.406 S. geniculata (99.71)/ S. pavanii (99.64)/ S. maltophilia (99.57)/ S. indicatrix (99.22) )/ S. lactitubi (99.15)
B132.2019 0Q418434  1.487 S. pavanii (99.66)/ S. geniculata (99.65)/ S. maltophilia (99.31)

B1142.2020 OM688858  1.501 S. pavanii (99.73)/ S. geniculata (99.65)/ S. maltophilia (99.38)/ S. indicatrix (98.70)
B1117.2018 0Q418435 1.496 S. pavanii (99.73)/ S. geniculata (99.65)/ S. maltophilia (99.38)/ S. indicatrix (98.70)
B1053.2020 0Q418436  1.498 S. geniculata (99.65)/ S. pavanii (99.18)/ S. maltophilia (99.11)/ S. indicatrix (99.11)/ S. lactitubi (99.04)
B903.2016 OM688834  1.479 S. rhizophila (99.79)/ S. bentonitica (99.13)

B400.2017 0Q418437  1.501 S. maltophilia (99.86)/ S. pavanii (99.59)/ S. geniculata (99.37)/ S. lactitubi (99.11)/ S. indicatrix (98.91)
B757.2017 0Q418438  1.505 S. maltophilia (99.45)/ S. pavanii (99.39)/ S. geniculata (99.08)/ S. lactitubi (98.98)
B368.2020 0Q418439  1.502 S. geniculata (99.58)/ S. maltophilia (99.39)/ S. pavanii (99.32)/ S. lactitubi (99.18)/ S. indicatrix (99.98)
B580.2020 OM688856  1.411 S. geniculata (99.86)/ S. maltophilia (99.79)/ S. pavanii (99.71)/ S. lactitubi (99.14)/ S. indicatrix (99.07)
B748.2020 0Q418440  1.502 S. maltophilia (99.86)/ S. pavanii (99.52)/ S. geniculata (99.37)/ S. lactitubi (99.11)/ S. indicatrix (98.91)
B843.2017 0Q418441 1.473 S. maltophilia (99.45)/ S. pavanii (99.38)/ S. geniculata (99.36)/ S. lactitubi (99.10)/ S. indicatrix (99.89)

Fonte: A autora (2023).
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Figura 8 - Neighbor-joining com base em sequéncias quase completas do gene 16S rRNA
(1.314 pb) mostrando a posicao filogenética das linhagens avaliadas neste
estudo (n=40) com espécies estreitamente relacionadas
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Fonte: A autora (2023).
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Os iniciadores SM1 e SM4 utilizados para a amplificacdo do gene 23S rDNA e
identificacdo de S. maltophilia por PCR espécie-especifico, amplificaram o fragmento com
aproximadamente 531 pb de 39 linhagens das 40 selecionadas neste estudo, com excecao
da B1272.2020 (identificada como Luteimonas huabeiensis pela analise do gene 16S
rDNA). Das linhagens de referéncia da ATCC testadas, somente a S. maltophilia ATCC
13637 apresentou banda referente a amplificacdo do produto com 531 pb.

Com o objetivo de uma identificacdo mais fidedigna, as linhagens B804.2015 e
B903.2016, que ndo apresentaram como possibilidade de resultado S. maltophilia na
andlise do gene 16S rDNA, tiveram o produto obtido na PCR espécie-especifico
sequenciado. O fragmento obtido foi comparado com outras sequéncias depositadas no

NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore) por meio do uso da BLAST e foi

identificado como pertencente a espécie S. rhizophila (Tabela 4).

Tabela 4 - Comparagdo entre a identificacdo por meio do sequenciamento do gene 16S

rDNA e do gene 23S rDNA
Identificacido por analise do gene 16S rDNA Identificacido por analise do gene
Linhagem 23S rDNA
age N.°acesso  Tamanho Resultado® N.°acesso Tamanho Resultado®
(bp) (bp)

B804.2015 0Q418417 1.502 S. rhizophila (99,73%) / 0Q442331 535
S. bentonitica (99,06%)
/S. tumulicola (98,71%) S. rhizophila
(99,62%)
B903.2016 OM688834 1.449 S. rhizophila (99,79%) / 0Q442343 532
S. bentonitica (99,13%)

2 Os resultados foram obtidos no website: https://www.ezbiocloud.net/ (YOON et al, 2017, Database
Update:  07/07/2021, dltimo acesso:  20/02/2023); b- Resultados obtidos no NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore) utilizando Basic Local Alignment Search Tool (BLAST).

Fonte: A autora (2023).

4.2.2 Tipificagao

As 37 linhagens identificadas como S. maltophilia foram selecionadas para a

caracterizacdo molecular pela técnica do MLST (Tabela 5).
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Tabela 5 - Resultados obtidos apds o sequenciamento dos genes housekeepings utilizados para a

tipificacdo das linhagens de S. maltophilia pela técnica Multi-locus sequence typing

Linhagem Gene

atpD gapA  guaA mutM nuoD PDPSA recA ST
B369.2020 1 4 336 3 25 38 1 408
B8541.2014 118 142 211 104 ND! 157 129 ND
B1974.2018 2 122 556 269 ND 292 128 ND
B199.2020 80 88 355 ND ND 97 254 ND
B0187.2021 94 20 170 25 14 17 3 233
B316.2016 2 122 556 269 ND 292 128 ND
B475.2018 76 227 418 ND 80 186 220 ND
B1113.2018 16 9 32 ND 20 9 18 ND
B1140.2018 30 10 10 14 23 23 26 34
B8&810.2015 83 4 1 3 ND 83 7 ND
B052.2020 16 212 557 213 69 240 64 915
B203.2020 23 15 35 30 17 27 25 41
B427.2021 16 212 367 213 69 240 64 916
B759.2015 16 263 554 268 208 291 255 917
B592.2018 3 1 558 3 25 4 62 918
B1370.2018 16 212 557 ND 69 240 64 ND
B1686.2018 127 225 559 ND 209 293 256 ND
B1807.2018 3 1 84 57 25 82 6 115
B119.2019 6 18 99 ND 76 89 6 ND
B947.2016 93 100 93 ND 63 9 94 ND
B1549.2015 71 74 90 56 2 3 5 94
B1322.2018 93 122 180 45 63 69 5 239
B1385.2018 21 26 98 ND 75 2 15 ND
B1689.2018 30 10 10 14 23 23 15 919
B770.2019 201 261 553 266 210 290 252 922
B2022.2018 197 226 536 148 139 186 248 867
B1311.2018 197 226 536 ND 139 186 248 ND
B132.2019 94 20 170 ND 14 17 3 ND
B1142.2020 94 20 170 25 14 17 3 233
B1117.2018 94 20 170 25 14 17 3 233
B1053.2020 197 226 536 148 139 186 248 867
B400.2017 19 5 8 ND 5 26 6 ND
B757.2017 202 262 555 267 207 23 253 920
B368.2020 43 13 52 ND 45 40 17 ND
B580.2020 6 18 11 ND 76 2 2 ND
B748.2020 4 22 159 5 70 6 9 212
B843.2017 30 10 176 14 23 23 26 921

