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RESUMO

O presente trabalho tem como propdsito analisar a contaminagcdo microbiana em
laboratoérios da Universidade Federal do Oeste do Para. As coletas foram realizadas
em 3 laboratérios da UFOPA. As coletas foram realizadas em bancadas, fluxo laminar
estufas. Para tanto, utilizaram-se swabs que eram friccionados numa area de 10cm?
e inoculados nos meios TSA e Agar MacConkey. Apés incubacdo as colonias foram
contadas e os diferentes morfotipos foram isolados e identificados por analise ao
microscopio, PCR e sequenciamento. ApGs a identificacdo os microrganismos com
potencial patogénico foram submetidos a um antibiograma. Ao fim das andlises
laboratoriais, foram encontrados um total de 920 microrganismos com 20 espécies
diferentes entre bactérias e fungos identificadas. Trés espécies se destacam por nao
serem encontradas em laboratdérios de universidades com certa frequéncia, sao elas:
Klebsiella pneumoniae, Corynebacterium pseudodiphtheriticum e Acinetobacter
baumannii. Na presente andlise, constatou-se que percentuais elevados das bactérias
e fungos encontrados, estavam presentes em todos os laboratérios, que ndo atendiam
0s parametros recomendados pela OPAS, o que comprova que as condi¢cbes
higiénicas das bancadas, fluxos laminares e estufas, devem ser melhoradas para
minimizar os riscos de infecgcbes e contaminacdes em experimentos que sejam
realizados. Concluiu-se com as analises que todos o0s ambientes laboratoriais
apresentaram contaminagao microbiana, ainda que tenha havido certa variacao entre
0s ambientes. Faz-se necessaria a padronizacédo de protocolos de desinfeccéo e de

boas praticas de laboratorio como um todo.

Palavras-chave: Microrganismo. Contamina¢cdo Bacteriana. Limpeza. Laboratérios
da UFOPA.



ABSTRACT

The present work aims to analyze the microbial contamination in laboratories of the
Universidade Federal do Oeste do Para. The collections were carried out in 3 UFOPA
laboratories. The collections were carried out on benches, laminar flow ovens. For this
purpose, swabs were used that were rubbed in an area of 10cm2 and inoculated in
TSA and MacConkey agar. After incubation the colonies were counted and the
different morphotypes were isolated and identified by microscopic analysis, PCR and
sequencing. After identification microorganisms with pathogenic potential, they were
submitted to an antibiogram. At the end of the laboratory analyses, a total of 920
microorganisms were found with 20 different species between bacteria and fungi
identified. Three species stand out for not being found in university laboratories with a
certain  frequency, they are: Klebsiella pneumoniae, Corynebacterium
pseudodiphtheriticum and Acinetobacter baumannii. In the present analysis, it was
found that high percentages of bacteria and fungi found were present in all
laboratories, that did not meet the parameters recommended by the PAHO, which
proves that the hygienic conditions of benches, laminar flows and ovens must be
improved to minimize the risks of infections and contaminations in experiments that
are carried out. It was concluded from the analyzes that all laboratory environments
presented microbial contamination, although there was some variation between
environments. It is necessary to standardize disinfection protocols and good laboratory

practices as a whole.

Keywords: Microorganisms. Bacterial contamination. Cleaning. UFOPA

laboratories.
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1 INTRODUGCAO

Os fungos e as bactérias podem ser encontrados em todos os lugares: no ar,
no solo, nas roupas, nos cabelos, na agua etc. Em consequéncia, a atividade
laboratorial, na maioria dos casos exige técnicas adequadas de esterilizacdo. A
contaminacdo consome tempo e dinheiro, além de alterar os resultados
(FERNANDEZ, 1993). As contaminacdes podem ser provenientes de varias fontes,
como citadas anteriormente. Por essas vias, esporos e células de microrganismos
penetram nos locais de trabalho pelos condicionadores de ar, podendo ser também
transportadas e introduzidas pelo homem , permanecendo no ambiente em condi¢des
de assepsia inadequada (OLIVEIRA, 2007).

Outros equipamentos que podem introduzir uma contaminagdo sao aqueles
destinados aos tratamentos de dgua (deionizadores, destiladores etc.), seja pela falta
de manutencdo ou por manuseio inadequado (CAPO, 2000). Tendo como base os
parametros da OPAS de 102 UFC/superficie total como sendo representativo de uma
alta contaminacdo por bactérias, em seus estudos, Capd (2000) verificou que as
camaras de fluxo laminar s&o os principais locais onde a maioria dos contaminantes
pode ser introduzida por manipulacao.

Outras contaminagfes séo introduzidas em culturas de tecidos como praticas
de laboratorio deficientes, com € o caso da Bacillus sp. que pode contaminar 0os meios
de cultura devido a esterilizacdo insuficiente ou inadequado funcionamento de
autoclaves, fato aferido por Montarroyos, 2000 apud (OLIVEIRA, 2007).

Muitos outros fatores corroboram para uma limpeza ineficaz dos ambientes
laboratoriais. Em laboratorios de pesquisa médica por exemplo, ndo sé a limpeza tem
influéncia nas contaminacdes recorrentes. Segundo Rodrigues, 2016, estudos
relacionados a acidentes de trabalho na area da saude tém sido desenvolvidos desde
a década de 70, em consequéncia principalmente de falta de EPIs, cansaco por
excesso de trabalho, mau uso de equipamentos e até mesmo armazenamento
inadequado de materiais. Nesse contexto, pode haver a exposi¢cdo das pessoas que
neles trabalham, estudam e transitam pelos diferentes riscos, sejam eles: biolégicos,
qguimicos, fisicos, ergondmicos e de acidentes; também gerando agravos para 0s
animais e para meio ambiente. Atualmente mais de 90% de acidentes em laboratorio
decorrentes de contaminacdes biologicas, ocorrem devido a deficiéncia das

informacBes sobre as fontes de perigo, assim como a negligéncia no respeito as
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normas de biosseguranca. E fundamental que o estudante manipulador de
microrganismos conheca o0s regulamentos de biosseguranca em vigor nas aulas
praticas (RODRIGUES, 2016).

A biosseguranga pode ser definida como o conjunto de agdes voltadas para a
prevencao, minimizacao ou eliminacdo de riscos inerentes as atividades de pesquisa,
producédo, ensino, desenvolvimento tecnologico e prestacdo de servicos, visando a
saude do homem, dos animais, a preservagdo do meio ambiente e a qualidade dos
resultados (SANGIONI et al., 2013) apud (TEIXEIRA & VALLE, 2010). Nesse sentido,
0s académicos tém sido apontados como o grupo para o qual a educagdo em
biosseguranca e o controle de infec¢do cruzada sdo imprescindiveis para correto
treinamento e cumprimento dos protocolos rotineiramente (PINELLI et al., 2011).

Técnicas e préticas de laboratério: nos laboratérios, os individuos necessitam
receber treinamento em relacdo as técnicas de biosseguranca. Cada unidade deve
desenvolver seu proprio manual de biosseguranca, identificando os riscos e 0s
procedimentos operacionais de trabalho, o qual devera ficar a disposicdo de todos os
usuarios do local (PENNA et al., 2010).

Na percepcdo de Sangioni et al. 2013, laboratérios de ensino de microbiologia
e parasitologia nas universidades brasileiras sdo ambientes onde geralmente se
realizam atividades de ensino, pesquisa e extensédo de forma isolada ou em conjunto.
Ademais, no mesmo espaco, convivem pessoas, equipamentos, reagentes, solucoes,
agentes e amostras biolégicas e os residuos gerados nessas atividades.

Quando se trata da estrutura fisica e elaboracao, os laboratérios de ensino de
microbiologia e parasitologia apresentam caracteristicas diferenciadas (barreiras
secundarias), devido a grande variabilidade de atividades realizadas em cada unidade.
As barreiras secundarias incluem tanto o projeto como a construgdo das instalacdes e
da infraestrutura do laboratério (NICOLAU, 2014). A estrutura fisica laboratorial deve
ser elaborada e/ou adaptada mediante a participacdo conjunta de especialistas,
incluindo: os pesquisadores, técnicos do laboratério, arquitetos e engenheiros, de
modo a estabelecer padrées e normas a fim de garantir as condicbes especificas de
seguranca de cada laboratorio (PENNA et al., 2010)

Partindo deste pressuposto e levando em conta que € fundamental boas
praticas de higienizacdo, bem como o conhecimento da biosseguranca a fim de

preservar e/ ou minimizar os riscos nas atividades desenvolvidas, o presente trabalho
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tem como propésito a busca e andlise de contaminacdes microbianas em laboratorios

da Universidade Federal do Oeste do Para.

1.1 Crescimento Microbiano

Crescimento de uma populacdo € definido como o aumento do numero de
células dessa populacdo. A taxa de crescimento da populacdo microbiana
corresponde a variacdo (aumento) do numero de células por unidade de tempo
(NICOLAU, 2014).

