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RESUMO

ZAGUI, Guilherme Sgobbi. Avaliagdo da multirresisténcia a antibioticos e producéo de
ESBL e carbapenemases em bacilos gram-negativos de efluente hospitalar e urbano. 2019.
89f. Dissertacdo (Mestrado em Enfermagem em Saude Publica) — Escola de Enfermagem de
Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2019.

A multirresisténcia aos antibioticos observada em bacilos gram-negativos € um grave problema
de saude publica devido a alta morbidade e mortalidade apresentada, especialmente em
instituicOes assistenciais de saude. Como consequéncia do intenso uso de antibioticos, a
multirresisténcia a esses farmacos é principalmente mediada por enzimas hidrolisantes, onde
destaca-se as enzimas B-lactamases, principal mecanismo de resisténcia aos B-lactamicos
verificado em bacilos gram-negativos. Os esgotos de origem hospitalar e de estacfes de
tratamento de esgoto (ETE) sdo considerados como reservatdrios de bactérias multirresistentes
pela presenca de antibidticos que as selecionam e por favorecem a transmisséo de determinantes
de resisténcia. Nesse sentido, 0 presente estudo objetivou avaliar a multirresisténcia a
antibidticos e a producdo de enzimas P-lactamases em bacilos gram-negativos isolados de
efluente hospitalar e da estacdo de tratamento de esgoto, na cidade de Ribeirdo Preto, SP. No
hospital tercirio, amostras de esgotos foram coletadas dos ambulatorios, das enfermarias e da
juncéo do esgoto hospitalar. Na ETE, amostras foram coletadas na caixa de entrada do esgoto
bruto e ap6s ao tratamento. Dez microlitros foram semeados em dgar MacConkey, Salmonella-
Shigella, Cetrimide e TCBS e a identificacdo dos bacilos gram-negativos foi realizada pelo kit
Bactray®. O teste de susceptibilidade aos antibidticos foi realizado pelo método de disco-
difusdo em agar. A deteccao fenotipica de bacilos produtores de ESBL foi realizada pelos testes
de sinergia de disco-duplo e disco combinado com &cido clavulanico, e para detecgdo de
isolados produtores de carbapenemases foi utilizado os testes de disco combinado com &cido
fenilbordénico e EDTA e o teste Blue Carba. A PCR foi utilizada para amplificacdo dos genes
codificadores de ESBL e carbapenemases. No total, 45 bacilos gram-negativos foram isolados,
sendo as espécies Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa as de maiores
prevaléncias. Ampla resisténcia foi verificada aos antibioticos B-lactdmicos, sendo a resisténcia
ao aztreonam, a cefepime e a cefotaxima mais expressiva nos isolados do esgoto hospitalar,
com diferengas estatisticamente significante (p<0,05). O fenétipo multidroga resistente foi
atribuido a 33,3%, nos isolados exclusivamente do esgoto hospitalar, com diferenca
estatisticamente significante (p = 0,0025) em relagéo aos isolados do esgoto da ETE. Genes de
B-lactamases foram encontrados em 35,6% das bactérias, sendo o blakpc € blatem 0s de maiores
ocorréncias, ambos em 17,8% dos isolados, e 0s genes blashv € blactx-m em 13,3% e 8,9%.
Somente em um isolado de Enterobacter cloacae no esgoto tratado da ETE foi identificado o
gene blasnv, 0s demais isolados portadores dos genes de B-lactamases foram encontrados no
esgoto hospitalar. Os dados obtidos neste estudo séo importantes levando em consideragéo que
no Brasil o esgoto hospitalar pode ser lancado in natura na rede coletora municipal, no entanto,
acredita-se que tal permisséo favorece a dissemina¢do da multirresisténcia bacteriana, posto
que, os resultados demonstram alta frequéncia de bactérias portadoras de genes de resisténcia
a antibidticos no esgoto hospitalar estudado. Assim, a implementacdo do tratamento de
efluentes hospitalares, especialmente os de hospitais terciarios, e adicionalmente ao tratamento
da ETE evitaria a propagacgdo dessas bactérias no ambiente e de impactar negativamente 0s
recursos hidricos.

Palavras chave: 1. Multirresisténcia bacteriana. 2. Bacilos gram-negativos. 3. ESBL. 4.
Carbapenemases. 5. Esgoto.



ABSTRACT

ZAGUI, Guilherme Sgobbi. Evaluation of antibiotic multi-resistance and production of
ESBL and carbapenemases in gram-negative bacilli of hospital and urban effluent. 2019.
89f. Master’s Thesis — Ribeirdo Preto College of Nursing, University of Sdo Paulo, Ribeirdo
Preto, 2019.

Antibiotic multi-resistance observed in Gram-negative bacilli is a serious public health problem
due to high morbidity and mortality, especially in health care institutions. As a consequence of
the intense use of antibiotics, multi-resistance to these drugs is mainly mediated by hydrolyzing
enzymes, in which B-lactamases, the main p-lactam resistance mechanism observed in Gram-
negative bacilli, are prominent. Hospital sewage and wastewater treatment plants (WWTP) are
considered reservoirs of multiresistant bacteria by the presence of antibiotics that select these
bacteria and favor the transmission of resistance determinants. In this sense, the present study
aimed to evaluate the antibiotics multi-resistance and the production of B-lactamase enzymes
in Gram-negative bacilli isolated from hospital effluent and the wastewater treatment plants in
Ribeirdo Preto city, SP. In the tertiary hospital, sewage samples from the outpatient clinics,
rooms patients and the hospital sewage junction were collected. In the WWTP, raw and treated
sewage were collected. Ten microliters were seeded on MacConkey, Salmonella-Shigella,
Cetrimide and TCBS agar and the identification of Gram-negative bacilli was performed by the
Bactray® kit. Antibiotic susceptibility test was performed by agar-diffusion method.
Phenotypic detection of ESBL-producing bacilli was performed by double-disc and disc-
synergy tests combined with clavulanic acid, and for the detection of carbapenemase-producing
isolates the combined disk tests with phenylboronic acid and EDTA and Blue Carba test were
used. PCR amplification of ESBL and carbapenemases-encoding genes was used. In total, 45
Gram-negative bacilli were isolated, and Klebsiella pneumoniae and Pseudomonas aeruginosa
being the most prevalent. Extensive resistance was verified to B-lactam antibiotics and
resistance to aztreonam, cefepime and cefotaxime was more pronounced in hospital sewage
isolates, with statistically significant differences (p<0.05). Multidrug-resistant phenotype was
attributed to 33.3% in isolates exclusively from hospital sewage, with a statistically significant
difference (p = 0.0025) in relation to the sewage isolates from the WWTP. B-lactamase genes
were found in 35.6% of the bacteria, with blakec and blarem having the highest occurrences,
both in 17.8% of the isolates, and the blaswv and blactx-m genes in 13.3% and 8, 9%. Only in
an isolate of Enterobacter cloacae in the treated sewage from WWTP was the blasnv gene
identified, the other isolates carrying the p-lactamases genes were found in hospital sewage.
The data obtained in this study are important considering that in Brazil the hospital sewage can
be released in nature in municipal collection network, however, it is believed that such
permission favors the dissemination of bacterial multi-resistance, since, the results show high
frequency of bacteria carrying antibiotic resistance genes in the hospital sewer studied. Thus,
the implementation of treatment of hospital effluents, especially those in tertiary hospitals, and
in addition to the treatment of WWTP would prevent the spread of these bacteria in the
environment and negatively impact water resources.

Keywords: 1. Multiresistant bacteria. 2. Gram-negative bacilli. 3. ESBL. 4. Carbapenemases.
5. Sewer.



RESUMEN

ZAGUI, Guilherme Sgobbi. Evaluacion de la multirresistencia a antibidticos y produccion
de ESBL y carbapenemasas en bacilos gram-negativos de alcantarillado hospitalario y
urbano. 2019. 89f. Tesis (Maestria) — Escuela de Enfermeria de Ribeirdo Preto, Universidad
de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2019.

Multirresistencia a los antibioticos observada en bacilos gran-negativos es un grave problema
de salud publica debido a la alta morbilidad y mortalidad presentada, especialmente en
instituciones asistenciales de salud. Como consecuencia del intenso uso de antibidticos,
multirresistencia a estos farmacos es principalmente mediada por enzimas hidrolizantes, donde
se destacan las enzimas B-lactamasas, principal mecanismo de resistencia a los B-lactamicos
verificado en bacilos gram-negativos. Las alcantarillas de origen hospitalario y de las estaciones
de tratamiento de aguas residuales (ETAR), se consideran depositos de bacterias
multirresistentes por la presencia de antibidticos que seleccionan estas bacterias y favorecen la
transmision de determinantes de resistencia. En este sentido, el presente estudio objetivo
evaluar la multirresistencia a antibioticos y produccion de enzimas B-lactamasas (ESBL vy
carbapenemasas) en bacilos gram-negativos aislados de efluente hospitalario y de la estacion
de tratamiento de aguas residuales, en la ciudad de Ribeir&o Preto, SP. En el hospital terciario,
muestras de alcantarillas fueron recolectadas de los ambulatorios, de las enfermerias y de la
union del desagie hospitalario. En la ETAR, muestras fueron recogidas en la caja de entrada
del desagiie bruto y después del tratamiento. Diez microlitros fueron sembrados en agar
MacConkey, Salmonella-Shigella, Cetrimide y TCBS vy la identificacion de los bacilos gram-
negativos fue realizada por el kit Bactray®. La prueba de susceptibilidad a los antibiéticos fue
realizada por el método de disco-difusion en agar. La deteccion fenotipica de bacilos
productores de ESBL fue realizada por las pruebas de sinergia de disco doble y disco
combinado con acido clavulanico y para la deteccion de aislados productores de
carbapenemasas se utilizaron las pruebas de disco combinado acido fenilborénico y EDTA y
prueba Blue Carba. La PCR fue utilizada para la amplificacion de los genes codificadores de
ESBL y carbapenemasas. En total, 45 bacilos gram-negativos fueron aislados, siendo las
especies Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa las de mayores prevalencias. Se
observo una gran resistencia a los antibioticos p-lactamicos, siendo la resistencia al aztreonam,
la cefepime y la cefotaxima més expresiva en los aislados del alcantarillado hospitalario, con
diferencias estadisticamente significativas (p<0,05). El fenotipo multidroga resistente fue
atribuido al 33,3% en los aislados exclusivamente del desagiie hospitalario, con diferencia
estadisticamente significativa (p = 0,0025) en relacién a los aislados del alcantarillado de la
ETAR. Los genes de p-lactamasas fueron encontrados en el 35,6% de las bacterias, siendo el
blakec y blatem los de mayores ocurrencias, ambos en el 17,8% de los aislados, y los genes
blastv y blactx-m en el 13,3% y 8, 9%. Sélo en un aislado de Enterobacter cloacae en el
alcantarillado tratado de la ETAR fue identificado el gen blasnv, los demas aislados portadores
de los genes de PB-lactamasas fueron encontrados en el alcantarillado hospitalario. Los datos
obtenidos en este estudio son importantes teniendo en cuenta que en Brasil el desagie
hospitalario puede ser lanzado in natura en la red colectora municipal, sin embargo, se cree que
tal permiso favorece la diseminacion de la multirresistencia bacteriana, puesto que, los
resultados demuestran alta frecuencia de bacterias portadoras de genes de resistencia a
antibidticos en el alcantarillado hospitalario estudiado. Asi, la implementacién del tratamiento
de alcantarillado hospitalarios, especialmente los de hospitales terciarios, y adicionalmente al
tratamiento de la ETAR evitaria la propagacion de esas bacterias en el ambiente y de impactar
negativamente los recursos hidricos.