Legenda: Os ST novos foram apresentados em negrito; ND = ndo determinado.
Fonte: A autora (2023).



68

Foram obtidos 17 ST distintos: ST 34, ST 41, ST 94, ST 115, ST 212, ST 233, ST
239, ST 408, ST 867, ST 915, ST 916, ST 917, ST 918, ST 919, ST 920, ST 921 e ST 922,
uma propor¢ao de 1,18 Perfil/linhagem, sendo que oito deles (ST 915, ST 916, ST 917, ST
918, ST 919, ST 920, ST 921 e ST 922) foram descritos neste estudo e depositados no
banco de dados PubMLST. Vinte e nove alelos novos foram descritos, dois do gene atpD
(201 e 202), trés do gene gapA (261, 262 e 263), sete do gene guaA (553, 554, 555, 556,
557, 558 e 559), quatro do gene mutM (266, 267, 268 e 269), quatro do gene nuoD (207,
208, 209 e 210), quatro do gene ppsA (290, 291, 292 e 293) e cinco do gene recA (252,
253, 254, 255 e 256) (Tabela 5). Nao foi possivel a determinagdo do ST de 17 linhagens
devido a dificuldade de sequenciar os alelos do gene mutM ou nuoD.

As relacdes genéticas entre os ST identificados estdo apresentados na figura 9. O

indice de Simpson calculado foi de 0,979, com LIC = 0,958 e LSC = 1,000.
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Figura 9 - Minimum spanning tree entre os ST de S. maltophilia e a origem de isolamento
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Legenda: Relacdo genética entre os complexos clonais (CC) das linhagens de S. maltophilia isoladas neste
estudo. A arvore foi construida por meio do software BioNumerics 8.1 (Applied Maths, bioMérieux) de
acordo com os ST identificados pelo MLST. Linhas que ligam os ST, indicam que eles diferem em um alelo
(linha grossa soélida), ou trés a cinco locus (linhas finas e pontilhadas). As linhagens foram distribuidas a
partir da fonte de isolamento. Agua purificada (APU); dgua potdvel (APO); 4gua para injetaveis (API);
reagentes (REA); amostra de valida¢do de processo (AVP); solu¢do intermedidria de processo (SIP) e insumo
farmacéutico ativo (IFA).

Fonte: A autora (2023).



70

Figura 10 - Arvore filogenética “maximum likelihood” baseada nas sequéncias dos sete
genes do MLST concatenados (3951 pb) das 20 linhagens de S. maltophilia e
espécies relacionadas depositadas no banco de dados PubMLST
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Fonte: A autora (2023).

A variabilidade genética dos 37 isolados de S. maltophilia também foi avaliada por
ERIC-PCR. A partir dessa técnica, foram obtidos 35 perfis de bandas distintos, uma
propor¢ao de 1,06 linhagem/perfil, indicando uma grande diversidade genética entre as
linhagens analisadas (Figura 11). O nimero de bandas identificado nas linhagens variou
de 1 a7, com média e mediana igual a 3. O indice de Simpson calculado foi de 0,997, com

LIC =0,991 e LSC = 1,003.
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Figura 11 - Perfil de bandas representativo de 37 linhagens de S. maltophilia selecionadas

para este estudo por Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensu -

Polymerase Chain Reaction
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Fonte: A autora (2023).
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4.4 Avaliacao do biofilme, perfil de susceptibilidade a antimicrobianos e capacidade

agregativa

Os resultados da avaliacdo do biofilme estdo apresentados na Tabela 6. Das 37

linhagens, 36 (97,3%) apresentaram biofilme classificado como FMA ou MA e uma

(2,7%) como FA, em ambas as temperaturas estudadas. As linhagens classificadas como

MA ou FMA, foram selecionadas para a avaliacdo da tolerincia do biofilme frente a

desinfetantes.
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Tabela 6 - Classificacdo e tolerancia do biofilme frente a desinfetantes das linhagens de

S. maltophilia

Producio  Alcool Hipoclorito (%) Quatfrr‘lério de
Linhagem de etilico amonio (%)

biofilme 70 % 0,5 0,1 0,05 0,08
B369.2020 3 3 0 ) 2 3
B8541.2014 3 3 2 3 3 3
B1974.2018 3 3 1 1 3 3
B199.2020 3 3 1 1 2 3
B0187.2021 3 3 0 1 2 3
B316.2016 3 3 1 1 3 2
B475.2018 3 3 1 2 3 3
B1113.2018 3 3 1 3 3 3
B1140.2018 3 3 1 2 3 3
B810.2015 3 3 1 2 3 3
B052.2020 3 3 1 2 3 3