Existem diversos processos de quantificar (ou enumerar) o numero de células
de uma populacao microbiana, entre os quais se destacam (l) a contagem de ndmero
de células ao microscépio, (Il) a contagem de colonias (i.e. células viaveis) que se
formam apos espalhamento de uma aliquota de uma cultura de microrganismos
(suspensao de células em meio liquido) numa superficie de meio sélido, e (lll) a
guantificacdo da biomassa celular através da quantificacdo de componentes quimicos
celulares, partindo do principio que a duplicacdo do numero de células resulta na
duplicacao de todos os seus componentes quimicos (NICOLAU, 2014).

Subintende-se que o crescimento de uma populagcdo microbiana e a taxa de
crescimento que esta apresenta sao influenciados pela genética microbiana (que “dita”
as carateristicas fisiologicas e metabolicas de cada microrganismo) e pelas condi¢des
ambientais (fisicas e quimicas, incluindo os nutrientes). Quando em condi¢des
ambientais 6timas, o crescimento ndo é limitado e a taxa de crescimento sera maxima.
Contudo, em condicBes naturais, o0 crescimento de uma populacdo microbiana
apresenta limitacdes diversas mais ou menos restritas no tempo (ex. pH, temperatura,
e nutrientes como oxigénio), o que resulta em taxas de crescimento inferiores a taxa
de crescimento maxima (MADIGAN et al., 2015).

O crescimento microbiano €, no entanto, geralmente limitado por uma
diversidade de condicionantes que resultam em ciclos de crescimento como o ilustrado
na Figura 1. Nesta curva de crescimento identificam-se 4 fases de crescimento: fase
lag (de laténcia ou de arranque), fase exponencial, fase estacionaria, fase de declinio
(ou de morte) (NICOLAU, 2014).
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Figura 1 — Curva de crescimento microbiano. A) Curva com descricdo das quatro fases; B) Fases de
laténcia e de crescimento exponencial em nimeros absolutos e logaritmo do nimero de células.
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Fonte consultada disponivel em: https://www.researchgate.net/figure/Figura-1-Curva-
decrescimento-microbiano adaptado de Madigan et al (2012)

A fase de laténcia ou lag corresponde a fase inicial de crescimento na qual as
células adaptam o seu metabolismo ao novo meio de cultura, sintetizando
macromoléculas tais como os componentes dos ribossomos necessarios para sintese
de proteinas e enzimas necessarias durante a divisdo celular, aumentado de volume
e iniciando a divisdo celular (MOURA, 2018). A duracdo desta fase varia com a
condicdo em que se encontra 0 microrganismo e com a natureza do meio. A fase
exponencial corresponde a fase em que as bactérias se dividem a uma taxa maxima,
constante, sendo o tempo de geracao também constante. A velocidade de divisdo de
uma dada bactéria depende das condi¢cfes 6timas para cada organismo, tais como
fatores nutricionais, pH, temperatura e composicao do meio (TORTORA GJ, FUNKE
BR, 2012).

Na fase estacionaria o crescimento populacional exponencial cessa e o numero
de células resultantes da multiplicacdo iguala ao nimero de células que morre,
normalmente devido a falta de um composto ou elemento necessario ao seu
metabolismo. Esta fase é geralmente atingida quando a popula¢do bacteriana se
aproxima de 109 células por mL. Os protozoarios atingem concentraces maximas de
106 células por ml. Por fim, a fase de morte ou de declinio o nimero total de células
viaveis decresce e aumenta o numero de células que morre, terminando por ocorrer

lise celular (MOURA, 2018).
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1.2 Métodos de controle de crescimento fisicos e quimicos

Quando se estuda o crescimento microbiano, temos por outro lado,
mecanismos que podem fazer seu devido controle, logo, pode ser executado por
métodos fisicos, quimicos, mecanicos ou bioldgicos. O controle microbiano com esses
agentes visa prevenir a transmissao e surgimento de novas doencgas, a contaminacao
de ambientes e por fim a deterioracdo de alimentos ou outras substancias (DUARTE,
2011). A Tabela 1, demonstra alguns termos usados para distinguir mecanismos de

controle e suas fungodes.
Quadro 1: Termologia relacionada ao controle de crescimento microbiano.

TERMO APLICACAO

Limpeza Remocao de materiais indesejaveis, geralmente com detergente
e sob acdo mecanica.

Desinfeccao Destruicdo de microrganismos por processos fisicos ou quimicos,
sem necessariamente destruir 0S esporos.

Esterilizacéo Complementa a desinfeccdo por destruicdo dos esporos, por
processos fisicos ou quimicos.

Descontaminacao Processo final de remoc&o de qualquer organismo patogénico,
tomando o material seguro a manipulacgéo.

Antissepsia E feita através de agentes antimicrobianos em tecidos para
eliminacdo de microrganismos.

Assepsia Trata-se da desinfeccdo quimica da pele, mucosas e tecidos
VIVOS.

Fonte consultada: Adaptado de Pereira et al. (2011)

Do ponto de vista microbiolégico, 0os micro-organismos sdo considerados
mortos quando perdem, de forma irreversivel, seu potencial metabdlico, bem como
sua capacidade de se multiplicar. Fazendo uma subdivisdo dos métodos citados
acima, métodos fisicos podem ser eficientes, com baixo custo e com poucos efeitos
indesejaveis (RUI et al., 2011). Os principais métodos fisicos para controle de micro-

organismos sao:
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Calor, que durante o processo de esterilizagdo séo utilizados o calor imido ou
o calor seco. O primeiro elimina os micro-organismos por meio da desnaturagcao
proteica enquanto no segundo a eliminacao ocorre devido a oxidacéo. O controle por
calor umido pode ser feito por fervura, autoclave e pasteurizacdo. Ja O calor seco
requer temperaturas e tempos de exposi¢cdo mais elevados do que o calor imido. O
processo de esterilizacdo tem como objetivo destruir todos 0os micro-organismos,
células vegetativas e esporos. Pode ser feito por chama direta, incineracdo ou
esterilizacdo com calor quente (OLIVEIRA et al., 2008).

Filtracdo, que segundo Tortora et al. (2017), consiste na passagem de um
liguido ou gas através de um material semelhante a uma tela, com poros pequenos o
suficiente para reter microrganismos. Desse modo, um vacuo é criado no frasco
coletor, e a pressao do ar for¢ca a passagem do liquido pelo filtro. A filtracdo é usada
para esterilizar os materiais sensiveis ao calor, como alguns meios de cultura,
enzimas, vacinas e solucdes antibidticas (DAMASO et al., 2016).

O frio apresenta utilidade no controle microbiano nas temperaturas dos
refrigeradores comuns (0 a 7°C), a taxa metabolica da maioria dos microrganismos €&
tdo reduzida que eles ndo podem se reproduzir ou sintetizar toxinas. Em outras
palavras, a refrigeracdo comum tem efeito bacteriostatico (GOMES et al., 2007). Pode-
se aplicar esse método por refrigeracdo, ultracongelamento ou liofilizac&o.

A alta presséo funciona em suspensdes liquidas e transfere - se instantanea e
uniformemente para a amostra. A pressdo alta o suficiente altera as estruturas
moleculares das proteinas e dos carboidratos, resultando na rapida inativacdo das
células bacterianas vegetativas. E muito usado na industria alimenticia por aumentar
o tempo de vida em prateleira de alimentos pereciveis (DA ROSA, 2020).

A dessecacao, € uma condicdo conhecida ocasionada pela auséncia de agua.
Nela os microrganismos nao podem crescer ou se reproduzir, contudo, permanecem
viaveis por anos. Entdo, quando a agua é oferecida a eles, podem retomar seu
crescimento e divisdo. Geralmente esse método é usado em laboratério para a
conservacgao de microrganismos (TORTORA GJ, FUNKE BR, 2012).

Pressdo osmotica, no conceito de Pereira et al. (2011), consiste nas altas
concentracdes de sais ou acucares provocam a saida de agua do interior da célula, o

gue dificulta o crescimento microbiano. Nota-se, por exemplo, que a adi¢cao de solutos,
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sal ou acucar, em alimentos € uma forma racional de conserva-los, sendo em muitos

casos dispenséavel o uso da refrigeragéao.

Por ultimo, mas ndo menos importante, a radiacdo é outro método que

apresenta varios efeitos sobre as células, dependendo de seu comprimento de onda,

intensidade e duracdo. Existem dois tipos de radiacdo que destroem microrganismos

(radiacao esterilizante): ionizante e nao ionizante (MENEZES et al., 2016).

Tabela 1: Principais métodos fisicos utilizados no controle de crescimento microbiano.

Agente Fisico

Calor

Filtracao

Frio

Alta Presséo

Dessecacao

Pressdao Osmatica

Radiacéo

Mecanismo de acao

Desnaturacéo de

proteinas

Separacédo das células

do liquido de
suspensao
Destruicao das

reacbes quimicas e
possiveis  alteracdes
nas proteinas.

Alteracdo da estrutura
molecular
Interrupgéo do
metabolismo

Plasmoélise

Destruicdo ou danos
ao DNA

Uso preferencial

Pratos, bacias,
equipamentos e
utensilios variados

de

liquidos e vacinas. (p.