Palabras clave: 1. Multirresistencia bacteriana. 2. Bacilos gram-negativos. 3. ESBL. 4.
Carbapenemasas. 5. Alcantarillado.
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1. INTRODUCAO

No Brasil, especialistas estimam que mais de 2 milhGes de pessoas sdo infectadas por
bactérias resistentes aos antibioticos e, destas, aproximadamente 23 mil morrem anualmente
(BBC, 2017; CDC, 2017). A perspectiva para o ano de 2050 é de que 317 mil pessoas na
América do Norte e 392 mil pessoas na América do Sul morram em decorréncia de infeccGes
resistentes aos antibidticos (BASSETTI et al., 2017). A resisténcia aos antibidticos representa
um crescente desafio e seu impacto na satde publica é ampliado por ndo haver desenvolvimento
de novos medicamentos antimicrobianos capazes de controlar as infecgdes resistentes
(QUADRI et al., 2015). Diversos mecanismos como mutagOes e transferéncia plasmidial séo
responsaveis pelo surgimento da resisténcia aos antimicrobianos, e nesse contexto, as bactérias
da familia Enterobacteriaceae se destacam pelo desenvolvimento constante da
multirresisténcia e pela alta morbidade (CDC, 2017; POURMAND et al., 2017).

Entre os diversos mecanismos de resisténcia, a producdo de enzimas hidrolisantes
destacam-se como 0s principais mecanismos de resisténcia em bacilos gram-negativos,
principalmente frente aos antibioticos B-lactamicos, os de maior uso mundialmente
(BONOMO, 2016; BUSH; BRADFORD, 2016). O surgimento de B-lactamases, enzimas
hidrolisantes de [-lactamicos, representam a maior ameaga ao uso desses agentes
antimicrobianos, e nesse sentido as enzimas B-lactamases de espectro-estendido (ESBLS) e as
carbapenemases destacam-se pela capacidade de inativacdo de potentes antibioticos
(BONOMO, 2016; POTTER; D’'SOUZA; DANTAS, 2016).

Diversos bacilos gram-negativos, especialmente as enterobactérias, sdo consideradas
ubiquas, uma vez que podem ser encontradas em diversos ambientes. Nesse sentido, 0s esgotos
hospitalares e urbanos destacam-se por conter ampla diversidade microbiana. Ademais, 0s
esgotos hospitalares se distinguem de outros pela composic¢do quimica de farmacos. Entre os
farmacos, destacam-se os antibioticos que podem atingir esgotos hospitalar através das fezes e
urinas de pacientes devido ao metabolismo parcial (AMADOR et al., 2015). Assim, em
decorréncia da diversidade bacteriana e de antibioticos presentes, as aguas residuarias em geral
representam um ambiente favoravel para a adaptacdo, desenvolvimento e disseminacdo de
genes de resisténcia aos antibidticos (AUGUET et al., 2017; RIZZO et al., 2013).

Considerando os esgotos gerados em instituicOes assistenciais de saude, sabe-se que
estes representam uma matriz capaz de contaminar aguas superficiais pela presenca de matéria
organica, antibioticos, metais pesados, desinfetantes e microrganismos, e por isso precisam
receber tratamento adequado antes do descarte em corpo hidrico (CANTAS et al., 2013). No

Brasil, estes esgotos podem ser destinados para a rede coletora municipal sem prévio
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tratamento, em casos da existéncia de Estacdo de Tratamento de Esgoto (ETE) na cidade
(ANVISA, 2002). Visto o potencial contaminante de esgotos, as ETEs foram construidas para
o tratamento das aguas residuarias dos municipios e retorna-las ao ambiente causando minimos
impactos a natureza. No entanto, as ETEs podem funcionar como um biorreator da troca de
genes bacterianos e favorecer o desenvolvimento da resisténcia aos antibioticos, bem como a
disseminacdo ambiental (AUGUET et al., 2017; RIZZO et al., 2013).

Nesse contexto, o presente estudo visa a avaliagdo concomitante de microrganismos
multirresistentes em esgotos hospitalar e da ETE, com finalidade de verificar a contribuicdo
destas matrizes para contaminacdo ambiental e a necessidade de implantacdo de tecnologias
alternativas para a desinfeccdo destas dguas, uma vez que os efluentes tratados sdo despejados
em aguas superficiais que podem ser utilizadas para recreacao de contato primario, bem como

para abastecimento publico de agua apos tratamento convencional.
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2. OBJETIVOS

Objetivo Geral
e Avaliar a condicdo microbioldgica de bacilos gram-negativos oriundos de

esgoto hospitalar e urbano quanto a multirresisténcia aos antibioticos.

Objetivos Especificos
e Identificar bactérias no esgoto de um Hospital de Grande Porte (HGP) da

cidade de Ribeirdo Preto — SP, das alas do ambulatorio, enfermaria e juncédo dos

efluentes.

e Identificar bactérias no esgoto bruto e tratado da Estacdo de Tratamento de

Esgoto urbano, do municipio de Ribeirdo Preto — SP.

e Verificar a multirresisténcia aos antibi6ticos em bactérias isoladas do esgoto

hospitalar e urbano.

e Avaliar a resisténcia aos antibioticos mediante ao mecanismo de producéo de

enzimas B-lactamases.

e Identificar os possiveis impactos para a saude publica e ambiental devido a

exposicao as bactérias multirresistentes.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Antibioticos

Em estudos com Staphylococcus aureus, o bacteriologista Alexander Fleming descobriu
0 primeiro antibiético de origem natural produzido pelo fungo Penicillium chrysogenum,
denominando-o posteriormente de penicilina. Ainda nos primdrdios do século XX, além de
intervencdes como vacinas e melhorias sanitarias, a introducdo da penicilina e seus derivados
na pratica clinica representou uma importante intervencdo capaz de controlar as doencas
infecciosas e aumentar a expectativa de vida da populagdo (AMINOV, 2017; ALOS, 2015).

Os antibidticos sdo compostos quimicos de origem natural (e.X.: fungos, bactérias) e/ou
sintética, utilizados principalmente na terapia de infeccdes causadas por bactérias patogénicas
em humanos e animais (BOUKI; VENIERI; DIAMADOPOULOS, 2013). Compreendem o
grupo de produtos farmacéuticos mais bem-sucedidos, embora estejam sujeitos a evasdo
evolutiva, ou seja, propiciam o desenvolvimento de bactérias resistentes aos antibioticos
(PAWLOWSKI; JOHNSON; WRIGHT, 2016; BOUKI; VENIERI; DIAMADOPOULOS,
2013).

A toxicidade seletiva dos antibidticos é responsavel pela inibicdo do crescimento
microbiano sem consequéncias para as células humanas. A referida seletividade é obtida pela
exploracdo entre as diferencas metabdlicas e estruturais dos microrganismos em relacdo as
células humanas. Antibidticos de amplo espectro referem-se aos que sdo ativos contra varias
espécies de microrganismos, como por exemplo a tetraciclina que é amplamente utilizada em
bacilos gram-negativos, bem como em clamidias, micoplasmas e riquétsias. Ainda, existem
antibidticos de pequeno espectro que atuam sobre espécies especificas de microrganismos,
como por exemplo a vancomicina atuante em espécies de Staphylococcus e Enterococcus. As
atividades dos antibioticos sobre as bactérias resumem-se em dois mecanismos: i) bactericida,
causando a morte das bactérias; e ii) bacteriostatico, inibindo o crescimento bacteriano sem
causar morte (TOTORA; FUNKE; CASE, 2016).

A classificacdo dos antibidticos mais empregada atualmente esta relacionada com o alvo
de acédo do antibidtico, como inibicéo da sintese da parede celular, do &cido nucleico, proteica
e de processos metabolicos (BROOKS; BROOKS, 2014; CASTANHEIRA, 2013). Na figura 1

estdo representados os alvos de a¢Ges dos antibidticos com seus respectivos exemplares.
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Figura 1. Classificacdo dos antibioticos de acordo com seu alvo de acdo em bactérias e

Seus respectlvos exem plares.
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Fonte: Adaptado de BROOKS; BROOKS, 2014.

Os B-lactdmicos conformam um grupo de antibioticos entre os mais utilizados na
medicina humana na maioria dos paises, representando aproximadamente 50-70% do uso total
de antibidtico. Sua ampla utilizacdo esta relacionada com seu mecanismo bactericida no
tratamento de infeccBes graves, devido a inibicdo da sintese da parede celular bacteriana
(BUSH; BRADFORD, 2016; KUMMERER, 2009).

A parede celular é uma estrutura constituida de peptideoglicano, macromolécula
composta de dissacarideos polimerizados formadora de uma malha, essencial para a protecdo
da bactéria. Os antibidticos inibidores da sintese da parede celular inativam enzimas
responsaveis pela biogénese do peptideoglicano, acarretando na morte da bactéria. Por esta
razdo, tais antibioticos compreendem o grupo de maior potencialidade e ampla utilizacdo
(DORR et al., 2016).

Como mecanismo de acao, os antibidticos B-lactdmicos interrompem a formacgéo da
parede celular bacteriana em decorréncia da ligacdo covalente entre o antibiético com proteinas
de ligacdo a penicilina (PBPs), responsaveis pela reticulacdo do peptideoglicano (BUSH,;
BRADFORD, 2016). Em bacilos gram-negativos, a morte bacteriana resulta da inibi¢do de uma
ou mais PBPs de alto peso molecular que estdo descritas a seguir: as PBPs la e 1b estdo
envolvidas na lise celular; PBP 2, cuja inibicdo impede a divisdo celular e na formacéo de
células esféricas; e PBP 3, a qual que quando inibida resulta no impedimento da divisdo celular
e formacdo de filamentos (SPRATT, 1977; SPRATT, 1983).
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No grupo dos antibioticos B-lactdmicos estdo compreendidas as classes das penicilinas,
cefalosporinas, carbapenémicos e monobactamicos, que estdo descritos a seguir (BUSH;
BRADFORD, 2016).