B203.2020 1 NR NR NR NR NR
B427.2021 3 3 0 2 2 3
B759.2015 3 3 1 2 3 3
B592.2018 3 3 1 1 3 3
B1370.2018 3 3 0 2 3 3
B1686.2018 3 2 0 1 2 3
B1807.2018 2 3 0 2 2 2
B119.2019 3 3 1 2 3 3
B947.2016 3 3 1 2 3 3
B1549.2015 3 3 0 3 2 3
B1322.2018 3 3 1 3 3 3
B1385.2018 3 3 1 1 3 2
B1689.2018 3 3 2 3 3 2
B770.2019 3 3 0 3 3 2
B2022.2018 3 3 0 2 2 2
B1311.2018 3 3 1 2 3 2
B132.2019 3 3 1 1 2 3
B1142.2020 3 3 0 1 2 2
B1117.2018 3 3 0 0 2 3
B1053.2020 3 3 0 1 1 2
B400.2017 3 3 0 1 3 3
B757.2017 3 3 1 2 3 3
B368.2020 3 3 0 1 1 1
B580.2020 2 2 0 0 2 1
B748.2020 3 3 0 2 2 3
B843.2017 3 3 0 2 3 3

Legenda: ndo aderente (0), fracamente aderente (1), moderadamente aderente (2), fortemente aderente (3);
(NR) nio realizado.
Fonte: A autora (2023).
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Em relacdo ao perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos, no teste de disco
difusdo todas as linhagens de S. maltophilia apresentaram sensibilidade a MIN e LVX.
Seis (16,2%) linhagens (B187.2021, B316.2016, B1385.2018, B1689.2018, B757.2017 ¢
B368.2020) apresentaram resisténcia intermediaria a SXT. As linhagens que apresentaram
resisténcia intermediaria ao SXT foram selecionadas para a determina¢do da concentracao
inibitoria minima através do E-test e foram classificadas como sensiveis.

Quanto a avaliacdo da capacidade agregativa, todas as linhagens avaliadas
apresentaram sedimento < 0,1 mL em ambas as condicdes (estdtica e sob agitacdo) sendo
classificadas como ndo agregativas.

O biofilme das linhagens identificadas como S. maltophilia também foi avaliado
pela técnica de MEV em superficie de aco inox (Figura 12, 13, 14, 15 e 16). Os resultados
obtidos corroboraram com a classificagao do biofilme formado em placas de poliestireno
e foi caracterizado por uma distribuicdo homogénea de bactérias na superficie com a
formacdo de poucos agregados para a maioria das linhagens analisadas, com excecao da

linhagem B203.2020.



Figura 12 - Anélise morfoldgica da formacgao de biofilme das linhagens B369.2020, B8541.2014, B1974.2018, B199.2020, B0187.2021,
B316.2016, B475.2018 e B1113.2018 por meio de microscopia eletronica de varredura
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Legenda: Na direita observamos a dimens@o de 20 um e na esquerda, a dimensdo de 10 um.



Figura 13 - Analise morfolédgica da formagado de biofilme das linhagens B1140.2018, B810.2015, B052.2020, B203.2020, B427.2021,

B759.2015, B592.2018 e B1370.2018 por meio de microscopia eletronica de varredura
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Legenda: Na direita observamos a dimens@o de 20 um e na esquerda, a dimensdo de 10 um.
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Figura 14 - Anélise morfoldgica da formacgdo de biofilme das linhagens B1686.2018, B1807.2018, B119.2019, B947.2016, B1549.2015,
B1385.2018, B770.2019 e B2022.2018 por meio de microscopia eletronica de varredura
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Legenda: Na direita observamos a dimens@o de 20 um e na esquerda, a dimensdo de 10 um.
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Figura 15 - Analise morfoldgica da formac¢do de biofilme das linhagens B1311.2018, B132.2019, B1142.2020, B1117.2018, B1053.2020,

B400.2017, B757.2017 e B368.2020 por meio de microscopia eletronica de varredura
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Legenda: Na direita observamos a dimensao de 20 um e na esquerda, a dimensdo de 10 um.
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Figura 16 - Andlise morfologica da formagdo de biofilme das linhagens B580.2020,
B748.2020 e B843.2017 por meio de microscopia eletronica de varredura

B580.2020

B748.2020

B843.2017

Legenda: Controle negativo (CN). Na direita observamos a dimensdo de 20 um e na
esquerda, a dimensdo de 10 pm.
Fonte: A autora (2023).

A linhagem B1689.2018 foi selecionada para avaliacdo da formacao de biofilme
em trés diferentes tipos de superficies que podem ser encontradas na industria
farmaceéutica, agco inox, poliestireno de baixa densidade e vidro. Os resultados obtidos
estdo apresentados na Figura 17. O vidro foi a superficie que apresentou a menor

quantidade de microrganismos agregados. Na superficie de poliestireno de baixa
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densidade, foi observada uma distribui¢do homogénea e no aco inox destaca-se a presenca

de muitos agregados.

Figura 17 - Anélise morfolégica da formacdo de biofilme da linhagem B1689.2028 em
superficies de aco inox, poliestireno de baixa densidade e vidro por meio de

microscopia eletronica de varredura

B1689.2018
Aco inox

B1689.2018
Plastico

B1689.2018
Vidro

Fonte: A autora (2023).

A exposicdo ao alcool etilico 70% ndo foi capaz de reduzir o biofilme formado por
nenhuma linhagem (p=1,000). O quaternario de amdnio na concentragdo de 0,05 % reduziu
o biofilme de 15 linhagens (41,60 %; p = 0,000629), enquanto na concentracao de 0,08%
foi capaz de reduzir o biofilme de 11 linhagens (30,50%; p = 0,002282). O hipoclorito de
sodio nas concentracdes 0,1 % e 0,5 %, foi capaz de reduzir o biofilme de 77,70% (p =
1,329 x 10 e 94,40% (p = 7,677 x 10®) das linhagens, respectivamente. Nas
concentracdes > 1 %, o hipoclorito de sodio foi capaz de reduzir 100,00% do biofilme

produzido (Figura 18).
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Figura 18 - Frequéncia da classificacdo do biofilme apds o tratamento com os

desinfetantes
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Fonte: A autora (2023).
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5 DISCUSSAO

A diversidade de S. maltophilia e a sua resisténcia intrinseca a multiplos agentes
antimicrobianos ja € bem conhecida em ambientes hospitalares (Pompilio et al., 2011;
Bostanghadiri, 2019). Contudo, existem poucos estudos que discutam técnicas de
identificacdo e tipagem e o perfil de resisténcia desta espécie quando isoladas de
ambientes da industria farmacéutica, que € o caso do presente estudo.