Esterilizacao

ex. enzimas, vacinas)

de

alimentos, farmacos e

Conservacao

culturas.

Sucos de fruta

Conservacao de
alimentos
Conservacao de
alimentos
Esterilizacdo de

produtos farmacéuticos

Comentario

Seus diferentes tipos
podem destruir células
bacterianas, fangicas.
Remove
microrganismos
através da passagem
de um liquido ou géas
através de um material
semelhante a uma tela.
Possui efeitos
bacteriostatico e é
muito  eficaz  para
conservacao.
Conservacao de cores,
sabores e valores
nutricionais.

Envolve a remocéo de
agua dos organismos.
Resulta na perda de
agua das células
microbianas.

N&do disseminado na

esterilizacdo de rotina e
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e ambientes fechados radiacdo nao muito

(germicida). penetrante.

Fonte consultada: Adaptado de Tortora et al. (2017)

Os métodos de controle quimicos s@o considerados esterilizantes, quando
possuem a capacidade de matar todos os individuos microbiolégicos, tal como os
métodos fisicos, conseguem fazer o devido controle de uma variedade de
microrganismos e seu efeito varia de acordo com sua composicao. Eles podem ser:

Fenois ou compostos fendlicos, contém uma molécula de fenol que é
guimicamente alterada para reduzir suas propriedades irritantes ou aumentar sua
atividade antibacteriana em combinagdo com um sab&o ou detergente. Os compostos
fenolicos exercem atividade antimicrobiana causando lesdo nas membranas
plasmaticas lipidicas, o que resulta em vazamento do conteudo celular (HENRIQUE;
FILHO, 2016).

Aldeidos, de acordo com Pereira et al. (2011) € um desinfetante de alto nivel e
mais utilizado para tratamento de materiais termosensiveis. A acdo germicida esta
relacionada a alteracdo do RNA, do DNA e da sintese proteica. O efeito contra
Mycobacterium spp. requer no minimo 20 minutos em concentracao nao inferior a 2%.
Quando usado em uma solucdo a 2% (Cidex), € bactericida, tuberculicida e virucida
em 10 minutos, e esporocida em 3 a 10 horas (TORTORA, GERALD J.;FUNKE, 2017).

O cloro, € um método muito eficiente e esta presente em quase 100% da agua
tratada (agua encanada) no Brasil, permitindo que milhares de brasileiros estejam
protegidos contra doencas que sao transmitidas por 4gua contaminada. O cloro, na
forma de hipoclorito de sodio (agua sanitaria), € uma das formas mais eficientes para
a prevencdo de contaminagdo com agentes microbianos de veiculacao hidrica e agem
inibindo as fungdes vitais da célula (MIRANDA et al., 2014).

Os Perodxigénios e outras formas de oxigénio desinfetantes de alto nivel,
principalmente quando se trata de materiais termosensiveis. Sua acdo germicida esta
relacionada ao fato desse agente ser oxidante. Isso implica em desnaturagao proteica,
ruptura da permeabilidade da membrana celular. A inativacdo de micro-organismos é
dependente da temperatura, tempo e concentracdo (LACERDA, 2013).

Os agentes de superficie, ou surfactantes, podem reduzir a tensdo superficial
entre as moléculas de um liquido. Esses agentes incluem os sabdes e os detergentes,

gue tem funcdo importante na remocdo mecanica dos microrganismos pela
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esfregacdo. O sabdo por exemplo, rompe o filme oleoso em goticulas pequenas, um
processo denominado emulsificacdo, e agua e sabdo, juntos, removem 0 Oleo
emulsificado e os residuos, fazendo-os flutuar para longe a medida que a pele é lavada
(SALUD, 2016). Podem ser ainda sanitizantes &cido-anibnicos e compostos
guaternarios de amdnio (detergentes catibnicos).

O alcoois: etilico e o alcool isopropilico sdo o0s mais utilizados como
antissépticos. Apresentam acdo rapida e amplo espectro de efeito microbicida em
formas vegetativas de bactérias, virus e fungos, porém, ndo sdo esporicidas.
Conseguem desestruturar a membrana plasmatica, desnaturar proteinas celulares,
comprometer 0 metabolismo microbiano e promover a lise das células. O &lcool etilico
a 70 % é mais efetivo pois a agua corrobora a absor¢do desse agente para o interior
da célula (LIMA, 2015).

Metais pesados podem ser biocidas ou antissépticos, incluindo a prata, o
mercurio e o cobre. Agem quando os ions metélicos se combinam com 0S grupos
sulfidrila nas proteinas celulares, ocorre desnaturacdo (TORTORA, GERALD
J.;FUNKE, 2017).

Na Tabela 2, é nota-se de forma resumida os métodos citados acima e seu

mecanismo de a¢do antimicrobiano.

Tabela 2: Principais métodos quimicos utilizados no controle de crescimento microbiano.

Agente Quimico Mecanismo de acao Uso preferencial Comentario
Fenois Ruptura da membrana Superficies ambientais, Alguns usados
plasmética e instrumentos, raramente
desnaturacao de superficies cutaneas e desinfetante.
proteinas. membranas mucosas. Ssdo reativos,

Outros

eficazes contra gram-

positivas.
Aldeidos Desnaturacéao de O glutaraldeido (Cidex) Antimicrobianos muito
proteinas. € menos irritante efetivos.

que o formaldeido e é
usado para a
desinfeccao de

equipamentos médicos.

(continua)



Tabela 3: (Continuacgéo)

Agente Quimico

Peroxigénios

Agentes de

superficie

Cloro

Alcoois

Metais Pesados

Mecanismo de acao

Oxidagéo.
Inibicho  enzimatica,
desnaturacgao das

proteinas, ruptura das
membranas

plasmaéticas.

Inibem funcdes vitais

da célula.

Desnaturacao das

proteinas e dissolucéo

dos lipideos.
Desnaturacao das
enzimas e de

outras proteinas
essenciais.

Uso preferencial

Superficies

contaminadas; alguns
ferimentos profundos,
em que eles sao muito
efetivos contra 0s
anaerobios sensiveis
ao oxigénio

Antisséptico para a
pele, instrumentos,
utensilios, objetos de

borracha.

Principalmente  para
esterilizacéo de
objetos que seriam
danificados pelo calor.
TermOmetros e outros
instrumentos.

Quando a pele é limpa
com alcool tem grande

acdo antisséptica.

Utilizado na prevencao
da oftalmia neonatal ou
creme  tépico em

gueimaduras.

Fonte consultada: Adaptado de Tortora et al. (2017)
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Comentério
O o0z6nio é
amplamente usado

como suplemento para
a cloracdo; o peréxido
de hidrogénio é um
antisséptico fraco, mas

um bom desinfetante

Contém

antimicrobianos e
amplo espectro de
atividade; atoxicos,

nao corrosivos, e de
acao rapida.

Hipoclorito de sodio e
séo

agua sanitaria

comumente utilizados.

Bactericida e
fungicida, mas ineficaz
contra enddsporos ou
virus nao
envelopados; alcoois
comumente utilizados
sdo o0 etanol e o
isopropanol.

Os metais pesados,
como a prata e 0
mercurio, sao

biocidas.
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1.3 Legislagdo quanto alimpeza

Sdo poucas as leis e normas que definem parametros para limpeza de
laboratérios de universidades atualmente. Boa parte delas, € voltada para laboratérios
de andlises clinicas e hospitalares. Dessa maneira, resta as unidades de pesquisa
académicas, seguirem parametros mais restritos e individuais para as demandas que
atendem.

Uma dessas normas, se consolidou apés a pandemia da Covid-19, que trouxe
muitas mudancas no sentido de mais cautela com higienizacdo das maos, o Ministério
da Saude trouxe a vigor a Resolugcdo-RDC n°42, de 25 de outubro de 2010, o Art. 1°
define a obrigatoriedade de disponibilizacdo de alcool para friccdo antisséptica das
maos pelos servicos de saude do pais e destaca as diferencas de higienizacao das

maos e friccdo antisséptica mencionadas nos incisos llI, IV, V, VL.

Art. 1° Fica aprovada a obrigatoriedade de
disponibilizacao de preparacdo alcodlica para friccao
antisséptica das maos, pelos servicos de salude do

pais, nos termos desta Resolugéo.

IlI- Friccdo antisséptica das maos com preparacao
alcodlica: aplicacdo de preparacdo alcodlica nas
maos para reduzir a carga de microrganismos sem a
necessidade de enxague em 4gua ou secagem com
papel toalha ou outros equipamentos.

v - Higienizac@o das méaos: termo genérico
aplicavel a higienizacédo simples das maos,
higienizagdo antisséptica das maos, friccao
antisséptica das méos com preparacao alcodlica e
antissepsia cirdrgica das maos ou preparo preé-
operatorio de maos.

V - Higienizacéo simples das méos: ato de higienizar as
ma&aos com agua e sabonete comum, sob a forma
liquida.