3.1.1. Penicilinas

Ap0s a descoberta da penicilina por Fleming, diversos antibidticos derivados surgiram
no decorrer do século como a ampicilina, amoxicilina, meticilina, nafcilina, oxacilina, entre
outros. Introduzidas na década de 1970, ampicilina e amoxicilina apresentavam melhor
atividade sobre bacilos gram-negativos, especialmente no tratamento de infec¢Oes causadas
pelas bactérias da familia Enterobacteriaceae, embora ndo tenha apresentado efetividade no
tratamento de Pseudomonas aeruginosa, bactéria que se tornou um problema de satde publica
no fim da década de 1970 (BUSH; BRADFORD, 2016).

O uso terapéutico das penicilinas como monoterapia esta comprometido em razao do
crescente numero de espécies bacterianas capazes de produzir [-lactamases, enzimas
degradadoras de antibidticos B-lactamicos (BUSH, 2013a). As bactérias Streptococcus do
grupo A e Treponema pallidum sdo duas das bactérias ndo produtoras de p-lactamases as quais
ampicilina, amoxicilina, entre outros, séo eficazes como monoterapia (SCHAAR et al., 2014).
No entanto, recentemente, derivados da penicilina como a ampicilina, amoxicilina, piperacilina
e ticarcilina sdo utilizados na antibi6ticoterapia especialmente quando associados a inibidores

de B-lactamases (&cido clavulanico, tazobactam, entre outros) (BUSH, 2013a).

3.1.2. Cefalosporinas

A cefalosporina foi descoberta a partir do fungo Cephalosporium acremonium durante
a década de 1950, sendo introduzida na pratica clinica principalmente para o tratamento de
infeccdes causadas pelas espécies de Staphylococcus aureus produtoras de penicilinase, atuante
também sobre Streptococcus pneumoniae e bactérias entéricas nao produtoras de p-lactamase
(BUSH; BRADFORD, 2016).

Estes antibioticos sdo classificados em geracGes (12 a 4? geracdo) de acordo com seu
espectro de acdo, com atividade bactericida sobre espécies de bacilos gram-negativos e Gram-
positivas. Alguns exemplares dessa classe de antibiotico sdo: cefepime, cefotaxima, cefoxitina
e ceftazidima. Ao passo que se avanca nas geracoes, o espectro de acdo contra bacilos gram-
negativos amplia-se e, concomitantemente, sdo menos eficazes contra Gram-positivos
(CASTANHEIRA, 2013). No entanto, a recente descoberta da ceftobiprole tem demonstrado

acao contra cepas de Staphylococcus aureus resistentes a oxacilina (MIMICA, 2011).
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3.1.3. Carbapenémicos

Os carbapenémicos foram incluidos na prética clinica no final da década de 1980 e
mostraram efetividade no tratamento de Klebsiella pneumoniae produtora de enzimas p-
lactamases de espectro-estendido (IOVLEVA; DOI, 2017; PATERSON et al., 2004). Séo
considerados como a classe de antibidticos de maior potencialidade com eficacia comprovada
na terapia de pacientes com graves infeccbes bacterianas, incluindo ainda, atividade
antimicrobiana frente as infecgdes causadas por microrganismos multirresistentes (IOVLEVA,;
DOI, 2017).

Alguns exemplos de carbapenémicos s&o: doripenem, ertapenem, imipenem,
meropenem. O doripenem apresenta maior potencialidade in vitro contra Pseudomonas
aeruginosa em relacdo aos outros carbapenémicos e grande eficacia na terapia de pneumonia
nosocomial. Ertapenem é muito ativo contra bacilos gram-negativos produtoras de 3-lactamase
de espectro-estendido e possui 0 tempo de meia vida longo 0 que propicia dosagem Unica
durante o dia. Assim como 0 meropenem, 0 imipenem € mais ativo contra bactérias Gram-
positivas e especialmente aos Gram-negativos Acinetobacter baumannii e Pseudomonas
aeruginosa (EL-GAMAL et al., 2017).

Normalmente, os antibidticos carbapenémicos possuem melhor estabilidade contra
enzimas B-lactamases em relagdo aos outros f3-lactamicos, logo séo altamente ativos frente as
espécies da familia Enterobacteriaceae produtoras dessas enzimas. Contudo, algumas espécies
bacterianas sdo capazes de apresentar resisténcia a esses antibidticos por diversos mecanismos,
como enzimas hidrolisantes (EL-GAMAL et al., 2017).

3.1.4. Monobactamicos

O aztreonam é o Unico antibiotico monobactamico com aprovacgao para uso terapéutico.
Possui atividade contra Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Streptococcus
pneumoniae e Enterococcus faecalis. Quando introduzido na préatica clinica, o aztreonam
apresentou resisténcia a hidrolise pelas B-lactamases comuns. No entanto, o surgimento de [3-
lactamases de espectro-estendido e carbapenemases tornaram-no menos eficaz frente a
microrganismos produtores destas enzimas (BUSH; BRADFORD, 2016; WANG et al., 2014;
SYKES et al., 1982).

O antibidtico BAL30072 esta atualmente em desenvolvimento e é considerado como
uma opcdo terapéutica para infeccbes graves causadas por bacilos gram-negativos
multirresistentes aos antibioticos. Mesmo nédo apresentando toxicidade hepatica em estudos pré-

clinicos com animais e estudos clinicos com humanos de dosagem unica, a hepatotoxicidade



25

foi observada em humanos que receberam o tratamento com este composto a longo prazo, com
possivel explicacdo do comprometimento funcional de mitocondrias e inibicdo da glicolise
(PAECH et al., 2017). Em decorréncia desta toxicidade este medicamento néo esta aprovado
para uso clinico e encontra-se na fase 1 de testes (BUSH; BRADFORD, 2016).

3.3. Resisténcia Bacteriana aos Antibioticos

A resisténcia bacteriana aos antibioticos é definida como a capacidade de sobrevivéncia
destes microrganismos as concentracdes de antibidticos capazes de inibir a reproducao ou matar
outras bactérias da mesma espécie (ALOS, 2015). De acordo com Center for Disease Control
and Prevention (CDC), aproximadamente 2 milhGes de pessoas sdo infectadas por bactérias
resistentes aos antibidticos, e, destas, 23 mil morrem anualmente nos Estados Unidos (CDC,
2017). Estima-se que no ano de 2050 sera relatado aproximadamente 393.000 mortes/ano
atribuidas as infecgbes resistentes aos antibioticos na América do Sul, 4.150.000 na Africa,
4.730.000 na Asia, 317.00 na América do Norte, 390.000 na Europa e 22.000 na Oceania
(BASSETI et al., 2017).

A resisténcia bacteriana € um desafio no ambito da saude pablica no contexto do cuidado
a salde e pela alta morbidade e mortalidade. Os desafios para o controle e desenvolvimento de
bactérias resistentes estdo associados a falta de medidas de prevencdo bem-sucedidas, escassez
de terapias efetivas e a falta de investimentos da industria farmacéutica para o desenvolvimento
de novos medicamentos antimicrobianos alternativos capazes de combater as infeccdes
resistentes (FRIERI; KUMAR; BOUTIN, 2017; POURMAND et al., 2017). Na Figura 2 é
apresentado a ordem cronoldgica da descoberta dos principais antimicrobianos e as datas dos

primeiros relatos referentes a resisténcia aos mesmos.
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Figura 2. Ordem cronoldgica da descoberta dos principais antibioticos e do primeiro
relato de resisténcia bacteriana.
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Fonte: Adaptado de BROOKS; BROOKS, 2014.

Em 2017, a World Health Organization/Organizacdo Mundial de Saude — WHO/OMS
divulgou uma lista de patdgenos bacterianos resistentes aos antibioticos classificados como
“patdgenos prioritarios” por apresentarem ameacaS a salde humana. Dentre os patdgenos
listados, as bactérias Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e bactérias da familia
Enterobacteriaceae (Klebsiella spp., Escherichia coli, Serratia spp. e Proteus spp.) resistentes
aos carbapenémicos e produtores de B-lactamase de espectro-estendido compreendem o grupo
de prioridade 1 (critica). As espécies bacterianas citadas sdo responsaveis por causar infeccdes
oportunistas graves capazes de levar pacientes a 6bito e, atualmente, séo resistentes a diversos
antibidticos como carbapenémicos e cefalosporinas de terceira geracdo, as melhores medidas
terapéuticas para o tratamento de infeccBes multirresistentes (WHO, 2017).

Nesse contexto, Mahmoudi et al. (2017) avaliaram o perfil de resisténcia de bacilos
gram-negativos isoladas de infeccbes sanguineas em criangcas de um hospital no Ird, e
verificaram resisténcia de Acinetobacter baumannii (100%), Escherichia coli (77%), Klebsiella
pneumoniae (86%) e Pseudomonas aeruginosa (100%) ao antibiotico cefotaxima, uma
cefalosporina de terceira geracdo utilizada para o tratamento de bactérias multirresistentes.
Ainda nesse sentido, Navarro et al. (2015) avaliaram o perfil de sensibilidade aos
antimicrobianos de enterobactérias (Klebsiella pneumoniae, Serratia marcescens, Enterobacter
spp., Escherichia coli, Klebsiella ozaenae e Citrobacter freundii) isoladas de infeccOes

sanguineas de pacientes de um hospital terciario em Medellin (Colémbia), e constataram ampla
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resisténcia aos carbapenémicos (doripenem 96%, ertapenem 93,75%, imipenem 92,2%, e
meropenem 77,5%), o que acarretou em alta mortalidade.

Uma das razdes pelas quais as bactérias tornam-se resistentes é devido ao uso
inapropriado e/ou excessivo de antibidticos e a descontinuidade do tratamento de infecgdes.
Nesse sentido, existem diversos mecanismos de resisténcia como presséo seletiva, transmisséo
e/ou alteracdo de genes/plasmideos, alteracdo do sitio alvo dos antimicrobianos, diminuicéo da
permeabilidade de membranas, bomba de efluxo e inativacdo enziméatica (POURMAND et al.,
2017; NAQUIN et al., 2015).

Entre os mecanismos de resisténcia, a resisténcia intrinseca € um fenémeno natural que
esta presente em bactérias de todas as espécies, desde antes a introducéo dos antibiéticos como
quimioterapicos. Especialmente em bacilos gram-negativos, a resisténcia intrinseca consiste em
mecanismo como alteracdo da permeabilidade de membrana e bomba de efluxo que reduzem a
susceptibilidade de agentes patogénicos, limitando as opcOes terapéuticas (RAHMAN;
YARNALL; DOYLE, 2017; COX; WRIGHT, 2013).