Os resultados da andlise de similaridade dos perfis bioquimicos obtidos a partir
dos 47 testes bioquimicos do VITEK®2 demostraram uma grande diversidade de
fenotipos, apresentando LX perfis diferentes (Tabela 1) e um indice de Simpson de 0,909
[0,887-0,931]. Segundo Hunter e Gaston (1988), um nivel aceitdvel de discriminacao é >
0,90. A avaliacdo do perfil fenotipico pode ser considerada uma ferramenta interessante
para uma investigacao ripida e inicial numa industria farmacéutica podendo ser utilizada
para revelar possiveis fontes comuns de contamina¢do na cadeia produtiva (Vasconcellos
et al., 2021a). Apesar disso, a baixa especificidade do VITEK®2 pode gerar resultados
incorretos, sendo indicado o uso de outras metodologias para uma melhor identificacio e
resolucdo da origem clonal dessas estirpes. Neste estudo, o VITEK®2 identificou
incorretamente trés linhagens como S. maltophilia, resultados semelhantes ao
encontrados por Pinot et al. (2011), os quais relataram que linhagens do género
Pseudomonas e de S. rhizophila foram incorretamente identificadas como S. maltophilia
por meio desse sistema. Isso porque ndo existem outras espécies do género
Stenotrophomonas, além da espécie S. maltophilia, na base de dados do VITEK 2.

Das 40 linhagens selecionadas para a caracterizacao polifasica, 0 MALDI-TOF
MS foi capaz de identificar 37 como S. maltophilia demostrando uma maior
especificidade (em paralelo ao resultado obtido pela analise do 16S rDNA e 23S rDNA),
quando comparada com VITEK®2. Embora o MALDI-TOF MS seja uma técnica de
baixo custo e de facil execugdo, a mesma ainda possui a sua base de dados centrada na
identificacdo de microrganismos de maior interesse na area clinica (Moreira et al., 2021;
Costa et al., 2022a,b). As linhagens B804.2015, B903.2016 e B1272.2020, que ndo foram
identificadas pelo MALDI-TOF MS, foram posteriormente identificadas como S.
rhizophila e L. huabeiensis por meio de métodos genotipicos (Tabela 3 e 4). Ambas as

espécies sao de origem ambiental, tendo L. huabeiensis ja sido isolada de dgua extraida
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de solo (Wu et al., 2013) e S. rhizophila € mais comumente encontrada em raizes de
plantas (McEWAN et al., 2017; PINSKI et al., 2020). No presente estudo, L. huabeiensis
foi identificada numa amostra de API e S. rhizophila foi identificada a partir de uma
amostra de APU e durante um processo de validacdo (Tabela 2). Essas espécies ndo estao
incluidas na base de dados do VITEK® MS RUO. Entretanto, o software permite a
insercdo de novos espectros para criacdo de um banco de dados personalizado apos a
identificacdo da espécie por meio de outras metodologias, principalmente as baseadas em
sequenciamento genético (Costa et al., 2022b).

O sequenciamento do gene 16S rRNA apresentou uma baixa resolu¢do para a
identificacdo de S. maltophilia, sendo capaz de realizar uma identificacdo apenas em nivel
de género, ou seja, apresentou mais de uma espécie dentro do género Stenotrophomonas
como possibilidade (Tabela 3). Church et al. (2020) ja haviam relatado as limitagdes desse
método para a identificacdo de espécies, principalmente as que sdo muito relacionadas,
como € o caso das espécies do género Stenotrophomonas que apresentam sequéncias
quase idénticas do gene 16S rRNA, com 95,7-99,6% de similaridade (Svensson-Stadler,
2012). As linhagens B804.2015 e B903.2016 que ndo apresentaram como resultado de
identificacdo a possibilidade da espécie S. maltophilia, foram agrupadas em um clado
separado na arvore filogenética (Figura 8), proximas das espécies S. rhizophila, S.
bentonitica, S. tumulicola e S. chelatiphaga. Essas linhagens foram posteriormente
identificadas como S. rhizophila através do sequenciamento do gene 23S rRNA (Tabela
4). Portanto, apesar do sequenciamento do gene 16S rRNA nao ser capaz de diferenciar
todas as espécies do género Stenotrophomonas, é capaz de diferenciar as espécies S.
maltophilia e S. rhizophila.

O género Stenotrophomonas possui uma estrita relacdo genética com o género
Pseudomonas (LIN et al., 2008), o que ocasiona uma constante reclassificacdo das
espécies desses géneros como, por exemplo, a espécie Pseudomonas geniculata,
reclassificada em 2021 como Stenotrophomonas geniculata (Rudra; Gupta, 2021). Essas
reclassificacdes podem ser consideradas uma das limitagdes dos métodos genotipicos na
inddstria farmacéutica, ja que segundo a legislagao, todas as fases da “vida” de um dado,
desde a sua geracdo inicial, passando por seu processamento, transmissdo, € quando
aplicavel, revisdo, andlise, tomada de decisdo, arquivamento e descarte, devem ser

rastreados, incluindo os dados brutos (Brasil, 2022c). Desta forma, os bancos de dados
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disponiveis no mercado que permitem a integridade de dados exigida, muitas vezes nao
conseguem acompanhar a velocidade das atualizagcdes taxondmicas (Costa et al., 2022b).