VI - Higienizac&o antisséptica das méos: ato de
higienizar as mdos com agua e sabonete associado a
agente antisséptico.
Segundo o Ministério da Saude (BRASIL, 1994), devem ser considerados para
a aquisicao de produtos saneantes 0s seguintes itens:
. De acordo com a natureza da superficie a ser limpa ou desinfetada e o

seu comportamento perante o produto.
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. Quanto sua possibilidade de corrosao da superficie a ser limpa. Tipo e
grau de sujidade e a sua forma de eliminacéo.

« Tipo e contaminacdo e a sua forma de eliminacdo (microrganismos
envolvidos com ou sem matéria organica presente).

. Recursos disponiveis e métodos de limpeza adotados.

* O grau de toxicidade do produto.

*+  Os métodos de limpeza e desinfeccao, tipos de maquinas e acessorios
existentes.

* A concentracao de uso preconizado pelo fabricante.

*  Seguranca na manipulacéo e uso dos produtos.

. Principio ou componentes ativos.

*  Prazo e tempo de contato para a agao.

+  Concentracdo necesséria para a acao.

. Possibilidade de inativacdo perante matéria orgéanica.

. Estabilidade frente as alteracbes de luz, umidade, temperatura de
armazenamento e matéria organica.

*  Temperatura de uso.

. pH.

. Incompatibilidade com agentes que podem afetar a eficacia ou a
estabilidade do produto como: dureza da agua, sabdes, detergentes ou outros
produtos saneantes.

. Prazo de validade para uso do produto.

N&o obstante, deve ser exigido do fornecedor a comprovacéo de que o produto
seja notificado ou registrado na Anvisa com as caracteristicas basicas de aprovacdo
e no caso de produtos com agao antimicrobiana, laudo de testes no Instituto Nacional
de Controle de Qualidade em Saude (INCQS) ou demais laboratorios acreditados
para essa analise, e finalmente, o laudo técnico do produto (ANVISA, 2021).

A Lei n°. 6.360, de 23 de setembro de 1976 (BRASIL, 1976) dispde sobre a
vigilancia sanitaria a que ficam sujeitos os medicamentos, as drogas, 0S insumos
farmacéuticos e correlatos, cosméticos, saneantes e outros produtos. SO poderao
produzir, fabricar, importar e distribuir produtos saneantes as empresas com
autorizacdo de funcionamento concedida pela Anvisa e cujos estabelecimentos
tenham sido licenciados pelo érgdo sanitario das Unidades Federadas em que se

localizam. De acordo com a Resolucéo da Diretoria Colegiada — RDC da Anvisa n°.
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184, de 22 de outubro de 2001 (BRASIL, 2001), entende-se por produtos saneantes
e afins mencionados no art. 1° da Lei n°. 6.360, de 23 de setembro de 1976 (BRASIL,
1976), as substancias ou preparacdes destinadas a limpeza, desinfeccéo,
desinfestacdo, desodorizacdo/odorizacdo de ambientes domiciliar, coletivos e/ou
publicos, para utilizacdo por qualguer pessoa, para fins domésticos, para aplicacédo
ou manipulacéo por pessoas ou entidades especializadas, para fins profissionais.

O registro e a notificagcdo dos produtos saneantes tém validade por cinco anos
podendo ser renovado. Todos os produtos saneantes deverdo ser formulados com
substancias que nao apresentem efeitos comprovadamente mutagénicos,
teratogénicos ou carcinogénicos em mamiferos e devem atender as legislacdes
especificas (EVANGELISTA, 2019).

Anvisa (2017) cita as legislacdes RDC 40, de 05 de junho de 2008 (BRASIL,
2008), e a RDC n° 14, de 28 de fevereiro de 2007 (BRASIL, 2007), ambas
harmonizadas no Mercosul, tratam da notificacdo e do registro de produtos saneantes
respectivamente. A primeira resolucao aprova o regulamento técnico para produtos
de limpeza e afins e a segunda, 0s produtos com agao antimicrobiana. Em relacéo ao
registro, os desinfetantes para artigos semicriticos e os esterilizantes continuam
seguindo as orientacdes contidas na Portaria 15, de 23 de agosto de 1988 (BRASIL,
1988), ou suas atualizagbes como a Resolu¢do GMC no 19/10, do Mercosul, que se
encontra em fase de internalizacdo na Agéncia de Vigilancia Sanitaria.

Essas normativas vieram para somar em termos de biosseguranga, pois
exigidas em laboratorio, o risco de contaminacfes ja reduz em nivel significativo.
Contudo, no site da ANVISA na aba de legislacdo, ndo € possivel encontrar nenhuma

lei, resolucdo, ou normativa quando se trata de limpeza e higienizacao de laboratorios.

1.4 Regimento de limpeza dos laboratérios da UFOPA

Atualmente, a UFOPA abrange 23 laboratorios de pesquisa, estando estes
distribuidos em 7 blocos nas dependéncias das unidades do Campus Tapajos.

Desses 23 laboratorios, 11 trabalham com manipulacéo direta e/ou indireta de
microrganismos. Em 5 diferentes blocos, apenas 5 laboratérios, dos 11 citados,
possuem normas internas disponiveis para consulta no banco de dados da Ufopa. As
normas, dizem respeito aos protocolos de execucéo de atividades e estdo descritas e

bem definidas as questdes que determinam os requisitos basicos para a protecdo da
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vida e da propriedade nas dependéncias dos labs., onde sdo manuseados, além do
material microbiologico, produtos quimicos e equipamentos que podem causar
alergias e risco a integridade fisica dos usuarios. Tal como procedimentos de
biosseguranca sugeridos pela ANVISA ou MS, devem obrigatoriamente devem ser
obedecidos.

Existem algumas exigéncias padrdes nessas normas, como obrigatoriedade do
uso de EPI (Equipamento de Protecdo Individual) préprio: proprio: avental (jaleco) de
mangas longas e devidamente fechado e com trajes apropriados sempre que forem
manipulados substancias, reagentes e amostras. Outros EPIs como luvas, 6culos de
protecdo, mascara e outros, eventualmente necessarios, também devem ser
utilizados conforme a necessidade dos mesmos. Lavagem e higienizacdo das maos
(ainda que se tenha usado luvas. Limpeza o uso da bancada, que seja adequada a
ela, evitando quaisquer problemas inerentes a bancada.

Quanto ao descarte de material com risco biologico, todos os residuos
guimicos gerados neste laboratério deverdo ser devidamente identificados
preenchendo-se etiquetas padronizadas. Os materiais de descarte bioldégico com risco
de contaminacdo devem ser eliminados por autoclavagem prévia. JA& o material
guando sem elevada contaminacéao, é recomendada a lavagem com sab&o em pé ou
solucéo detergente e esponja, e em seguida enxaguados com porgdes pequenas de
agua destilada. Logo apoés, sédo depositados para escorrer e colocados em estufa com
uma temperatura controlada em torno de 70°C para secagem.

Entrando em contato com a DSQV da UFOPA, foi repassada a informacéo de
gue a limpeza dos laboratérios € de responsabilidade das empresas terceirizadas,
todavia, fazem a limpeza somente do chao e recolhimento dos residuos solidos para
descarte.

Desde o fim do ano de 2022 até os dias atuais, um estatuto para todos o0s
laboratorios estd sendo produzido por uma Comissdo especializada, e tem por
objetivo criar e protocolos padronizados. Espera-se que este estatuto possa entrar em

vigor ainda no primeiro semestre desse ano.

1.5 Protocolos de limpeza

Nao havendo normativas de ambito nacional, € vital que cada instituicdo em

parceria com as empresas terceirizadas, desenvolvam protocolos especificos de
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limpeza. Os protocolos tém a finalidade de preparar o ambiente para suas atividades,
mantendo a ordem e conservando equipamentos e instalacbes, evitando
principalmente a disseminagdo de microrganismos responsaveis pelas infec¢des
relacionadas a assisténcia a saude (ANVISA, 2017).

Torres & Lisboa (2007) elencam que ao limpar superficies de servigos de saude
ou laboratério (que se adequam nesse contexto), pretende-se proporcionar aos
usuarios um ambiente com menor carga de contaminacao possivel, contribuindo na
reducdo da possibilidade de transmissdo de patdgenos oriundos de fontes
inanimadas, por meio das boas praticas de limpeza e desinfec¢ao de superficies.

Vale lembrar que os jalecos de laboratorio s6 devem ser usados nas areas
designadas. Fora do ambiente Ihe indicado, podem carregar diversos microrganismos
contaminantes. Logo, quando ndo estiverem em uso, devem ser armazenados de
forma adequada; ndo devem ser pendurados em cima de outros jalecos de
laboratorio, ou em armarios ou cabides com itens pessoais. Os jalecos de laboratoério
nao devem ser levados para casa pela equipe (OPAS, 2021).

Brasil (2000) sugere que residuos microbiologicos de amostras clinicas e todos
0s materiais empregados no laboratério de microbiologia (meios de cultura
inoculados, meios de transporte, espécimes clinicos, swabs empregados na coleta
etc.) devem ser previamente autoclavados antes de serem descartados como residuo
sélido.