Com relacdo ao mecanismo de resisténcia aos antibidticos pela inibi¢cdo enzimatica, as
bactérias da familia Enterobacteriaceae se destacam pela ampla resisténcia aos antibidticos f3-
lactdmicos, os de maior utilizacdo mundialmente, e a producao de enzimas hidrolisantes desses
antibiodticos, denominadas de B-lactamases. A resisténcia presente em bacilos Gram-negativos
a esses antibioticos é devido a aquisicdo de plasmideos que contém genes que codificam a
sintese de B-lactamases e ao uso generalizado de antibidticos que permitiu a evolucéo e
transmissdo da resisténcia entre as espécies de bacilos gram-negativos, especialmente em
Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae (CAG et al., 2016; IREDELL; BROWN; TAGG,
2016; WATKINS; BONOMO, 2016).

3.3.1. p-Lactamases

As B-lactamases sdo enzimas que hidrolisam os antibidticos f3-lactdmicos e representam
0 mecanismo de resisténcia de maior relevancia entre os bacilos gram-negativos por serem
comumente produzidas, principalmente por enterobactérias (MOXON; PAULUS, 2016;
BUSH; JACOBY, 2010). A partir da introdugdo das penicilinas na clinica e advento de novos
antibidticos B-lactamicos, a pressdo seletiva sob as bactérias aumentou o0 que promoveu o
desenvolvimento de diversas p-lactamases efetivas, conferindo resisténcia a esses
microrganismos. A constante utilizacdo desses antibidticos e a expressao enzimatica levou a
descoberta massiva dessas enzimas em espécies como Klebsiella spp., Enterobacter spp. e

Pseudomonas aeruginosa (BONOMO, 2016). Em consequéncia, o0 impacto na clinica médica
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é critico principalmente pela dependéncia de carbapenémicos e cefalosporinas para o
tratamento de graves infecgdes. Logo, 0 uso excessivo desses antimicrobianos resultou em
multiplos genes codificadores de PB-lactamases em Unico patdgeno, juntamente com a
resisténcia para diversas outras classes de antibidticos (BONOMO, 2016; BUSH, 2013b).

A primeira 3-lactamase a ser identificada foi em uma cepa de Bacillus coli (Escherichia
coli) em 1940, por Abraham e Chain (ABRAHAM; CHAIN, 1940). Nos primoérdios das
descobertas dessas enzimas, as B-lactamases recebiam o nome da cepa bacteriana ou do
plasmideo que codificava a producao da enzima, como por exemplo PC1 e P99, onde as origens
dos nomes sdo das bactérias Staphylococcus aureus cepa PC1 e Enterobacter cloacae cepa P99,
respectivamente (JACOBY, 2006; RICHMOND, 1963). Mais recentemente, as -lactamases
comecaram a também receber nomes de antibioticos os quais hidrolisam (OXA: ativa contra
oxacilina), local de descoberta (CTX-M: ativa contra cefotaxima, com primeiro isolamento em
Munique, Alemanha), nome de paciente (TEM: Temoneira), nome de bacteria (KPC: Klebsiella
pneumoniae produtora de carbapenemases), entre outros (JACOBY, 2006; YIGIT et al., 2001,
BAUERNFEIND; GRIMM; SCHWEIGHART, 1990; HEDGES et al., 1974; DATTA;
KONTOMICHALOU, 1965).

Atualmente sabe-se que existe mais de 2.000 enzimas B-lactamases identificadas com
sequéncias de aminoacidos e perfil hidrolitico especificos (BONOMO, 2016) e podem ser
classificadas por dois esquemas: classificagdo funcional que considera as propriedades
enzimaticas, agrupando-as em trés grupos (1, 2, 3), de acordo os substratos bioquimicos e perfis
de inibicdo, com posteriores subdivisdes (BUSH, 2013c; BUSH; JACOBY, 2010; BUSH;
JACOBY; MEDEIROS, 1995); e a classificagdo molecular que se baseia na sequéncia de
aminoacidos e as divide em quatro grupos (A, B, C e D), de acordo também com a utilizagéo
do sitio ativo (serina, metallo) para hidrdlise dos substratos (AMBLER, 1980). Na Figura 3 esta

apresentada ambas classificagdes com seus respectivos exemplares enzimaticos.
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Figura 3. Esquema classificatorio das enzimas [-lactamases de acordo com as classificagdes
funcionais e moleculares, com 0s respectivos substratos, inibidores e representantes
enzimaticos.
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Fonte: Adaptado de BUSH, 2013a.

3.3.1.1. Grupo funcional 1

O grupo funcional 1 (Figura 3), correspondente a classe molecular C de Ambler,
compreende o grupo das serinas-p-lactamases denominadas cefalosporinases que s&o
codificadas por plasmideos e cromossomos de diversas espécies bacterianas, mas
principalmente as da familia Enterobacteriaceae (MOXON; PAULUS, 2016; BUSH,;
JACOBY, 2010). Entre as cefalosporinases, as p-lactamases do tipo AmpC séo clinicamente
importantes por conferir espectro de resisténcia as cefalosporinas (JACOBY, 2009).

O primeiro relato de enzima AmpC foi em 1989 na Coréia do Sul, e a partir de entdo
outros exemplares enzimaticos foram isolados em regides da Asia, Europa, América do Norte

e América do Sul (JACOBY, 2009). As expressdes dessas enzimas sdo por genes bla (ex.:
blacmy, blarox, blamox) localizados no cromossomo em bactérias como Enterobacter spp.,

Serratia marcescens, Citrobacter freundii, Providencia spp. e Morganella morganii,
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principalmente. No entanto a transmissdo e codificacdo plasmidial tem sido mais
frequentemente detectada e conferem resisténcia a multiplos antibiéticos como a maioria das
cefalosporinas, penicilinas e inibidores de pB-lactamases, como verificado em cepas de
Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae (LIU; LIU, 2016; MOXON; PAULUS, 2016;
JACOBY, 20009).

No Brasil, a enzima FOX-5 foi a primeira AmpC mediada por plasmideo (pAmpC) a ser
detectada em um isolado de Escherichia coli que pertencia a um estudo que avaliava a presenca
do gene gnrA (gene de resisténcia a quinolonas) em 144 isolados de Escherichia coli resistente
a ciprofloxacina (CASTANHEIRA et al., 2007). No ano seguinte, em 2008, outra pAmpC foi
detectada em isolados de Escherichia coli (PAVEZ et al., 2008). Neste estudo, quatro cepas
foram isoladas de um paciente onde a pAmpC CMY-2 foi detectada em todos os isolados,
apresentando ainda resisténcia as cefalosporinas de amplo espectro, carbapenémicos,
quinolonas e sulfonamidas (PAVEZ et al., 2008). Mais recentemente, um estudo com 2.266
cepas de Escherichia coli resistentes a cefoxitina, isoladas de infec¢des urinarias, verificou que
2,26% apresentavam pAmpC, sendo a CMY-2e CMY-4 as de maiores frequéncias (ROCHA et
al., 2016). Em virtude do amplo espectro de hidrolise das enzimas AmpC, Cheng et al. (2017)
desenvolveram um estudo para avaliar a acdo do antibidtico piperacilina-tazobactam frente as
infeccOes sanguineas causadas por enterobactérias produtoras de AmpC, e concluiram que este
antibidtico é uma opcao viavel para essas infeccfes, diminuindo a dependéncia de antibiéticos

de amplo espectro e favorecimento da resisténcia microbiana (CHENG et al., 2017).

3.3.1.2. Grupo funcional 2

O grupo funcional 2 (Figura 3), que corresponde a classe molecular A, representa o
grupo com maior numero de serinas-pB-lactamases identificadas capazes de hidrolisar a maior
parte dos antibioticos B-lactamicos (BUSH, 2013a; BUSH; JACOBY, 2010). Em geral, essas
enzimas sdo suscetiveis a acdo de inibidores utilizados na clinica, como avibactam, clavulanato,
sulbactam e tazobactam (BONOMO, 2016). Entre as enzimas desse grupo funcional, as [-
lactamases de espectro-estendido (ESBLS) e serinas carbapenemases destacam-se como grave
problema de satde publica pela capacidade de hidrolisar quase todos os antibidticos f-
lactamicos (BUSH, 2013a).

As ESBLs, como por exemplo CTX-M, SHV e TEM-variantes e alguns tipos de OXA,
sdo capazes de hidrolisar penicilinas, cefalosporinas de primeira a quarta geracdo e
monobactamico (aztreonam) e ja foram isoladas de diversas espécies de interesse clinico como

Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Enterobacter cloacae,
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Citrobacter freundii, Proteus mirabilis, Salmonella enterica e Morganella morganii.
(MOXON; PAULUS, 2016; POIREL; FERNANDEZ; NORDMANN, 2016; SHAIKH et al.,
2015). Em virtude da troca génica, principalmente de plasmideos com genes codificadores de
ESBLs, as bactérias da familia Enterobacteriaceae produtoras dessas enzimas também podem
expressar resisténcia a multiplas classes de antibioticos, uma vez que outros genes de resisténcia
podem ser transmitidos juntamente com os genes das enzimas ESBLs (JASPER et al., 2015;
VAIDYA, 2011). Dentro dessa perspectiva, um estudo conduzido em Dhaka, Bangladesh,
identificou a producdo de ESBLs em 1.113 isolados bacterianos de diversas amostras clinicas
e verificaram resisténcia destes a antibioticos B-lactdmicos, bem como a amicacina,
gentamicina, ciprofloxacina, sulfazotrim, levofloxacina e colistina, concluindo que existem
poucas opc¢des terapéuticas para o tratamento de infec¢bes bacterianas produtoras de ESBLS
(JOBAYER et al., 2017). Sendo assim, é de relevancia a identificacdo de ESBLs ndo somente
para a determinacdo da antibidticoterapia mais viavel, mas também para evitar a disseminagdo
da resisténcia (AL-BAYSSARI et al., 2015).

Ainda pertencente ao grupo funcional 2 (Figura 3), e classe molecular A, encontram-se
as serinas carbapenemases que podem ser codificadas cromossomicamente (ex.. SME), por
plasmideos (ex.: KPC) ou ambos (ex.: IMI) (NAAS; DORTET; IORGA, 2016). Essas enzimas
possuem a capacidade de hidrolisar diversos antibioticos p-lactdmicos como 0s
carbapenémicos, penicilinas, cefalosporinas e 0 monobactdmico aztreonam, sendo inibidas
parcialmente pelo acido clavulanico e tazobactam (BUSH; JACOBY, 2010; BUSH; JACOBY;
MEDEIROS, 1995). A disseminacdo das carbapenemases do grupo 2 entre as enterobactérias
¢ preocupante visto que estdo presentes em diversos agentes patogénicos causadores de
infeccbes nosocomiais e pela hidrdlise também de cefalosporinas de espectro expandido
utilizada para o tratamento dessas infeccbes (NORDMANN; NASS; POIREL, 2011). As
primeiras serinas carbapenemases foram reconhecidas durante a década de 1980, ganhando
maior destaque com a descoberta das enzimas KPC, em 1996, e com sua disseminagdo mundial
a partir da década de 2000 (YIGIT et al., 2001).