Como alternativa para uma identificacdo mais fidedigna, foi realizada a
amplificacdo do gene 23S rRNA utilizando os iniciadores SM1 e SM4 descritos por
Whitby et al. (2000) como especificos para a espécie S. maltophilia. Ap6s uso desta
técnica, resultados falsos-positivos foram observados e outras espécies do género
Stenotrophomonas (de acordo com a anélise do 16S rDNA) foram atribuidas
erroneamente a espécie S. maltophilia. Esta técnica ja havia sido utilizada para identificar
linhagens isoladas de pacientes com fibrose cistica, e foi capaz de diferenciar S.
maltophilia de outras espécies do género (Whitby et al., 2000). Pinot et al. (2011) também
utilizaram estes iniciadores para identificar linhagens de S. maltophilia de origem
ambiental. Contudo, linhagens de outras espécies como S. rhizophila, Variovorax spp. e
Dugesia japonica apresentaram resultado positivo para a PCR espécie-especifica para S.
maltophilia. Para confirmar estes resultados, foi realizado um PCR in silico
(http://insilico.ehu.es/PCR/) utilizando os iniciadores SM1 e SM4 com a sequéncia do
gene 23S rDNA de S. rhizophila (n.° de acesso: NR_122022) depositada no NCBI. Além
disso, os fragmentos das linhagens B804.2015 e B903.2016 obtidas na PCR espécie-
especifico foram sequenciados e a partir da analise com uso da ferramenta BLAST, as
linhagens foram identificadas como S. rhizophila (Tabela 4). Portanto, a utilizacdo desta
PCR espécie-especifica parece funcionar bem para a identifica¢do de linhagens de origem
clinica, mas ndo possui a mesma especificidade para a identificacdo de linhagens de
origem ambiental. Estes resultados ainda indicam que estes iniciadores tiveram 0 mesmo
desempenho do que o sequenciamento do gene 16S rRNA, sendo capazes de identificar
as linhagens apenas em nivel de género.

Em relacdo a técnica do MLST, foram identificados 17 ST distintos, dentre eles,
0s ST 34,ST41,ST94,ST 115,ST 212, ST 233, ST 239, ST 408 e ST 867, que j4d haviam
sido depositados no banco de dados e os ST 915-922, que foram descritos neste estudo
(Tabela 5).

A linhagem B1140.2018, identificada como ST 34, foi isolada de IFA, tendo este
jé sido isolado de amostra clinica na Australia no ano 2000 (Kaiser et al., 2009). O ST 41
ja foi isolado de amostras clinicas nos EUA (n=7) em 2016 e na Australia (n=1) em 2001

(Kaiser et al., 2009). Neste estudo, esse ST foi identificado na linhagem B203.2020,
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isolada de uma SIP e unica classificada como formadora de biofilme fracamente aderente
(Tabela 6 e Figura 13). A linhagem B1549.20135, identificada como ST 94, foi isolada de
APU, tendo este ST ja sido isolado de um paciente com fibrose cistica na Itilia (n=1)
(Pompilio et al., 2011) e em amostras humanas nos EUA nos anos de 2007 e 2016 (Mojica
et al., 2019). A linhagem B1807.2018, identificada como ST 115, foi isolada de uma
amostra de APU, mas em outro estudo foi identificado em uma linhagem isolada de um
paciente com fibrose cistica na Sérvia em 2013 (Madi et al, 2016) e de amostras de sangue
humano na China nos anos 2012 e 2014. O ST 212, identificado na linhagem B748.2020,
foi isolado de uma amostra de validacdo de processo (AVP), e ja foi identificado em
amostras de sangue humano nos EUA (n=2) em 2013 e 2014 (Mojica et al., 2019), em
ferida humana no México (n=1) em 2016, e em uma amostra de escarro na Taildndia em
2016 (Yinsai, 2020).

O ST 233 foi o mais prevalente, tendo sido identificado em trés linhagens
(B1117.2018, B1142.2020 e B0187.2021), duas isoladas de APU e uma de REA (Tabela
2). Essas linhagens formaram biofilmes FMA que ndo foram eliminados apds a exposi¢ao
ao alcool etilico 70% e quaternario de amonio a 0,08%/15 min (Figura 18). Esse ST ja foi
identificado em amostras clinicas na Australia (n=7), Tailandia (n=2), China (n=1) e EUA
(n=1) (Mojica et al, 2019); e em amostras ambientais em Madagascar em 2015. O ST
239, identificado na linhagem B1322.2018, foi isolado de APU, e ja foi identificado em
amostras clinicas nos EUA (n=2) (MOJICA et al., 2019) e China (n=1). O ST 408,
identificado na linhagem B369.2020, foi isolado de uma amostra de SIP, e ja foi
identificado em uma amostra de escarro humano na China em 2015 (Duan et al., 2020).

O ST 867 foi o segundo mais frequente, tendo sido identificado nas linhagens
B2022.2018 e B1053.2020, isoladas de APU e REA, respectivamente, e classificadas
como FMA. Esses resultados indicam a persisténcia destes ST na industria farmacéutica
e que a agua utilizada para a producdo de reagentes pode ser a fonte de contaminacao de
outros produtos ao longo dos anos (Gréfico 1 e Figura 9).

A partir da anélise no eBURST, os novos ST identificados neste estudo foram
agrupados em CC com os ST ja descritos no banco de dados considerando a variacio de
até dois locus. Os ST 915 e ST 916 formaram um CC com os ST 553 e ST 596, sendo
estes oriundos de amostra ambiental e clinica. O ST 918 formou um CC com os ST 84,

ST 175 e ST 482, estes ja identificados em amostras clinicas, ambientais e de animais. Os
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ST 919 e ST 921 formaram um CC com os ST 34 e ST 194, também ja identificados em
amostras clinicas. Os ST 917, ST 920 e ST 922 nao formaram CC, sendo classificados
como singletons.

Nao foi possivel a obtencdo do ST de 17 linhagens devido a dificuldade de
amplificar e/ou sequenciar os genes mutM e nuoD (Tabela 5). Para essas linhagens foram
realizadas mudancas no protocolo de amplificacdo, como: desenho de um novo par de
iniciadores, gradiente de temperatura na etapa de anelamento, alteracdo da concentracao
de MgCl, e adi¢do de betaina nareacdo de PCR. Entretanto, mesmo apds essas mudancas,
nao foi obtido €xito na amplificacdo desses genes para algumas linhagens. Para outras,
foram obtidos produtos amplificados, mas apds o sequenciamento, a analise dos
cromatogramas revelou picos sobrepostos, impedindo a identificac@o do alelo.