J& os residuos quimicos que sejam toxicos, devem ser armazenados no local
onde séo gerados, em ambiente especifico e arejado, acondicionado em saco plastico
branco, dentro de suas préprias embalagens primarias. Para o caso da inexisténcia
de suas embalagens, devem-se utilizar frascos de até dois litros, resistentes, com
tampa rosqueada, vedante e identificado com o nome e férmula do produto quimico,
simbolo e expresséo de residuo quimico téxico. Dependendo do volume gerado e o
tempo de acondicionamento para o tratamento ou disposicao final, o laboratério deve
também possuir local especifico para o abrigo de residuos, fora da unidade geradora
e fora da edificagcdo do estabelecimento (BRASIL, 2000). Na tabela 3, temos um

gréafico resumido de quais locais e métodos de limpeza séo eficazes para superficies.
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Tabela 3: Sugestao de métodos de limpeza e desinfeccdo em superficies.

Limpeza e/lou Realizar a limpeza com éagua e sabdo ou
Desinfecgéo detergente. Utilizar movimento unidirecional (de

cima para baixo).

Limpeza e/lou Realizar a limpeza com &agua e sabdo ou
Desinfec¢éo detergente.
Limpeza e/lou Realizar a limpeza com &agua e sabdo ou
Desinfeccéo detergente.

Enxaguar e secar.
Friccionar com alcool a 70% ou utilizar outro
desinfetante definido pelo SCIH.

Limpeza Realizar a limpeza das partes interna e externa
com
agua e sabao ou detergente. Secar bem com
pano
limpo

Limpeza Lavar com &4gua e sabdo ou detergente.
Enxaguar e secar

Limpeza e/lou Realizar a limpeza com &gua e sabdo ou

Desinfeccgéo detergente. Enxaguar e secar. Friccionar com
alcool a 70% ou utlizar outro desinfetante
definido pelo SCIH.

Fonte consultada: Adaptado de ANVISA (2017)

1.6 Identificagdo molecular de microrganismos

Pagani et al. (2012) elenca que o crescimento de estudos gendmicos dos
microrganismos foram impulsionados para se ter uma melhor compreensdo da
biologia e da evolucédo das suas relacdes, assim como a identificacdo de genes de

viruléncia e alvos para novos mecanismos terapéuticos, como os farmacos
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antimicrobianos. Pelo que se tem conhecimento, existem cerca de 1715 genomas
completamente sequenciados de bactérias, mais de 90 projetos genomas de Archea
e 5140 de Bacteria em alguma fase de finalizagdo (PAGANI et al., 2012).

E importante destacar que a analise desses dados somente foi possivel devido
o melhoramento dos programas e algoritmos desenvolvidos para a recuperacao
dessas informacdes, essas por sua vez, estao disponiveis em grandes bancos de
dados biolégicos (SARMENTO, 2013).

Para se ter acesso a essas informacgdes gendmicas a partir do sequenciamento
do genoma dos microrganismos, as sequéncias de DNA séo entdo comparadas com
sequéncias previamente obtidas, disponiveis em banco de dados publicos (curados
ou ndo curados) usando sistemas de recuperacdo de sequéncias (SARMENTO,
2013).

Uma das principais técnicas de diagnostico de agentes responsaveis por
infeccBes hospitalares consiste na amplificacdo através da Reacdo em Cadeia de
Polimerase (PCR), seguido do sequenciamento e andlise da regido conservada
codificadora de RNA ribossomal 16S, que por conseguinte proporciona uma
identificacdo rapida e independente de conhecimento prévio da espécie de
microrganismo em estudo. Esse método comparado com outras técnicas moleculares,
requer menores riscos no processo de andlise e interpretacdo dos resultados,
reduzindo as possibilidades de falso negativo ou positivo (ANDREI; ZERVOS, 2006).

A analise da sequéncia do gene do rRNA 16S conduz ao estabelecimento de
padrdes de transmissdo epidemiolégica de bactérias patogénicas no ambiente
hospitalar ou laboratorial. Esse método é utilizado ainda em identificac6es de meios
de cultura de dificil identificacéo, permitindo a analise direta de amostras biolégicas e
a independéncia com relagcdo aos meios de crescimento (CLARRIDGE, 2004). O
rRNA 16S também possui utilidade na identificacéo filogenética de bactérias. Logo,
as andlises das sequéncias do rRNA 16S tém se tornado um método padréo para
estudos filogenéticos de microrganismos (SARMENTO, 2013) apud (PATEL et al.,
2000).

2 OBJETIVOS

2.1 Geral
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. Analisar a contaminagdo microbiana nos laboratérios da UFOPA.

2.2 Especificos

. Coletar, isolar e identificar microrganismos presentes nos locais estudados
durantes os dias de experimento.
. Relacionar a presenca de microrganismos e seu potencial de contaminagao em

experimentos de pesquisas.

3 METODOLOGIA

3.1 Locais de coleta
Inicialmente, realizou-se o levantamento dos laboratérios de pesquisa que

trabalham com manipulacdo direta e/ou indireta de microrganismos sendo
identificados onze. Desses foram escolhidos 3 laboratérios para realizacdo das
coletas, de forma aleatoria.

Os laboratérios escolhidos para coleta foram nomeados como LAB1, LAB2 e
LAB3.

Na Figura 2, observa-se um exemplo de uma das bancadas que foram
analisadas e superficie de coleta. Como a universidade conta com um padrao de
uniformidade na construcédo, as bancadas dos outros laboratérios também analisados

sdo similares a esta.

Figura 2 — Bancada LAB 1 com os locais da triplicata de coleta identificados com circulos brancos.

Fonte consultada: Rémulo Arruda

3.2 Coleta e isolamento de microrganismos

Para analise da contaminac&o microbioldgica, as amostras foram coletadas em

bancadas de trabalho, cabine de seguranca biolégica e estufas de crescimento



30

microbiano dos laboratdrios selecionados. Nesse sentido, a coleta foi realizada
utilizando swabs estéreis friccionados em uma area de 10cmz?, que para o objetivo do
trabalho proposto, seria o suficiente para encontrar uma variedade consideravel de
microrganismos. Em cada area foram realizadas 3 coletas.

Apoés a passagem dos swabs eles foram imediatamente inoculados no meio
Agar Triptona de Soja (TSA) e no meio Agar MAcConkey por estriamento em
superficie. As placas foram incubadas em estufa bacteriol6gica a 37°C de 24 a 48
horas e entédo as colbnias foram contadas. Em seguida, os diferentes morfotipos de
colénias observadas apds o crescimento foram reisoladas por meio de estrias
compostas no agar TSA. As placas foram mantidas de 24 a 48 horas em estufa
bacteriologica a 37°C. Os microrganismos isolados foram conservados em meio
liquido TSB acrescido de 20% de glicerol e mantidos conservados a -20°C em estufa
microbiolégica.

Figura 3 — A imagem representa a area de contato de friccdo do swab nas superficies.

028050

Fonte consultada: R6mulo Arruda
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Figura 4 — A imagem representa a area de coleta em triplicata identificados

com circulos brancos na Estufa — LAB 1
—= | 9%

Fonte consultada: Romulo Arruda

Figura 5 — A imagem representa a area de coleta em triplicata identificados com circulos
brancos no Fluxo Laminar — LAB 2

> I /

Fonte consultada: Rémulo Arruda

Figura 6 — Meios de cultura autoclavados, da direita para esquerda, Agar MacConkey, Agar TSA e
Agar TSB.

Fonte consultada: Romulo Arruda
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3.3.1 Identificagc&o dos isolados

Para identificacdo morfolégica os isolados foram submetidos & coloragcédo de
Gram e visualizados em microscopio 6ptico no aumento de 400x.

Para identificacdo genética, inicialmente procedeu-se a extracdo do DNA. Para
tanto, os microrganismos foram cultivados em meio TSB por 24 horas a 37°C e entao
lavados duas vezes em tampao fosfato salino (KzHPO4, KH2PO4) pH 7,0. O
sobrenadante foi descartado e os pellets foram homogeneizados em tampéo de lise
(10 mM Tris, pH 7.4, 10 mM NaCl, 25 mM EDTA, 1% dodecil sulfato sédico) (DOS
SANTOS et al.,, 2016). Em seguida foi adicionado a cada amostra 50ul/ml de
proteinase K e procedeu-se a incubacéo a 42°C por uma hora. Concomitantemente,
em algumas amostras também foram realizados ciclos de congelamento e
descongelamento sequenciais para contribuir com o rompimento das paredes
celulares.

Apos esse passo, foi adicionado o mesmo volume de fenol-cloroférmio-alcool
isoamilico (25:24:1) e as amostras foram cuidadosamente misturadas por inversao
dos tubos por 10 minutos. Os tubos foram centrifugados por 10 minutos a 14.000g em
4°C e entdo a fase aquosa foi transferida para um novo tubo onde procedeu-se a
precipitacdo com acetato de sédio 3M pH 3,0 e &lcool etilico gelado.

Os tubos foram levados ao congelador por 2 horas e em seguida centrifugados
por 30 minutos a 14000g em 4°C. Os pellets foram lavados com etanol 70% gelado e
ressuspendidos em &gua ultrapura estéril. A concentragdo do DNA foi verificada em

eletroforese em gel de agarose 1% (m/v).