O primeiro reporte da enzima KPC foi em uma cepa de Klebsiella pneumoniae isolada
em um hospital da Carolina Norte, Estados Unidos, em 1996 (YIGIT et al., 2001). Apos a
descoberta, isolados positivos para KPC foram detectados em hospitais da cidade de Nova
York, Estados Unidos, entre os anos de 1997 e 2001 (BRADFORD et al., 2004). Os isolados
produtores de KPC sédo considerados endémicos em diversos paises da América como Estados
Unidos, Coldmbia, Argentina e Brasil. Na Europa, Grécia e Italia sdo consideradas paises

endémicos e outros paises como Franga e Espanha apenas com relatos esporadicos e alguns
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casos ligados a importagdo de pacientes de areas endémicas. Em outras regides do mundo, Israel
e China s&o considerados paises endémicos, diferentemente da india, Australia, Nova Zelandia
e Africa com casos esporadicos (MUNOZ-PRICE et al., 2013). No Brasil, o primeiro relato da
enzima KPC envolveu a identificacdo da enzima KPC-2 em quatro isolados de Klebsiella
pneumoniae em uma unidade de terapia intensiva na cidade de Recife. Concomitantemente ao
isolamento da enzima KPC-2, foram identificadas outras enzimas j3-lactamases como TEM-1,
SHV-11 e CTX-M-2 apresentando resisténcia a diversos antibioticos (MONTEIRO et al.,
2009). Mais recentemente, foi identificado in vivo a transferéncia do gene blakpc-2 entre as
espécies Klebsiella pneumoniae e Enterobacter cloacae, indicando que a aquisi¢cdo da
resisténcia aos carbapenémicos por enterobactérias pode ocorrer durante a terapia (MARTINS
etal., 2017).

Nesse contexto, as carbapenemases tém ganhado relevancia por sua capacidade de
hidrolise dos antibioticos B-lactamicos em geral. A preocupagdo com essa enzima € aumentada
com a expressdo conjunta de outras B-lactamases com eficiéncia catalitica para cefalosporinas
e penicilinas, em uma mesma bactéria. Bem como as enzimas ESBLSs, as carbapenemases mais
efetivas na hidrolise dos antibidticos podem ser transferidas em conjunto com outros
mecanismos de resisténcias o que confere resisténcia a quase todas as classes de antibidticos
utilizados no tratamento de infecgdes. Assim, os antibidticos aminoglicosideos e as
fluoroquinolonas sdo os mais afetados por essas agOes bacterianas, reduzindo as opgoes
terapéuticas, uma vez que esses antimicrobianos sdo empregados para o tratamento de infeccdes
causadas por diversas espécies de Gram-negativas (BUSH, 2013b).

No grupo funcional 2d (Figura 3), correspondente a classe molecular D de Ambler,
encontram-se as serinas-f-lactamases conhecidas como OXA, denominacao esta que se refere
ao fato de que as primeiras enzimas desse grupo a ser identificadas possuiam capacidade
expandida de hidrolisar a penicilina oxacilina, logo adotou-se o prefixo OXA para a
denominacdo de todas as enzimas desse grupo funcional (ANTUNES; FISHER, 2014; BUSH,;
JACOBY; MEDEIROS, 1995). Essas enzimas sdo frequentemente isoladas de bacilos gram-
negativos tanto de origem cromossdmica gquanto de elementos genéticos moveis, tal qual os
plasmideos (EVANS et al., 2014; POIREL; NAAS; NORDMANN, 2010). Atualmente existem
aproximadamente 500 enzimas descritas de acordo a estrutura e atividades hidroliticas frente
aos B-lactdmicos, e algumas sdo restritas a algumas espécies bacterianas, tais como OXA-23, -
40, -58, -143 e -235 que sdo encontradas nas bactérias do género Acinetobacter; OXA-198
restrita a Pseudomonas aeruginosa; e OXA-48 presente em bactérias da familia
Enterobacteriaceae (BOGAERTS et al., 2017; LAHEY, 2017).
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O primeiro isolado de OXA-48 foi em uma cepa de Klebsiella pneumoniae
multirresistente na Turquia, em 2001 (POIREL et al., 2004). A partir dessa identificacdo
enzimas semelhantes foram identificadas, passando a integrar o grupo OXA-48 (ex.: OXA-54,
-162, -245, entre outras) (ANTUNES; FISHER, 2014). Entre as OXA-48 existem as que de fato
possuem atividade hidrolitica frente a penicilinas e carbapenémicos (OXA-244, -245, -370, e
outras) e variantes sem qualquer atividade contra os carbapenémicos, mas apresentando
atividade frente as cefalosporinas de espectro estendido (OXA-405, e outras) (DORTET et al.,
2015; SAMPAIO et al., 2014; OTEO et al., 2013). Recentemente, a enzima OXA-372, ndo
relacionada ao grupo OXA-48, foi identificada em um isolado de Citrobacter freundii oriundo
de esgoto hospitalar indicando a possibilidade da existéncia de outras enzimas OXA presentes
em enterobactérias (ANTONELLI et al., 2015).

3.3.1.3. Grupo funcional 3

Diferentemente dos grupos funcionais anteriormente citados que utilizam a serina como
sitio para a hidrolise dos antibioticos, no grupo funcional 3 (Figura 3), correspondente a classe
B de Ambler, encontram-se as carbapenemases denominadas de metallo-p-lactamases (MBLS)
que necessitam de pelo menos um cofator metalico (ion de Zn?*) para exercer a atividade
hidrolitica em todos os antibioticos B-lactamicos, exceto o aztreonam, sendo expressadas por
genes presentes em plasmideos ou cromossomos (ROTONDO; WRIGHT, 2017; BONOMO,
2016). Pela dependéncia de ions metalicos para realizar a atividade catalitica nos B-lactdmicos,
as MBLs sdo inibidas por agentes quelantes metalicos, como 0 EDTA (ROTONDO; WRIGHT,
2017). A enzima IMP-1, de atividade catalitica frente ao imipenem, foi a primeira MBL a ser
descoberta em 1991 e até os dias atuais mais de 50 enzimas variantes foram relatadas (MOJICA;
BONOMO; FAST, 2016).

A nivel molecular, as MBLs s&o divididas em trés subclasses de acordo com a estrutura
e aminoécidos ligados ao ion Zn?*. Na subclasse B1 as principais enzimas s&o as IMP, VIM,
SPM-1; na subclasse B2 as CphA e Sfh-1; e B3 as FEZ-1 e CAU-1. Diferentemente da
subclasse B2 que possui apenas um ion de zinco divalente, as subclasses B1 e B3 possuem dois
ions de zinco divalente para atividade catalitica dos substratos (BUSH, 2013c; GARAU et al.,
2004). Em 2009 foi reportado a existéncia de uma nova enzima denominada de New Delhi
Metallo-B-lactamase, NDM-1, na india, estruturalmente diferente, com apenas 32,4% de
similaridade com outras enzimas MBLs da subclasse B1, surgindo entdo uma divisdo nesta
subclasse, denominada de Blb (YONG et al.,, 2009). Apesar do gene blanpwm-1 ter sido
identificado primeiramente em um isolado de Klebsiella pneumoniae como relatado por Yong
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et al. (2009), a disseminacdo de genes entre espécies bacterianas é rapida, posto que j& foram
detectados o referido gene em outras espécies de bactérias da familia Enterobacteriaceae, bem
como em Acinetobacter baumannii e Pseudomonas aeruginosa (LU et al., 2017; RAHMAN et
al., 2017; AN et al., 2016).

3.5. Bacteérias Resistentes em Matrizes Ambientais: Esgoto Hospitalar e Urbano

Diversos estudos mostram a capacidade de &guas de rios, aguas costeiras e
principalmente esgotos funcionarem como reservatorios e favorecerem o desenvolvimento de
bactérias e genes de multirresisténcia aos antibidticos, bem como a disseminacdo e
contaminacdo ambiental (AUGUET et al., 2017; MONTEZZI et al., 2015; RODRIGUEZ-
MOZAZ et al., 2015; RIZZO et al., 2013). Nesse contexto, 0s esgotos urbanos e principalmente
0s hospitalares destacam-se por conter antibidticos parcialmente metabolizados em decorréncia
da excrecdo de materiais bioldgicos tanto humano quanto animal e ampla diversidade
microbiolégica (AMADOR et al., 2015; CAl; JU; ZHANG, 2014).

Os primeiros estudos que verificaram a presenca de bactérias e perfis de resisténcia em
esgotos datam da década de 1980. Os autores pesquisaram a resisténcia a multiplos antibioticos
e transferéncia de resisténcia a gentamicina em enterobactérias e Pseudomonas spp. proximas
ao Rio Danubio, na Alemanha em 1984. Evidenciaram a transferéncia de determinantes de
resisténcia entre as espécies, principalmente frente ao B-lactamicos. Naquela época ja inferiram
gue esgotos e aguas de corregos poderiam funcionar como reservatorios de estirpes resistentes
com capacidade de transferéncia desses determinantes (KRALIKOVA: KRCMERY;
KRCMERY, 1984).

Bactérias sem e com genes de resisténcia estdo presentes nos esgotos e podem adquirir
genes de resisténcia por trés vias, principalmente: a) transformacéao, onde a bactéria interioriza
fragmentos de materiais genéticos moveis com genes de resisténcia, integrando-os em seu
cromossomo; b) transdugéo, onde um bacteriofago insere seu material genético (DNA ou RNA)
com genes de resisténcia; e ) conjugacdo, onde uma bactéria duplica o plasmideo portador de
genes de resisténcia e, através do pilus sexual, transfere tais genes para a bactéria, até entdo,
sensivel (KARKMAN et al., 2018). A Figura 4 ilustra os mecanismos de transferéncia e

aquisicao de genes de resisténcia por bactérias em esgotos.
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Figura 4. Mecanismos de aquisicdo de genes de
resisténcia por bactérias em esgoto.

Fonte: KARKMAN et al., 2018.