Em geral, os genes selecionados para a tipificagdo pela técnica do MLST sao
genes de copia unica com um grau considerdvel de conservagdo na espécie a ser analisada.
Entretanto, Vasileuskaya-Schulz et al. (2011) relataram que o gene mutM, descrito no
PubMLST como um dos genes necessarios para a tipificacdo de S. maltophilia,
compartilha um alelo (mutM — 4) com vérias espécies, incluindo S. rhizophila, S.
chelatiphaga, S. koreensis e S. dokdonensis. Em outro trabalho, Kaiser et al. (2009)
descreveram a possivel transferéncia horizontal dos genes guaA, mutM e nuoD apds
diversas analises. Esses dados podem explicar a dificuldade de sequenciar esses genes em
linhagens de origem ambiental, visto que € comum a colonizac@o de mais de uma espécie
nesses locais. Uma alternativa para este problema seria a utilizacdo do sequenciamento
do genoma completo (Rizek et al., 2018).

O ERIC-PCR ¢ um método rapido e de menor custo que ja demostrou ser eficaz
para tipificacdo de microrganismos para monitoramento de clones e anélises
investigativas (ECE, 2014). O alto valor de indice de Simpson calculado com uso desta
técnica [0,997, LIC=0,991; LSC=1,003], pode estar associado ao fato que foram
selecionadas 37 linhagens de perfis fenotipicos distintos no VITEK®2. A variedade de
perfis encontrados indica mais uma vez a grande variedade genética de S. maltophilia e
corrobora com os resultados de outros trabalhos descritos na literatura que utilizaram essa
metodologia para andlise de clonalidade (Juhész et al., 2014; Alcaraz et al., 2018). As
linhagens B757.2018 e B748.2020 foram identificadas com 100 % de similaridade (perfil

V), mas apresentaram STs distintos (ST 920 e ST 212) que ndo compartilham nenhum
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alelo em comum (Tabela 5) e também ndo se agruparam préximos na arvore filogenética
“maximum likelihood’ (Figura 10). Em contraste, as linhagens B2022.2018 e B1053.2020
(perfil XVI) foram ambas identificadas como ST 867 (Figura 11). As linhagens
B1142.2020, B1117.2018 e B0187.2021, identificadas como ST 233, ndo apresentaram
100 % de similaridade, mas foram agrupadas em um mesmo clado (Figura 11). Apesar
do ERIC-PCR ser uma técnica mais rapida e com menor custo do que o MLST, ela ndo
permite a comparacdo dos perfis com outros bancos de dados, apenas uma analise de
clones intralaboratoriais para determinacao da diversidade genética (Codjoe et al., 2019).
No presente estudo, uma comparagdo mais robusta entre ambas as técnicas ndo foi
possivel, uma vez que ndo foi possivel a determinacdo do ST de todas as linhagens
estudadas.

Com excec¢ao da B203.2020, todas as linhagens identificadas como S. maltophilia
apresentaram biofilmes FMA (n=34; 91,9 %) ou MA (n=2; 5,4 %) em superficie de
poliestireno (Tabela 6). A formagdo do biofilme também foi avaliada em superficie de
aco inox através da MEV, na qual foi observada a formacdo de pequenos agregados
(Figura 12-16), apesar das linhagens terem sido classificadas neste estudo como nao
agregativas. Essas informacOes podem ser de grande utilidade para a industria
farmacéutica, ja que a formacdo desses pequenos agregados pode impactar em
contaminacgdes intermitentes em diferentes etapas da cadeia produtiva, devido ao seu
desprendimento da superficie (Parenteral Drug Association, 2015a).

Entre os desinfetantes testados para a avaliagdo da sensibilidade do biofilme,
apenas o hipoclorito 1 %/15 min foi eficaz na redu¢do de 100 % do biofilme formado
pelas linhagens testadas (Figura 18). No entanto, em superficies de aco inox, que sdo
geralmente utilizadas em areas produtivas na industria farmacéutica, ndo € recomendado
o tratamento com desinfetantes que contém hipoclorito de s6dio como principio ativo
devido ao processo de corrosdo (Stokes et al., 1999). Dessa forma, outros desinfetantes
e/ou tempo de contato devem ser avaliados para efetivamente eliminar o biofilme dessas
superficies.

Devido a multirresisténcia intrinseca de S. maltophilia a antibidticos e a sua
capacidade de formar biofilme, as infeccdes causadas por esse microrganismo sao
consideradas dificeis de tratar (McCutcheon; Dennis 2021; Tamma et al., 2022). No

presente estudo, dentre os trés agentes antimicrobianos testados utilizando o método de
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disco difusdo, foi encontrada resisténcia intermedidria ao SXT, um antagonista de folato,
em 16,2% (B0187.2021, B316.2016, B1322.2018, B1385.2018, B757.2017 e B368.2020)
das linhagens identificadas como S. maltophilia. A presenca de residuos de antibidticos
em aguas de superficie ja foi relatada (LIU et al., 2022), incluindo sulfametoxazol no Rio
de Janeiro, Brasil (BIANCO et al., 2022). Estas linhagens foram isoladas de amostras de
APU (n=4) e SIP (n=2) (Tabela 2). Entretanto, ao realizar o E-test para determinacao da
MIC, as linhagens foram classificadas como sensiveis. A baixa ocorréncia de linhagens
resistentes na indudstria pode estar relacionada, possivelmente, pelo fato da pressdo
seletiva do ambiente ser menor em relac@o a linhagens clinicas, devido ao uso constante

de desinfetantes que reduzem a concentra¢do de microrganismos nesses ambientes.



88

6 CONCLUSAO

O sistema semi-automatizado VITEK® 2 identificou incorretamente 7,5 % das
linhagens selecionadas. O VITEK® MS RUO foi capaz de identificar linhagens de S.
maltophilia, mas nao identificou S. rhizophila, espécie alocada no mesmo género.
Logo, se faz necessaria a expansdo da base de dados VITEK® MS RUO para que a
identificacdo correta destas espécies seja possivel.

O sequenciamento do gene 16S rRNA e a PCR do gene 23S rRNA nao diferenciaram
as espécies do género Stenotrophomonas.