. PCR

A amplificagcdo da regido V3/V4 do gene 16S rRNA foi realizada utilizando
primers 341F (5-CCT ACG GGR SGC AGC AG-3') e 806R (5-GGA CTA CHV GGG
TWT CTA AT-3'). Cada reagao de PCR continha 3 mM MgClz, Tampé&o PCR 1X, 0.2
mM de cada dNTP (Promega, Séo Paulo, Brasil), 5 pmol cada primer, 0.05 U/uL de
Taq DNA polymerase (Promega, Sao Paulo, Brasil), e 1.5 yL de DNA molde. As
condi¢cbes do PCR foram 30 ciclos de 94°C por 20s, 55°C por 15s e 72 °C por 60s.

No caso das leveduras foram utilizadas os primers que amplificam a regido ITS
do gene 18S TrRNA, ITS1 (5-TTCCGTAGGTGAACCTGCGG-3) e ITS4
(5TCCTCCGCTTATTGATATGC-3). Cada reacdo de PCR continha 3 mM MgClz,
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Tampéao PCR 1X, 0.2 mM de cada dNTP (Promega, Sao Paulo, Brasil), 5 pmol cada
primer, 0.05 U/uL de Tag DNA polymerase (Promega, Sédo Paulo, Brasil), e 1.5 pyL de
DNA molde. As condi¢cdes do PCR foram 35 ciclos de 94 °C por 30s), 55 °C por
30s e 72 °C por 1 min e 30s.
Os fragmentos de DNA foram sequenciados em sequenciador automatico ABI
PRISM 377 (Applied Biosystems). As sequéncias foram processadas usando o
software BLASTn e comparadas com banco de dados do National Center for

Biotechnology Information, NCBI Blast.

3.3.2 Teste de sensibilidade aos antibi6ticos

Para testar a sensibilidade dos microrganismos isolados a antibiéticos,
bactérias pertencentes a espécies com potencial patogénico foram submetidas ao
antibiograma. Para tanto, foram cultivados em meio TSB por 24 horas a 37°C. Em
seguida foram centrifugados a 3000 RPM, e o sedimento ressuspendido em 10 mL
de salina 0,9% NaC estéril. Esse procedimento de lavagem foi repetido 3 vezes e
entdo os sedimentos foram diluidos em salina até que alcangassem a turvagao
correspondente a 0,5 na escala MacFarland.

Cada bactéria foi inoculada com o auxilio de swabs em placas de agar Muller
Hinton, em seguida foram depositadas sobre a superficie do agar discos contendo os
antibiéticos a serem testados. A suscetibilidade das bactérias foi testada contra os
seguintes antibidticos: ciprofloxacina (LABORCLIN, Brasil, 5pug), cefalotina
(LABORCLIN, Brasil, 30 pg), penicillina G (CECON, Brasil, 10 pg), azitromicina

(CECON, Brasil, 15 pg), amoxicilina+clavulanato (SENSIFAR®, Brasil, 30 pug).
As zonas de inibicdo ao redor dos discos foram medidas e o padrao de sensibilidade
foi definido de acordo com Clinical and Laboratory Standards Institute, Performance

Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing, 2006.

4 RESULTADOS

Na analise das placas ap0s o primeiro cultivo, evidenciou-se um total de 920
microrganismos somando fungos e bactérias em todos os ambientes.
A contagem total mostra que LAB 3 e o LAB 2 apresentaram numero préximos

de isolados microbianos, pois apresentaram 362 e 355 microrganismos
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respectivamente. Em contraste, o LAB 1 que apresentou o menor indice de

crescimento microbiano na presente analise totalizando 203 microrganismos.

Grafico 1 — Quantitativo percentual total de todos 0s microrganismos
encontrados nos trés laboratdrios.

Microrganismos Total

HiAB1
H1AB2
S1AB3

Fonte: autor, fazendo uso dos dados levantados durante o processo

de contagem

No laboratorio 1, foram encontrados 174 microrganismos na bancada (Figura
12), 24 na estufa microbiolégica e 5 no fluxo laminar. Esses dados estdo

representados no Grafico 2.

Grafico 2 — Propor¢éo de microrganismos isolados no LAB 1.

Microrganismos - LAB 1

® Bancada
¥ Fluxo Laminar

¥ Estufa

Fonte: autor, fazendo uso dos dados levantados durante o processo de contagem
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O Laboratorio 2, apresentou 183 microrganismos na bancada (Fig. 13), 6 na
estufa microbiologica e 173 no fluxo laminar. Como expresso no Gréfico 3.

Grafico 3 - Proporcao de microrganismos isolados no LAB 2.

Microrganismos LAB 2

® Bancada
¥ Fluxo Laminar

¥ Estufa

Fonte: autor, fazendo uso dos dados levantados durante o processo de contagem

No LAB 2, a maior concentracdo se deu na bancada, apresentando 183
microrganismos isolados, o que corresponde a 50% do total encontrado neste
laboratério. Diferente do LAB 1, o menor registro foi encontrado na estufa
microbiolégica com 6 individuos ou 2%.

Por fim, o Laboratério 3 correspondente aos 39,59% do total, obteve o maior
namero de microrganismos na sua bancada com 213 isolados, o que corresponde a
60% da totalidade encontrada neste laboratorio (Fig. 14), 114 no fluxo laminar e 28

na estufa microbioldgica. Esses dados estdo expressos no Grafico 3

Grafico 4 - Proporcao de microrganismos isolados no LAB 3.

Microrganismos LAB 3

® Bancada
¥ Fluxo Laminar

¥ Estufa

Fonte: autor, fazendo uso dos dados levantados durante o processo de contagem
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Figura 7 — Diferenca de quantidade de microrganismos encontrados nas bancadas,
representados por uma placa de cada laboratério sendo LAB 1 (A), LAB 2 (B) e LAB 3 (C).

Fonte: R6mulo Arruda

Com os dados da identificacdo molecular, 20 espécies diferentes entre
bactérias e fungos foram identificadas. Constatamos 18 individuos da bactéria
Staphylococcus aureus, (Rosenbach, 1884) representada na figura 15, sendo a
espécie com maior ocorréncia em todos os laboratorios visitados. A segunda mais
expressiva foi Pseudomonas aeruginosa com 9 individuos, seguido por Streptococcus
sp com 8 individuos de duas espécies. Bacillus sp com 5 individuos e Escherichia coli

com 4 individuos. As demais espécies apresentaram menos ocorréncia.

Grafico 5 — Quantitativo percentual total dos microrganismos identificados.

Espécies Identificadas

® Staphylococcus aureus
¥ pseudomonas aeruginosa
¥ Streptococcus sp

Bacillus sp

¥ Escherichia coli

Fonte: autor, fazendo uso dos dados levantados durante o processo de contagem
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Figura 8 - Staphylococcus aureus (Rosenbach, 1884), isolada com técnica
de esgotamento em estrias.

Fonte: Rémulo Arruda
Os microrganismos identificados nos laboratérios foram muito parecidos entre

os ambientes, provavelmente em raz&o de todos serem cultivados no mesmo meio
de cultura (TSA), o que de certa forma limita a capacidade de deteccdo de uma maior
diversidade. Além disso, as amostras foram coletadas em ambientes muito similares,
entdo o padrdo de microrganismos observado é esperado. A vista disso, a maior
concentracdo de individuos foi encontrada nas bancadas.

No Gréfico 5 estdo sete espécies representativas encontradas no LAB 1,
destes, grande maioria se evidenciou presente na bancada, seguido pelo fluxo laminar

e estufa.

Gréfico 6 — Numero de espécies representativas encontrados no LAB 1.

Espécies Identificadas - LAB1
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Fonte: autor, fazendo uso dos dados levantados durante o processo identificagdo molecular

No LAB 2, nove espécies foram identificadas, com maioria presente na

bancada. No entanto, nesse laborat6rio houve um maior contraste de distribuicdo de
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individuos nos ambientes diferentes, havendo um equilibrio entre fluxo laminar e na

estufa. A bactéria Staphylococcus aureus teve mais individuos identificaveis na estufa

microbiol6gica, diferente do LAB 1 (Gréfico 6).

Grafico 7 - Numero de espécies representativas encontrados no LAB 2.

Espécies Identificadas - LAB 2
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Fonte: autor, fazendo uso dos dados levantados durante o processo identificagdo molecular

Ao comparar os resultados do LAB 2 com os do LAB 3, existe igual diversidade

de espécies, porém demonstra pouca expressividade de individuos em todos os

ambientes de coleta. Staphylococcus sp e Streptomyces sp destacaram como maior

numero na bancada, e poucos individuos no fluxo e estufa comparados aos dados do

LAB 2.

N2 de individuos

Grafico 8 - Numero de espécies representativas encontrados no LAB 3.

Espécies Identificadas - LAB 3

ORr NWRULO

Ambiente de coleta

M Bancada M Estufa M Fluxo

Fonte: autor, fazendo uso dos dados levantados durante o processo identificacao
molecular
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Alguns microrganismos nao puderam ser identificados por dificuldades no
processo de extracdo de DNA, purificacdo do material e sequenciamento. Nesse
sentido, a identificagdo desses microrganismos posteriormente pode alterar a
diversidade apresentada e discutida no presente trabalho.