Mais recentemente, Moura et al. (2012) verificaram a ocorréncia de bactérias,
resisténcia aos antibidticos e diversidade de integrons e cassetes em enterobactérias e
Aeromonas spp. isoladas de esgoto urbano de uma ETE, em Ermesinde, Portugal, no ano de
2007. Diversas espécies de Aeromonas spp. foram isoladas, bem como Enterobacter spp.,
Klebsiella oxytoca e Shigella spp. e apresentaram concomitantemente positividade para
integrons e maior frequéncia de resisténcia a ampicilina, cefalotina, eritromicina e acido
nalidixico, entre outros. Com a descoberta de novos de cassetes, 0s autores sugerem gue 0S
esgotos podem favorecer a formacéo de novos cassetes genéticos, elementos méveis geralmente
associados a resisténcia antimicrobiana.

Um estudo realizado na cidade de Olsztyn, na Poldnia, investigou a prevaléncia de
bactérias da familia Enterobacteriaceae produtoras de enzimas ESBL em esgotos de trés
hospitais de diversas alas hospitalares (laboratorios, urologia, cardiologia, servicos de dialises
e quimioterapias, entre outras). Ao isolarem 310 enterobactérias, verificaram que a maioria
apresentou resisténcia as cefalosporinas: 95,2% eram resistentes a cefotaxima, 81,6% a
ceftazidima e 73,5% a cefpodoxima. Noventa e um isolados possuiam genes de enzimas ESBL,
onde blactx-m foi 0 de maior prevaléncia (54,9%), seguido de blasnv e blatem. Verificaram
ainda que as bactérias Escherichia coli e Citrobacter freundii foram com maior positividade

para enzimas ESBL e correlagdo significante entre o consumo de antibidticos em cada hospital
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e incidéncia de isolados de ESBL nos esgotos hospitalares (KORZENIEWSKA; HARNISZ,
2013).

Amador et al. (2015) verificaram a contribuicdo de esgotos de origem hospitalar e
urbana para a disseminacao de resisténcia aos antibioticos nas aguas residuais tratadas no Rio
Mondego, Coimbra, Portugal. A presenga de Enterobacteriaceae foi investigada, bem como a
multirresisténcia ¢ a produgdo de P-lactamases das Classe A e Classe C. Os resultados
mostraram elevada resisténcia aos antibioticos B-lactamicos ampicilina, cefoxitina, amoxicilina
clavulanato, cefotaxima, aztreonam, cefpirome, ceftazidima, entre outros antibioticos de outras
classes, apresentando sensibilidade apenas ao cloranfenicol e a gentamicina. Quanto a producgéo
enzimatica, 51,9% dos isolados foram positivos para ESBL, 44,4% para AmpC e 35,2% para
ambos, e 0s genes mais prevalentes de ESBL foram blaoxa e blatem com 33,3% e 24,1%,
respectivamente, e do grupo AmpC foram blaesc (38,9%) e blarox (1,9%). Verificaram que a
incidéncia de bactérias resistentes a maltiplos antibidticos € maior em esgoto de origem
hospitalar com relacdo ao esgoto de origem urbana e, portanto, representam a contribuicdo de
maior significancia para a disseminacao de bactérias resistentes.

Rdderova et al. (2016), na Republica Checa, investigaram a presenca de bactérias
resistentes no esgoto hospitalar, com foco em bactérias produtoras de enzimas ESBL e AmpC
e genes de resisténcia a fluoroquinolonas (qnr). Verificaram maior prevaléncia de Citrobacter
freundii, Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae. Quanto ao teste de sensibilidade aos
antibidticos, encontraram elevada resisténcia as cefalosporinas de terceira geracdo (61,9% a
ceftazidima e 57,1% a cefotaxima), a tetraciclina (96,7%), ciprofloxacina (86,7%) e
gentamicina (80%), e a identificacdo enzimatica revelou alta frequéncia das enzimas TEM,
SHV, CTX-M e do gene gnrB, que confere resisténcia as fluoroquinolonas. Ademais, 0s autores
detectaram dois isolados idénticos de Klebsiella pneumoniae, um do cateter urinario de um
paciente e outro no esgoto, evidenciando a disseminacdo de bactérias resistentes de origem
hospitalar através de aguas residuérias.

Em 2017, Daoud et al. (2017) avaliaram a ocorréncia e 0s mecanismos de resisténcias
de bacilos gram-negativos em ETEs de dois hospitais no Libano. Para tal, o teste de
sensibilidade aos antibioticos de diversas classes foi empregado, bem como a detecgdo de
enzimas dos grupos ESBL, AmpC, MBL, KPC. Resisténcia a diversas classes de antibioticos
foi observada, entre elas as penicilinas, monobactamico, aminoglicosideos, entre outros. De
ambos 0s hospitais, todos os isolados de Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae eram
produtores de ESBLs, as enzimas AmpC estavam presentes em 25% e 28,9%, respectivamente,

e blactx-m foi o gene codificador de B-lactamase de maior prevaléncia (88,2%), seguido de
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blaoxa, blaskv e blatem. Quanto as MBLs, o Unico gene identificado foi blanom-1 em dois
isolados de Enterobacter cloacae.

3.5.1. Cenario Brasileiro

No Brasil, o primeiro estudo que investigou bactérias em esgoto foi realizado na cidade
de Rio de Janeiro, em 1984, que pesquisou a diversidade de espécies de Salmonella e a
sensibilidade aos antibidticos. O estudo conduzido por Vinhas e Almeida (1984) identificou a
Salmonella typhimurium e Salmonella agona como 0s sorotipos mais prevalentes e com perfil
de resisténcia a ampicilina (92%), cloranfenicol (76%), gentamicina (84%), estreptomicina
(96%), tetraciclina (76%), sulfazotrim (84%) e acido nalidixico (52%). Verificaram ainda que
duas cepas com padrdo de resisténcia a estreptomicina e tetraciclina eram colicinogénicas,
substancia toxica que é liberada para 0 meio extracelular para reduzir a competitividade com
outras cepas bacterianas (VINHAS; ALMEIDA, 1984).

Com final da década 2000 até a presente data, prevalecem os estudos com esgoto
hospitalar em relacdo ao esgoto urbano, em cidades metropolitanas. No ano de 2006, na cidade
de Rio de Janeiro, encontraram isolados de Klebsiella pneumoniae produtoras de enzimas
ESBL (46,5%) em diferentes pontos de amostragem de uma ETE pertencente a um hospital,
com ampla resisténcia as cefalosporinas e gentamicina. No referido hospital, a ETE utiliza o
reator anaerobico de fluxo ascendente (RAFA) para tratamento dos efluentes e concluiram que
este processo de tratamento nao foi eficiente para a eliminacdo desses patdgenos, evidenciando
a necessidade de outros processos pos-tratamento de desinfec¢do com finalidade de minimizar
0s impactos das aguas residuais nos corpos hidricos receptores e a disseminacdo de genes de
resisténcia no meio ambiente (PRADO et al., 2008).

Chagas et al. (2011) investigaram a diversidade bacteriana, bem como o perfil de
resisténcia e B-lactamases em Gram-negativas isoladas de esgoto hospitalar no Rio de Janeiro.
Diversas espécies bacterianas foram identificadas como Klebsiella spp., Aeromonas spp.,
Acinetobacter spp., Enterobacter spp., Shigella spp., Escherichia spp., Leptospira spp., entre
outras. O antibiograma mostrou que os antibio6ticos cefalotina, sulfazotrim, ciprofloxacina,
cefotaxima, cefoxitina, amicacina, ceftazidima foram o0s que apresentaram menores taxas de
susceptibilidade, enquanto os carbapenémicos apresentaram maiores porcentagens de
sensibilidade. Aproximadamente 44% de 221 isolados eram produtores de enzimas ESBL,
sendo a Klebsiella pneumoniae de maior prevaléncia (39,2%), com identificacdo dos genes

blactx-m, blatem € blasky. A identificacdo concomitante dos trés genes foi verificada em 23%
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dos 97 isolados positivos para ESBL, evidenciando a diversidade de mecanismos de existentes
em uma mesma bactéria.

Diversos estudos foram realizados na cidade metropolitana de Rio de Janeiro pela
densidade populacional atendida nos hospitais e pelo volume de esgoto bruto e tratado
descarregado em areas de recreacdo, como a Baia de Guanabara (MONTEZZI et al., 2015).
Nesse sentido, um estudo realizado em &guas costeiras da Baia de Guanabara identificou
especies como Klebsiella spp., Enterobacter spp., Aeromonas spp., Citrobacter sp., e Kluyvera
spp. produtoras de B-lactamases como blakprc-2, blaces, blatem, blasnv e blactx-m e com perfil
de resisténcia a cefotaxima (77,8%), cefepima (50%), gentamicina (27,8%), amicacina (27,8%)
e ciprofloxacina (5,6%). Assim como 0s esgotos, as aguas costeiras podem representar
reservatorios e vetores de microrganismos multirresistentes em locais com déficits de
saneamento ambiental, com capacidade de disseminacdo da resisténcia na comunidade
(MONTEZZI et al., 2015).

Mais recentemente, Conte et al. (2017) desenvolveram um estudo na cidade de Curitiba,
Parana, que visaram identificar bacilos gram-negativos e B-lactamases em esgoto hospitalar,
urbano e em agua superficial proximo ao Rio Iguacu. Em todos os sitios de amostragem foram
encontradas bactérias como Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Klebsiella oxytoca, com
producdo de enzimas SHV, CTX-M e GES, bem como determinantes de resisténcia a
ciprofloxacina. Destacaram a resisténcia multifatorial bacteriana presente no meio ambiente e
0 uso de antimicrobianos em diversos segmentos antropicos que contribuem para o surgimento
e propagacdo de genes de resisténcia no meio ambiente, tornando-o em um reservatorio natural.

Visto o potencial contaminante dos esgotos, estes devem ser coletados e encaminhados
para Estacdes de Tratamento de Esgoto (ETESs) antes de ser lancados em um curso hidrico
receptor (lagos, cérregos, rios), com finalidade de remover a matéria organica, quimicos, e
reducdo e/ou inviabilizacdo de organismos patogénicos causadores de doencas em humanos
(VON SPERLING, 2005). Quanto aos esgotos de origem hospitalar, as unidades de salude
constantemente geram efluentes que, por vezes, requerem tratamento e destinacdo apropriada
(EMMANUEL et al., 2005). No entanto a legislacdo brasileira, Resolugdo RDC 50 de 21 de
fevereiro de 2002, que dispde sobre o regulamento técnico para planejamento, programacéo,
elaboracdo e avaliacdo de projetos fisicos de estabelecimentos assistenciais de saude (EAS), da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), determina que se a regido onde esta a
EAS possuir coleta publica e tratamento de esgoto, 0 esgoto resultante desses servi¢os pode ser

lancado na rede coletora sem qualquer tratamento.
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No Brasil, os efluentes tratados devem estar dentro dos parametros prescritos pelas
Resolugdes n° 357, de 17 de marco de 2005, e n° 430 de 13 de maio de 2011, do Conselho
Nacional do Meio Ambiente (CONAMA, 2011), que dispde sobre as condi¢des e padrbes de
lancamento de efluentes em corpos hidricos. Nessa perspectiva, existem diversos métodos de
tratamento de esgoto que envolvem processos fisicos, quimicos e bioldgicos, como a lagoa de
estabilizacdo, reator anaerdbico de fluxo ascendente (RAFA/UASB), lodos ativados, entre
outros (CESAN, 2013).