Foram descritos 33 alelos novos e identificados 17 ST distintos, sendo 0ito novos no
banco de dados. Nove (52,8 %) ST encontrados ja foram isolados a partir de amostras
clinicas de humanas em diferentes paises, indicando que linhagens com potencial
patogénico foram identificadas na industria farmacéutica. Para 13 (35,1 %) linhagens,
nao foi possivel o sequenciamento do alelo mutM e para cinco (13,4 %) linhagens nao
foi possivel o sequenciamento do alelo nuoD.

A ERIC-PCR foi considerada uma técnica satisfatdria para genotipagem de linhagens
de S. maltophilia, uma vez que todas apresentaram amplificacdo de bandas, podendo
ser aplicada em investigacao e rastreio na industria farmacéutica;

Das linhagens identificadas como S. maltophilia, 97,3 % produziram biofilme
classificado como MA ou FTA em superficie de poliestireno. Em superficie de agco
inox, foi observada a formacdo de uma massa homogénea, com a presenca de alguns
grumos, apesar de todas as linhagens terem sido classificadas como nédo agregativas;
O hipoclorito de sédio em concentragdes > 1%/15 min foi o desinfetante/tempo de
contato que se apresentou mais eficaz para a eliminacdo do biofilme produzido pelas
linhagens de S. maltophilia;

Todas as linhagens identificadas como S. maltophilia foram classificadas como

sensiveis aos antimicrobianos testados.
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RESUMD

Stenotrophomonas maltophilfia is an opportunistic pathogen associated
with respiratory infections In humans. This microgrganism has clinical
relevance due to the emergence of multiresistance strains decreasing
susceptibility to common use antibiotics. In addition, 5 maltophilia
produces biofilm that prowvides more protection against sewveral external
threats and makes it difficult to remove it from surfaces. The objective of
this study was to evaluate the i sifico data regarding 5 maltophilia
strains (n=831} isolated and characterized by multl-locus sequence typing
(MLST) available in the PubMLST database Isolated between 1958 and
2020 {last access 22/01/2021). The strains with complete MLST allelic
profile in the database (n=929} were analyzed using eBURST algorithm.
The Simpson’s index (51) was applied to calculate the MLST resolution
power for typing 5 matophilia strains. The 929 strains were assigned ta
674 515, a ratio of 1.4 strain/5T, and the calculated S| was 0.998, This
specie Is present on five continents, the majority (n=417, 44.8%) from
Asia followed by Europe (nw243, 26.1%), America (ne212, 22.8%).
Oceanla (n=51, 5.5%), Africa (=7, 0.75%) and ane (0.1%) from an
unknown country. Ragarding the source of isolation, 811 {B7.1%) werne
from humans, 67 (7.1%] from environment, 39 (4.1%) from animal, aight
(0.8%) fram clinical environment, and six (0.6%) from unknown sources.
After eBURST analysis, 674 5T formed 90 groups (n=505) with single-
locus variant (S5LV) andlor double-locus wariant clonal complases which
shared five or more allelic profiles, and 331 5Ts (n=424) were identified as
singletons. Five hundred and eighty (B6.0%] 5T were associated with
human infections, being isolated from clinical specimens as blood,
sputum, conjunctivitis, vascular ulcer and surgical wound. Regarding
America, Brazil was the only South America country with deposited strains
(n=10, 1.1%}). The strains were isolated in the southeast and northeast
region and seven 5 were identified: 5T144 (nw=1), ST172 (n=1), 5T173
[n=1), 5TZ264 (n=d), 5T473 (n=1}, STA474 (n=l), and ST352 (n=1). Four
5T (5T144, S5T172, 5T173, and 5T264) were isolated from human
Infections in 580 Paulo and Rio de janeiro and are unique in the database.
S5Ta73, ST4T4 and 5T552 were isolated from animal and environmental
sources. 5T144 belongs to Group 31 and it is the dominant ST. It is a 5LV
of ST107 and ST408, both isolated from humans in South Korea and
China, respectively. The others ST were identified as singletons and are
unigue In the database. ST264 was the most prevalent in Brazil and was
Isolated from the sputum of a single non-hospitalized cystic fibrosis
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RESUMO

Ltenotrophomonas maltophilia is an opportunist human pathogen that
represents a risk when found in microbiological analysis during the
production chain of pharmaceuticals. The objective of this study was to
evaluate the phenotypic profile of 5. maltophilia strains as a tool for
investigation in a pharmaceutical industry, Two hundred and sixty-four &
maltopilis strains Isolated from 16 different areas (codified as A-P), from
2014-2021, from 10 different types of samples were evaluated: purified
watar ([PWI, n=141), intermediate process solutions [IPS, n=48), active
pharmaceutical ingredients (AP, n=24}), water for injection (WFI, n=16),
13 validation process samples (SVP, n=13), potable water (PTW, n=B),
reagents (REA, n=7), environmental monitoring (EMO, n=d), intermediate
product ({INP, n=2), and final product (FPR, nw=1). The strains wera
identified using the Vitek®2 with reliability =8%%, and phenotypic profile
resulted from 47 blochemical tests were categorized and evaluated with
Bionumerics B.0 for similarity coefficient calculation using Pearson
correlation and clustering method UPGMA. The profiles that presanted
simlilarity =85% were clustered in the same group. The Simpson’s Index
{S1) was applied to calculate the resolution power of Vitek®2 for typing
strains. The 264 strains were assigned in 59 phenotypic profiles (I-LIX) and
the calculated Si was 0.91. Similarity analysis showed eight groups and
three singletons: Group 1 (Profites 1, I, 230000, X0 LI, LI LI and LI,
n=23), Group 2 (Profiles XLIV and XLV1, n=2}, Group 3 (Profiles v, X1, X,
NI X, 0K, R, ML, XLVTL, ¥INIH, L L and IV, n= §5), Group 4
[, Profiles I, VI, X1, XX, XTI, X000, XKW1, 3000TL, 30N, 000, X000V, VN,
XL, X1v and XLIX, n=132), Group 5 (Profites IV, VI, 0, X, XV, X1 and
XXV nw22), Group 6 (Profiles XIV, XXX, X¥XN, LA, LV and LIX, n=9),
Group 7 (Profiles XXi and XXIl, n=3), Group B (Profiles V1, XXl and LV,
n=3}, Singleton 1 (Profile XL, n=1), Singleton 2 {(Profile XXXVII, n=3} and
Singleton 3 (Profile XXV, n=1). Regarding the largest groups identifies
(n=20), Group | was isolated in five areas mainly from water samples
[n=13, 56.5%) and IPS (n=9, 38.1%). Group 3 was isolated in 11 areas
mainly from water samples (n=41, 63.1%) and IPS (n=14, 21.5%), from
2015-2021. Group 4, the largest group, was found in 14 areas mainly from
water samples (n=87, 65.9%) and IPS {n=25, 18.9%), from 2015-2021.
These results indicate that the wabter used o produce IPS can be the
source of contamination. Groups 5 was isolated in six areas mainly from
watar samples (n=12, 54.5%) and APl (n=8, 36.4%) from 2015-2019,
indicating that the water used to produce the APl can be the source of
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Introduction: Biofilms are formed by microorganisms that grow in aggregate, usually attached to hotic
and abiotic surfaces, forming a sessile community embedded 1n a self-produced extracellular polymenc
matnx. Biofilm-producing microorgamsms, such as the bacterium Sterotrophomonas maltophifia, acquire
greater resistance to the action of physical and chemical agents, which may contribute to the prevalence of
these pathogens in some environments. The exposure time, as well as the concentration of the disinfectant
used, are important factors for the effective elimination of contaminants.