Logo abaixo a Tabela 4 apresenta todas as espécies que puderam ser
identificadas pelos procedimentos de identificagdo molecular, tendo como base o PCR
e a comparacdo de sequenciamento genético com sequéncias decodificadas e
disponiveis no banco de dados do National Center for Biotechnology Information,
NCBI Blast.

Tabela 4 — Lista de espécies identificadas e os ambientes coletados divididos em bancada — BAN,
Estufa — EST e Fluxo laminar — FLU.

Cédigo interno Espécie identificada
LAB 1 -BAN1 Staphylococcus aureus
LAB 1 -BAN2 Klebsiella pneumoniae
LAB 1 -BANS3 Bacillus subtilis
LAB 1-BAN4 N&o identificado
LAB 1 -BAN5 Staphylococcus aureus
LAB 1 - BAN6 Né&o identificado
LAB 1 -BAN7 Né&o identificado
LAB 1 -BANS8 Rhodotorula glutinis
LAB 1 -BAN9 Staphylococcus aureus
LAB 1 -BAN10 Candida albicans
LAB 1-BAN11 Rhodotorula sp
LAB 1 -BAN12 Né&o identificado
LAB 1-BAN13 N&o identificado
LAB 1-EST1 Lactobacillus plantarum
LAB 1-EST2 Staphylococcus aureus
LAB1-FLUL Lactobacillus fermentum
LAB 1-FLU2 Bacillus sp
LAB 1-FLU3 N&o identificado
LAB 1-FLU4 Bacillus subtilis
LAB 2 - BAN1 N&o identificado
LAB 2 - BAN2 Né&o identificado
LAB 2 - BAN3 Pseudomonas aeruginosa
LAB 2 - BAN4 Staphylococcus aureus
LAB 2-BANS N&o identificado
LAB 2 - BANG6 Pseudomonas aeruginosa
LAB 2 - BAN7 Pseudomonas aeruginosa
LAB 2 - BANS Escherichia coli
LAB 2 - BAN9 Sporobolomyces oryzicola
LAB 2 - BAN10 N&o identificado
LAB 2 - BAN11 Pseudomonas aeruginosa
LAB 2 - BAN12 Bacillus sp
LAB 2 - BAN13 Candida sp



LAB 2 - BAN14
LAB 2 - BAN15
LAB 2 - BAN16
LAB 2 - BAN17
LAB 2 - BAN18
LAB 2 - BAN19
LAB 2 -FLU1
LAB 2 - FLU2
LAB 2 - FLU3
LAB 2 - FLU4
LAB 2 - FLUS
LAB 2 - FLUG
LAB 2 - FLU7
LAB 2 - FLU8
LAB 2 - FLU9
LAB 2 - FLU10
LAB 2 - FLU11
LAB 2 - FLU12
LAB 2 -FLU13
LAB 2 - FLU14
LAB 2 - FLU15
LAB 2 - FLUl6
LAB 2 - FLU17
LAB 2 - FLU18
LAB 2 - FLU19
LAB 2 - FLU20
LAB 2-EST1
LAB 2 - EST2
LAB 2 - EST3
LAB 2 - EST4
LAB 2 - ESTS
LAB 2 - EST6
LAB 2 - EST7Y
LAB 2 - EST8
LAB 3 -BAN1
LAB 3 - BAN2
LAB 3 - BAN3
LAB 3 - BAN4
LAB 3 - BAN5
LAB 3 - BAN6
LAB 3 - BAN7
LAB 3 - BANS8
LAB 3-BAN9
LAB 3 - BAN10
LAB 3 - BAN11
LAB 3 - BAN12
LAB 3 - BAN13
LAB 3 - BAN14
LAB 3 - BAN15
LAB 3 - BAN16
LAB 3 - BAN17
LAB 3-EST1
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Staphylococcus aureus
Escherichia coli
Pseudomonas aeruginosa
Bacillus sp
Staphylococcus aureus
Né&o identificado

N&o identificado

Candida albicans
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus
Bacillus subtilis
Streptomyces sp

Né&o identificado
Escherichia coli
Corynebacterium pseudodiphtheriticum
Streptococcus thermophilus
Acinetobacter baumannii
N&o identificado

Bacillus sp

Streptococcus thermophilus
Acinetobacter baumannii
N&o identificado

N&o identificado
Streptococcus thermophilus
Acinetobacter baumannii
N&o identificado
Staphylococcus aureus
Candida albicans
Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus
N&o identificado
Staphylococcus aureus
N&o identificado

N&o identificado

N&o identificado

N&o identificado
Corynebacterium sp
Streptomyces sp

Bacillus sp
Staphylococcus aureus
N&o identificado
Acinetobacter sp
Staphylococcus aureus
Streptomyces sp
Streptomyces sp

Candida albicans
Staphylococcus epidermidis
Rhodotorula sp

Candida sp

N&o identificado
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LAB 3 - EST2 Pseudomonas aeruginosa
LAB 3-FLU1 Streptococcus thermophilus
LAB 3 -FLU2 N&o identificado

LAB 3-FLUS3 Staphylococcus aureus
LAB 3-FLU4 Né&o identificado

LAB 3-FLUS Né&o identificado

LAB 3-FLU6 Staphylococcus aureus
LAB 3 - FLU7 Escherichia coli

LAB 3-FLUS8 Pseudomonas aeruginosa

Fonte: autor, utilizando dados de identificacdo e quantificacéo
 Antibiograma

O antibiograma consistiu na selecdo de cinco espécies escolhidas
aleatoriamente para o teste de resisténcia microbiana a cinco tipos de antibidticos
representativos utilizados no tratamento de infec¢des. As bactérias Pseudomonas
aeruginosa e Klebsiella pneumoniae, ambas mostraram resisténcia a Penicilina,
Azitromicina e sensibilidade aos demais antibidticos, enquanto Staphylococcus
aureus apresentou resisténcia somente a Penicilina. Ja as bactérias Bacillus subtilis
e E. coli mostraram sensibilidade a todos os antibidticos. Esses dados obtidos estdo

disponiveis na Tabela 5, onde R indica resisténcia e S indica sensibilidade.

Tabela 5 — Teste de antibiograma realizado em algumas bactérias, onde R indica resisténcia e S indica

sensibilidade.
Antibiético
Bactéria Penicilina Amoxicilina- Cefalotina Azitromicina

Ciprofloxacina clavulanato

Staphylococcus R S S S S
aureus
Pseudomonas R S S R S
aeruginosa
Bacillus subtilis S S S S S
Escherichia coli S S S S S
Klebsiella R S S R S
pneumoniae

Fonte: autor, utilizando dados de quantificacéo
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5 DISCUSSAO

O presente trabalho buscou identificar a diversidade de microrganismos
contaminantes de superficies de trabalho em laboratérios da UFOPA. A relacdo de
muitas espécies que apresentam microrganismos contaminantes no ambiente de
laboratorio foi encontrada também nos estudos realizados por Oliveira et al. (2007),
Gomes et al. (2016) e nos estudos realizados por Rodrigues (2016).

Furlan et al. (2019), Miranda (2018) e Sousa et al. (2022), que evidenciaram
gue a contaminacéo por falha nos procedimentos de desinfeccdo € comum para todos
esses ambientes.

A presenca de altos niveis de bactérias, ou a presenca de um tipo incomum de
microrganismo em um ambiente hospitalar ou laboratorial, indica a ocorréncia de
fontes de proliferacdo de microrganismos no interior do ambiente ou deficiéncia de
métodos que possam determinar a destruicdo dos mesmos (RODRIGUES, 2016). A
manipulagédo de materiais sem o uso de luvas, abre a possibilidade de transferéncia
de microrganismos para as maos dos profissionais e das maos para 0s materiais
manipulados (EVANGELISTA, 2019).

Do Couto (2011) elenca que contaminacdo cruzada ocorre devido ao uso de
utensilios, equipamentos, panos, flanelas, maos, entre outros, em varios ambientes,
transferindo microrganismos de um local contaminado a outro ndo contaminado.

Assim, uma superficie “limpa” ou mesmo um alimento seguro, do ponto de vista
higiénico-sanitario, podem ser contaminados por microrganismos trazidos de outros
locais. Levando isso em consideracdo, observou-se o crescimento e presenca de
bactérias em todas as amostras (PINHEIRO; WADA; PEREIRA, 2010).

Os resultados encontrados por Furlan et al (2019), em um levantamento feito
para avaliar a correlagcdo entre cultura microbiolégica e eficiéncia da limpeza e da
desinfeccdo de superficies, provam que a inspecao visual ainda € o método mais
comum para avaliar a eficiéncia da limpeza e da desinfeccéo de superficies clinicas
altamente tocadas. No entanto, os achados desse estudo comprovam que a inspec¢ao
visual por si s0 ndo é suficiente para garantir a qualidade do processo, sendo
necessario documentar o nivel de limpeza e de desinfec¢do por métodos quantitativos
(FURLAN et al., 2019).