Embora o papel das ETEs seja de promover a desinfeccdo e interromper o ciclo
infectocontagioso de diversas doengas, as ETES recebem esgotos de diversas fontes e bactérias
de diferentes ambientes, bem como antibioticos advindos das excretas humanas (AMADOR et
al., 2015; CAl; JU; ZHANG, 2014; LANGERGRABER, 2013). Portanto, os esgotos e as ETES
representam um reservatorio e biorreator de materiais genéticos de resisténcia, favorecendo a
transferéncia e o desenvolvimento da resisténcia, bem como contribuir para sua disseminagédo
ambiental e contaminacédo de corpos hidricos receptores de efluentes tratados (AUGUET et al.,
2017; GIEBULTOWICZ et al., 2017; RIZZO et al., 2013).

Partindo do pressuposto da existéncia de bactérias multirresistentes aos antibiéticos no
esgoto hospitalar e ETES, reitera-se a significancia da realizacdo de estudos nessas matrizes a
fim de verificar a contribuicdo destas para a contaminacdo de aguas superficiais locais e 0
potencial risco a populacdo e meio ambiente, bem como para contribuir com o monitoramento

e epidemiologia sobre genes de resisténcia a antibioticos.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Local de Estudo e Amostragem

A cidade de Ribeirdo Preto esta localizada na regido nordeste do Estado de S&o Paulo,
com populacao estimada em 694.534 habitantes, distribuidos em um perimetro de 650,916 km?
(IBGE, 2018). Ribeirdo Preto possui um hospital de grande porte (HGP), localizado na zona
oeste da cidade, que presta servicos de apoio, especializado e de diagnostico. Uma das unidades
do referido hospital possui estrutura de 162.773,27m? de area construida, 727 leitos e um
subtotal de 678.091 atendimentos (procedimentos e consultas) no ano de 2017 (ultimo relatério
emitido) (HCFMRP, 2017). Seguindo normas da RDC 050/02 (ANVISA, 2002), o hospital
descarta todo o esgoto gerado no sistema coletor da cidade que é levado para Estacdo de
Tratamento de Esgoto (ETE) Ribeirdo Preto.

A Ambient — Servicos Ambientais de Ribeirdo Preto S. A. tem como objetivo de
construir, operar e manter o sistema de tratamento de esgoto das duas ETEs de Ribeirdo Preto,
ETE-Caicara e ETE-Ribeirdo Preto. A ETE-Ribeirdo Preto trata 84% do esgoto gerado no
municipio pela tecnologia de lodos ativados. O tratamento de esgoto por esta tecnologia é
amplamente utilizado mundialmente e consiste em um processo estritamente bioldgico, onde o
esgoto € submetido a uma populacdo de microrganismos que, na presenca de oxigénio
dissolvido, depuram a matéria organica. Esta técnica confere algumas vantagens como: pouca
area necessaria para implantacdo do sistema de tratamento; maior eficiéncia no tratamento; e
maior flexibilidade de operacdo. No entanto demanda altos custos, operadores especializados e
andlises laboratoriais diarias (CASAN, 2017). Apés o tratamento a disposicdo final dos
efluentes tratados € no Cérrego Ribeirdo Preto com desague no Rio Pardo, em Ribeirdo Preto
(AMBIENT, 2017). O Rio Pardo tem sua nascente no municipio de Ipuitna, MG, e confluéncia
com o Rio Grande, SP, ap0s percorrer 550km. A maior extensdo deste rio (84%) esta no Estado
de S&o Paulo, onde cidades o utilizam como fonte de abastecimento publico de agua e para
recreacdo de contato primario, como clubes recreativos e praias de agua doce (SIGRH, 2017,
FREGONESI, 2017).

Durante o periodo de Abril a Setembro de 2018, amostras de esgotos foram coletadas
do HGP e da ETE-Ribeirdo Preto. No HGP, as amostras de esgotos foram coletadas em trés
caixas de inspecdo que interceptam o esgoto dos ambulatorios, enfermaria e juncdo/saida dos
efluentes, excetuando os da lavanderia. Na ETE-Ribeirdo Preto, amostras de esgoto foram
coletadas caixa de entrada e apds o tratamento (saida do decantador secundario). As amostras

(100 mL) foram coletadas em frascos de vidro com auxilio de um instrumento para coleta
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desenvolvido, sendo entdo encaminhadas ao Laboratorio de Ecotoxicologia e Parasitologia
Ambiental da Escola de Enfermagem de Ribeir&o Preto, Universidade de S&o Paulo.

4.2. Isolamento e Identificacdo Bacteriana

O isolamento de bacilos gram-negativos foi por meio da semeadura de 10uL das
amostras em meios seletivos 4gar MacConkey (indicado para bacilos gram-negativos), agar
Salmonella-Shigella, agar Cetrimide (meio seletivo para isolamento de Pseudomonas
aeruginosa) e TCBS (indicado para o isolamento de Vibrio spp.), seguido de repique para

isolamento, apds 24 horas de incubacéo (Figura 5).

Figura 5. Isolamento de bactérias de esgoto
hospitalar e comunitario.

Foto: Zagui (2018). Laboratério de Ecotoxicologia e
Parasitologia Ambiental, EERP, USP.

Previamente a identificacdo, as bactérias foram testadas quanto a oxidase para
determinacdo de qual sistema de identificacdo bioquimico utilizar. As bactérias que
apresentaram negatividade para a oxidase foram submetidas a identificacdo pelos sistemas
Bactray® | e Il (Laborclin). As bactérias positivas para oxidase foram identificadas pelo sistema
Bactray® 111 (Laborclin). Cada sistema possui 10 testes bioquimicos, os quais estéo descritos a

seguir com seus respectivos principios fisico-quimicos (Tabela 1).
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Tabela 1. Principios fisico-quimicos dos testes bioquimicos utilizados para a identificacdo
bacteriana pelos sistemas Bactray® I, 11 e Il1.

Principios fisico-quimicos

Testes Bactray |
ONPG A hidroélise da' B-galactosidase (o-nitrofenol-p-d-galacto-piranoside) para galactose na
presenca do o-nitrofenol desenvolve cor amarela.
Arginina Arginipa dehidrolase_transforma a arginina em citrulina e at_‘nﬁnia. Isto ocasiona uma
dehidrolase elgvagao do pH do sistema com a consequente mudanca do indicador de amarelo para
plrpura.
Lisina Lisina descarboxilase transforma a lisina num composto basico de amina primaria

descarboxilase

Ornitina
descarboxilase

(cadaverina) e CO,. Esta amina produz uma elevacdo do pH do sistema com a consequente
mudanga do indicador de amarelo para parpura.
Ornitina descarboxilase transforma a ornitina num composto basico de amina primaria
(putrescina) e CO,. Esta amina produz uma elevacéo do pH do sistema com a consequente
mudanca do indicador de amarelo para purpura.
O sulfeto de hidrogénio é produzido pela hidrolise enzimética do tiossulfato. Na presenca

b do citrato férrico forma um precipitado negro.
Ureia A urease hidrolisa enzimaticamente a ureia com producdo de amonia e COx.
Este é um teste para verificacdo da producdo de acetoina, produto este intermediario da
VP degradacédo da glicose. Sua presenca € indicada pela cor vermelha ou rosa, formada pela
reacdo do complexo hidroxido de potassio e alfa naftol.
PD A desaminagcdo da fenilalanina, produzida pelo &cido fenil piravico, forma uma cor verde na
presenca de cloreto férrico.
Indol A metabolizagdo do triptofano pela triptofanase resulta na produgdo de indol formando um
complexo de cor rosa ou vermelho com o reagente de Kovac's.
Citrato Consiste na utilizacdo de 9itrato como Unica fonte de carbono, o qual quando metabolizado,
resulta num produto alcalino de coloracdo azul ou verde azulado.
Bactray Il
Consiste na utilizacdo de malonato como Unica fonte de carbono, o qual quando
Malonato : : x
metabolizado, resulta num produto alcalino de coloracéo azul ou verde azulado.
Rhamnose
Adonitol
Salicina
Arabinose . R . . x L
Inositol Cor_15|ste na utilizacdo de carboidratos com a concomitante producdo de acido, mudando o
. indicador de azul para amarelo.
Sorbitol
Sacarose
Manitol
Rafinose
Bactray 111
Cetrimide Crescimento indica tolerancia para cetrimide.
Acetamida S A - -
Malonato A ut|_I|z_a(;a9 destas s_ubstanuas como unica fonte met_abqllca de carbono, produz a
Citrato alcalinizacdo do meio. Uma elevacdo do pH muda o indicador de verde para azul.
A utilizagdo de carboidratos resulta na producéao de acido, mudando o indicador (vermelho
Maltose .
de fenol) de vermelho para amarelo, ou amarelo-alaranjado.
Esculina A hidrdlise da esculina é detectada pelo citrato férrico amoniacal, formando um precipitado
negro.
- A arginina dehidrolase transforma a arginina em citrulina e aménia. Isto ocasiona uma
L-Arginina = . S .
elevagdo do pH do sistema, mudando o indicador de amarelo para alaranjado ou vermelho.
Controle Esta provaserve de b_ra_nco para leitura _da a_rginin_a. Observe a coloracéo Qeste controle. Casq
(arginina) a cor obtida na arginina seja de maior intensidade (vermelho, laranja ou rosa), esta é
considerada positiva.
Ureia A_hid_r()lise enzimatica da ureia pela urease resulta na producéo de aménia e CO2, mudando
o indicador para vermelho.
Indol A desagregacdo (metabolizacdo) do triptofano pela triptofanase resulta na producdo de

indol, formando um complexo de cor rosa para vermelho com o reagente de Kovac's.

Fonte: Sistema de identificacio Bactray® (Laborclin).
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Para a inoculagcdo nos sistemas bioquimicos foi feito uma suspensao da bactéria a ser
identificada (1mL) semelhante a turvacdo 0,5 da Escala McFarland, sendo adicionado 100pL
da suspenséo em cada poco com o teste bioquimico. A seguir € apresentado os kits Bactray apds
24 horas de incubacdo em camara Umida para avaliacdo da positividade/negatividade das provas
bioguimicas (Figura 6).