Objective: This study ammed to evaluate the biofilm tolerance formed by S. maliophilia strains against
disinfectants used in the pharmaceutical industry, in order to determinate preventive and corrective
measures to ehiminate these bactena.

Methodology: The biofilm formation assay was performed in 96-well polystyrene plates in two different
temperatures (22.5 and 37.0°C). Three independent experments were performed in triphicate for each stramn
in=39). Strains classified as moderately and strong ly adherent were selected to evaluate the biofilm tolerance
against the following disinfectants: ethylalcohol 70%/15 min, sodium hypochlorite 0. 1%, 0.5%, 1.0%, 2.0%
and 2.5%/15 min, quaternary ammonium (.05% and 0.08%/ 20 mun. Differences in the degree of biofilm
formation were examuned by Wilcoxon signed ranks test. P-values < 0,05 were considered significant.

Results: Thirty-s1x (92 3%) strains were classified as moderately or strongly adherent and no significant
stahistical difference between the temperatures of meubation was observed (p = 0.5271). Exposuretoaleohol
70% (0/36) was not able to reduce the hiofilm formed (p = 1.00). Quaternary ammomum (2/36, 5.5%) (p
<(.0023), sodium hypochlonte at 0.1% and 0.5% were able to reduce the biofilm in 38.8% and 94.4% (p
< L32x 10", respectively. In concentrations = 1.0%, sodium hypochlonde eliminated 100% of biofilms.

Conclusion: In conclusion, sodium hypochlonte at concentrations = 1.0 %/15 min seems to be the most
effective disinfectant for 8. maltophifia biofilm elimmnation, As sodium hypochlorite cannot be applied in

certain surfaces due toits corrosive action, other studies are necessary morder to find alternative disinfectants.

Keywords: Stenotrophomeonas maliophifia; Microbiological control; Biofilm elimmation
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ANEXO C - ELABORACAO DE METODO ANALITICO PARA PESQUISA
DA FORMACAO DE BIOFILME EM MATRIZ DE POLIESTIRENO E
AVALIACAO DA TOLERANCIA DO BIOFILME FRENTE A
DESINFETANTES

Wb it O Sarocky
(\ i e METODO ANALITICO
PN j Bio-Manguinhos

PESOUISA DA FORMACAD DE BIOFILME EM MATRIZ DE POLIESTIRENO E AVALIACAD DA TOLERANCIA DO
BIOFILME FRENTE A DESINFETANTES

Visualizagdo PDF -

UO RESP.: DEQUA LACOM Nimero: MTADST2Z_000MAN Confidencial

1- OBJETIVO

Descrever a metodologia para avaliagao da formagao de biofiime em matriz de pollestirenc & da tolerdncia do
biofitme frente a desinfetantes.

2- ABRANGENCIA

Aplica-se ao LACOM (Laboratdrio de Controle Microbiolégice) do Departamento de Controle de CQualidade
(DEQUA).

3- SIGLAS

ATCC - American Type Culture Collection
AM — amosira

ASC - Agar Sangue de Carneiro

BHI — Brain Heart infusion

CD - controle pesitivo do processo de desinfecgao
CN — controle negativo

CP - controle positivo

CSB - Cabine de Seguranca Bioldgica
D.0. - densidade dptica

Fa&, - fracamente aderenia

FMA - fortemente aderente

G - Grau Celslus

h - horas

MA - moderadamente aderante

min — minutos

mL - mililitro

uL — microlitra

nm - nandmetro

NA - ndo aderente

rpm — rotacoes por minuto

s@g — segundos

TSA - Agar Caselna de Soja

4 DEFINIGOES

BIOFILME = Formado por microrganismos gue crescem agregados, formando uma comunidade séssil incorporada
&m uma substancia polimérica extracelular autoproduzida, E caracterizada por células que estao irmeversivelments
ligadas a um substrato. (PDA, 2015a).

DESINFECCAD = Processo de eliminacao de quase todos os microrganismos patogénicos reconhecidos, mas ndo
necessanaments todas as formas microbianas (por exempio, esporos bacterianos) em objetos inanimados (PDA,
2015a).

DESINFETANTES - Os desinfetantes apresentam um maior nivel de eficdcia que os sanitizantes, & a taxa de
gliminacdo ird depender do indculo e do lempo de contalo. Desinfetantes irdo tipicamente eliminar os
microrganismos vegefativos com excecao dos microrganismos formadores de esporos. Exemplos incluem
quatemdrio de aménic e componentes fendlicos (PDW, 2015b).

§-CUIDADOS E EPI

Todas as etapas descrtas neste procedimento devemn ser realizadas com a utilizacdo de luvas esiéreis
descartdvels.

Data de Ativackn Dats de validade Cibd. SIGDA Pigina
17/10/2022 17/10/2025 433.1 1/10
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