E recomendavel que a supervisdo técnico-cientifica do laboratério esteja a

cargo de médico ou profissional de nivel superior, especializado em microbiologia, e,
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se possivel, em tempo integral (ANVISA, 2017). A higienizagcdo das bancadas,
mobiliario de laboratorio, bem como os aparelhos de andlise, deve ser feitas pelos
técnicos de laboratoérios. Vale ressaltar que dos trés laboratérios, apenas um dos
deles (LAB 1), havia a presenca de avisos sobre os cuidados a serem tomados e até
algumas normas de biosseguranca para as pessoas que ali fizessem experimentos,
ficassem cientes das possiveis vias de contaminacao.

Dos 20 microrganismos identificados durante a execugédo do trabalho, trés
espécies se destacam: Klebsiella pneumoniae, Corynebacterium
pseudodiphtheriticum e Acinetobacter baumannii.

A Klebsiella pneumoniae € um patégeno bacteriano oportunista conhecido por
sua alta frequéncia e diversidade de genes de resisténcia antimicrobiana. Além de ser
um problema clinico significativo por si sO, K. pneumoniae é a espécie dentro da qual
varios novos genes de resisténcia foram descobertos pela primeira vez antes de se
espalharem para outros patdégenos (por exemplo, genes de resisténcia ao
carbapenema KPC, OXA-48 e NDM-1) (WYRES; HOLT, 2018).

A patogenicidade da K. pneumoniae pode ser designada a producao de
enterotoxina estavel ao calor; & destreza de metabolizar a lactose; a presenca de
adesinas com ou sem fimbrias que auxilia sua fixagdo as mucosas das células
epiteliais do trato urogenital, respiratdério e intestinal para causar 0 processo
infeccioso, e proteger a bactéria dos fatores bactericidas do soro acompanhado pela

interrupcédo da ativacao dos componentes do complemento (ALENCAR, 2016).

Figura 9 — Klebsiella pneumoniae (Trevisan, 1887), isolada no meio MacConkey.

Fonte: Rémulo Arruda

A Corynebacterium pseudodiphtheriticum € encontrada como parte da flora

normal do trato respiratério superior dos seres humanos, no entanto, também é
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reconhecido como um patégeno do trato respiratdrio em pacientes imunocompetentes
e imunocomprometidos (CANTARELLI, 2008). Outras infeccbes causadas por este
organismo incluem queratite, conjuntivite e endocardite. Recentemente, foi relatado
uma lesédo ulcerativa na mao de um paciente sugerindo que este organismo € um
potencial patégeno da pele.

Corynebacterium pseudodiphtheriticum € geralmente considerado suscetivel a
agentes B-lactamicos, aminoglicosideos, rifampicina e vancomicina. A suscetibilidade
a ciprofloxacina, lincomicina e tetraciclina foi encontrada variavel na literatura. Com
excecdo da atividade invaridvel da vancomicina e teicoplanina contra Coryne.
pseudodiphtheriticum, a variabilidade na resisténcia a outras classes de agentes
antimicrobianos enfatiza a necessidade de vigilancia continua de seus padrées de
resisténcia (CAMELLO et al., 2009).

Acinetobacter baumannii surgiu como patégeno hospitalar oportunista, sendo
gue numerosos surtos hospitalares tém sido documentados. Atualmente, o género
compreende até 31 espécies, e a espécie em questdo, pode se espalhar de forma
epidémica entre pacientes hospitalizados e gravemente doentes (SCARELLA,;
SCARELLA; BERETA, 2020).

O microrganismo tem como alvo pacientes hospitalizados mais vulneraveis,
principalmente aqueles que estéo criticamente doentes, com quebras de integridade
da pele e com comprometimento das vias aéreas, como relatos que remontam a
década de 1970. A pneumonia ainda é a infeccdo mais comum causada por esta
bactéria, no entanto, recentemente, infeccdes envolvendo o sistema nervoso central,
pele, tecidos moles e 0ssos surgiram como problematicas para algumas instituicdes
(KYRIAKIDIS et al., 2021)

Esta espécie estd emergindo como umas das causas de numerosos surtos
globais, apresentando taxas crescentes de resisténcia e sendo relatados varios casos
em hospitais ao redor do mundo incluindo o Brasil, América do Norte, Argentina,
China, Taiwan, Hong Kong, Japdo e Coreia do Sul (SCARELLA; SCARELLA;
BERETA, 2020).

Deve-se destacar com cautela, as outras espécies expressivas e que passaram
pelo antibiograma, tais como Staphylococcus aureus que faz parte da microbiota
humana, mas que pode provocar doencas que vao desde uma infec¢ao simples, como
espinhas e furanculos, até as mais graves, como pneumonia, meningite, endocardite,

sindrome do choque toxico e septicemia, entre outras (SANTOS et al., 2007). E
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Escherichia coli vivem nos intestinos e raramente causa doencas em individuos
saudaveis. No entanto, uma série de cepas patogénicas podem causar diarreia ou
doencas extra-intestinais, tanto em individuos saudaveis guanto
imunocomprometidos (GOMES et al., 2016).

Pela perspectiva de Damasceno et al. (2012), novas resisténcias a grupos de
antibiéticos testados ou até outros demonstra a grande importancia de novos estudos
gue proporcionem 0 conhecimento sobre 0s niveis patogénicos e como 0 NOSSO
organismo reage a essas infecgoes.

O antibiograma é uma técnica destinada a determinacdo da sensibilidade
bacteriana in vitro frente a agentes antimicrobianos, cuja finalidade € verificar os
antibioticos mais indicados para o tratamento da infec¢ao bacteriana. A formacao de
halos indica a quais antibiéticos a bactéria € sensivel (MACEDO; CANUTO; DUARTE,
2014). Esse teste mostra grande relevancia ao representar uma alternativa na
identificacdo dos organismos multirresistentes (DAMACENO et al., 2012).

Alunos, professores ou quaisquer pessoas que frequentem o laboratoério, e que
porventura tenham baixa imunidade ou que estejam nessa condicdo, estdo mais
susceptiveis a uma infec¢do, exatamente por esse fator contribuir para invasdo no
hospedeiro, causando a infeccéo por bactérias oportunistas.

O resultado da analise mostrou que existe variabilidade na concentracéo
microbiana a depender do local analisa. E possivel observar que no Fluxo Laminar do
LAB 1 houve isolamento de poucos microrganismos, quando comparado a bancada
do mesmo laboratério ou de outros ambientes. Esse fato pode ser devido ao fluxo ser
usado com frequéncia e num contexto de necessidade de limpeza ou até mesmo
esterilidade e por isso passar por protocolos de limpeza mais rigidos, a exemplo da
descontaminagéo com luz UV. A falta de porosidade do material do fluxo laminar
também pode ser apontada como um fator que contribui com a limpeza do
equipamento.

Também é digno de nota que o numero reduzido de microrganismos na estufa
do LAB 3 pode ser devido a no momento da coleta ela ndo estar sendo utilizada para
cultivo de microrganismos ou qualquer atividade de incubacéao.

A expressiva quantidade de microrganismos encontradas em todas as
bancadas, pode ser explicada pela sua maior frequéncia de uso, uso de métodos
guimicos de controle de crescimento como alcool 70%, que nem sempre Sao

suficientes, além de servirem ndo apenas para experimentacdo como suporte para
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todo tipo de material resultante de coletas que vem de foram dos laboratérios e que
pode carregar ainda mais microrganismos e proporcionando a contaminagao cruzada
(DO COUTO, 2011).

Na presente andlise, constatou-se que percentuais elevados das bactérias e
fungos encontrados, estavam presentes em todos os laboratérios, que ndo atendiam
os parametros recomendados pela OPAS, o que comprova que as condicOes
higiénicas das bancadas, fluxos laminares e estufas, devem ser melhoradas para
minimizar os riscos de infeccbes e contaminagdes em experimentos que sejam

realizados.

6 CONSIDERACOES FINAIS

I.  As analises feitas nos laboratérios de pesquisa da UFOPA — Santarém
- PA apresentaram higienizacéo inadequada nos locais de manipulacéo
de microrganismos. Condi¢des inadequadas de limpeza e desinfec¢éo
podem contribuir tanto para infeccdo por bactérias oportunistas as
pessoas que trabalham nos laboratorio, tal como a contaminacédo dos
experimentos, gerando atraso nas pesquisas, desperdicio de material e

recursos financeiros.

. Nesse sentido, medidas como o treinamento dos académicos e
funcionarios das terceirizadas e a implementacdo de boas préticas de
higienizacdo devem ser empregadas, bem como protocolos de limpeza

definidos e padronizados para os laboratorios.

[ll.  Porquanto, torna-se necessaria a criacdo de uma regulamentacédo que
estabeleca padrbes de controle microbiolégico adequados para
laboratérios de pesquisa nas universidades, como também o incentivo
a estudos académicos nas boas praticas de biosseguranca,
corroborando com experimentos sem contaminagcdes e com resultados

satisfatorios.
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