Figura 6. Kit Bactray® I, 1l e Il
(Laborclin) para identificacdo bioquimica
de bacilos gram-negativos.

ey =R " Y
— B e BB .

[ S S
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Foto:  Zagui  (2018).  Laboratério de
Ecotoxicologia e Parasitologia Ambiental, EERP,
USP.

As provas bioquimicas, cuja positividade € determinada pela coloracdo, foram
transferidas para o software de identificacdo bacteriano do fornecedor dos kits. A seguir (Figura

7) é exemplificado a identificacdo bacteriana utilizando os sistemas Bactray® | e 11 (Laborclin).

Figura 7. Sistema de identificacdo de bacilos gram-negativos pelo kit Bactray®
(Laborclin): A) Bactray I. B) Bactray II.
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Nota-se que com as provas bioquimicas positivas contidas no Bactray | foi apresentado
diversos microrganismos com seus respectivos percentuais, sendo a bactéria Enterobacter
absuriae de maior probabilidade (44,97%). Nesses casos a utilizacdo do Bactray Il é necessaria
para complementar a caracterizacdo bioquimica da bactéria oxidase negativa e posterior
identificacdo, uma vez que se admite a identificagdo como satisfatéria quando o percentual for
superior a 80%. Exportando o resultado para o Bactray Il e adicionando as provas positivas do
mesmo, o resultado aponta como boa identificacdo de Klebsiella pneumoniae com percentual
de 94,19%.

Para o controle de qualidade e plenitude dos resultados da identificacdo bacteriana, as
bactérias padrdo Escherichia coli ATCC 25922 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

foram submetidas ao teste de oxidase e posteriormente a identificacdo pelos kits Bactray®.

4.3. Teste de Sensibilidade aos Antibioticos

O antibiograma foi pela técnica de disco-difusdo em agar Mueller-Hinton padronizado
pelo Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI, 2017).

Colonias da bactéria isolada foram inoculadas em tubo contendo 5mL NaCl 0,9% até
atingir a turvacdo semelhante a 0,5 da Escala McFarland. Apds a suspenséo bacteriana estar
semelhante a turvagdo necessaria, um swab foi submergido por alguns segundos e pressionado
contra a parede do tubo para remocao do excesso de bactérias. Assim, foi feito a semeadura em
placas de Petri contendo Agar Mueller-Hinton em toda a superficie do meio. Este passo foi
repetido trés vezes girando a placa aproximadamente 60° a cada semeadura. Por fim, o swab foi
passado na extremidade da placa para garantir o crescimento homogéneo.

Assim que o inéculo foi absorvido pelo agar, discos de antibiéticos (Tabela 2) foram
distribuidos nas placas com o auxilio de uma pinc¢a flambada. As placas foram incubadas por

24 horas a temperatura de 37°C.
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Tabela 2. Antibi6ticos utilizados no Teste de Sensibilidade aos

Antibioticos em bacilos gram-negativos,

com as respectivas

concentracoes.
Grupo / Classe Antibiotico Concentracao
Amoxicilina 10 ug
Amoxicilina clavulanato  20/10 pg
Ampicilina 10 ug
Aztreonam 30 g
Cefepime 30 ug
B-lactamicos Cefotaxima 30 pg
Cefoxitina 30 ug
Ceftazidima 30 pg
Ertapenem 10 pg
Imipenem 10 pg
Meropenem 10 pg
Quinolonas Ciprofloxacina 5 ug
Sulfonamidas Sulfazotrim 25 ug
Aminoglicosideos Gentamicina 10 g
Tetraciclinas Tetraciclina 30 ug
Cloranfenicol Cloranfenicol 30 ug

Com auxilio de um paquimetro digital foi realizada a medicdo dos halos da inibicédo

(Figura 8) e posterior classificagdo como resistentes, resistentes intermediarias e sensiveis, de

acordo com as recomendagdes do CLSI (2017).

Figura 8. Teste de sensibilidade aos antibi6ticos pelo

Foto: Zagui
Parasitologia Ambiental, EERP, USP.

(2018).

Método de Disco-Difusdo em agar Mueller-Hinton.

Laboratorio de Ecotoxicologia e
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4.4. Detec¢do de Fenotipica de Bactérias Produtoras de B-Lactamases

4.4.1. Deteccao Fenotipica de Bactérias Produtoras de ESBL

O teste de detecc¢éo fenotipica de B-lactamase de espectro-estendido foi realizado pelos
Teste de Sinergia de Disco Duplo (DDST) e Teste de Disco Combinado (TDC) com acido
clavulanico, de acordo com as normas do Clinical Laboratory Standards Institute e European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (CLSI, 2017; EUCAST, 2017).

Para tal, uma suspensao da bactéria com turvacao semelhante a 0,5 da Escola McFarland
foi preparada e semeada em uma placa de Petri contendo 4gar Muller-Hinton, assim como no
TSA. Um disco de amoxicilina clavulanato (20/10pg) foi disposto no centro da placa e a 20mm,
em quatro dire¢bes, um disco de aztreonam (30ug), cefepime (30ug), cefotaxima (30ug) e
ceftazidima (30pg) (Figura 9). As placas foram incubadas em estufa por 24 horas, a temperatura
de 37°C. No DDST, a bactéria foi considerada como potencial produtora de ESBL quando
houve aumento da zona de inibi¢do (zona fantasma) em torno de qualquer um dos discos de
antibioticos na diregdo do disco de amoxicilina contendo acido clavulanico (inibidor de B-

lactamases de espectro estendido).

Figura 9. Teste fenotipico positivo para deteccdo de
[B-lactamases do grupo ESBL pelo Teste de Sinergia
de Disco Duplo

P o YK

§ S

Foto: Zagui (2018). Laboratério de Ecotoxicologia e
Parasitologia Ambiental, EERP, USP.
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Para o teste de disco combinado com &cido clavul@nico, uma suspensdo da bactéria teste
foi preparada, com turvagdo semelhante a 0,5 da Escola McFarland, e semeada em placa de
Petri contendo 4gar Mueller-Hinton. Um disco de cefotaxima (30ug) e ceftazidima (30ug) foi
disposto na placa, assim como um disco de cefotaxima (30ug) e ceftazidima (30ug) acrescido
de 10pL de acido clavulanico (10pg/mL). As placas foram incubas a 37°C por um periodo de
24 horas. A bactéria foi considerada como produtora de ESBL quando o tamanho do halo de
inibicdo referente aos discos de cefalosporinas com 4&cido clavulanico foi >5mm em
comparacdo ao tamanho do halo de inibicdo dos discos de cefalosporinas sem o acido

clavulanico (Figura 10).

Figura 10. Teste fenotipico positivo para deteccédo
de B-lactamases do grupo ESBL pelo Teste de
Disco Combinado.

Foto: Zagui (2018). Laboratério de Ecotoxicologia e
Parasitologia Ambiental, EERP, USP.

4.4.2. Deteccdo Fenotipica de Bactérias Produtoras Carbapenemases

As espécies bacterianas que apresentaram resisténcia/resisténcia intermediaria a um ou
mais carbapenémicos foram testados para a confirmagdo da producdo de AmpC e
Carbapenemases (KPC e Metallo-p-lactamase) de acordo com a Norma Técnica n® 01/2013 da
ANVISA (ANVISA, 2013).

Para tal, discos de carbapenémicos acrescidos com inibidores de B-lactamases (&cido
fenilboronico, cloxacilina e EDTA) foram utilizados. A solugdo de &cido fenilbordnico foi
preparada dissolvendo 240mg do &cido em 3mL de dimetilsulféxido (DMSQO) e 3mL em &gua
grau reagente. A cloxacilina foi preparada dissolvendo 750mg do referido inibidor em 10mL
de &gua grau reagente. A solucdo de EDTA foi preparada dissolvendo 1,869 de EDTA em 40mL
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de agua grau reagente, ajustando o pH para 7,5£0,1 com solucdo de NaOH 5M. Apoés a
preparagéo, 10pL de cada inibidor foi adicionado em discos de imipenem e meropenem.

Em uma placa de Petri (15 x 150 mm) foi semeada a bactéria que apresentou resisténcia
a pelo menos um carbapenémico. Apos a absorcao do inoculo no agar, discos de imipenem e
meropenem com e sem aditivos (&cido fenilborénico 40mg/mL, cloxacilina 75mg/mL e EDTA
0,1M) foram adicionados.

Isolados com diferenca de didmetro de halo de inibi¢do > 5 mm com acido fenilbor6énico
e cloxacilina, para qualquer um dos carbapenémicos, foram considerados produtores de AmpC
plasmidial. Isolados com diferenga de didmetro > 5 mm apenas para o acido fenilboronico em
relacdo ao disco sem o referido acido, seja imipenem ou meropenem, foi considerado
produtores das enzimas KPC. Isolados com didmetro > 5 mm para imipenem ou meropenem
com EDTA em relacdo ao carbapenémico sem o aditivo serdo considerados potenciais
produtores de metallo-p-lactamases (IMP, VIM, NDM).

Para as bactérias do grupo CESP (Citrobacter freundii, Enterobacter spp., Serratia spp.,
Providencia spp., Morganella morganii e Hafnia alvei) foram considerados apenas 0s
substratos imipenem e meropenem. Isolados com diferenga > 5 mm entre o diametro do halo
de inibicdo com disco de carbapenémico adicionado de EDTA em relacéo ao disco sem EDTA
foram considerados potenciais produtores de metallo-p-lactamases (IMP, VIM, NDM).

O teste Blue Carba foi utilizado para confirmar a producéo de Carbapenemases para 0s
isolados que apresentaram positividade no teste com os inibidores enzimaticos, anteriormente
descrito (PIRES; NOVAIS; PEIXE, 2013). Esse teste baseia-se na hidrolise do antibidtico
imipenem e pela mudanca do pH do meio que contém um marcador. A coloragdo azul-
esverdeado (inalterado) é considerado como prova negativa para a producéo de carbapenemase
e a coloracdo amarela indicando positividade (Figura 11).

Figura 11. Teste Blue Carba para a confirmacéo
fenotipica de enzimas Carbapenemases.

wr

Foto: Zagui (2018). Laboratorio Especial de Bacteriologia e
Epidemiologia Molecular, FCFRP, USP.
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4.5 Deteccdo Molecular de Genes de ESBL e Carbapenemases

As bactérias que apresentaram positividade para os testes de detecgdo fenotipica de B-
lactamases foram conservadas a -20°C em Caldo Brain Heart Infusion (BHI) acrescido de
glicerol 20% (v/v), para posterior analise molecular. A deteccdo molecular dos genes
codificadores das enzimas B-lactamases foi realizado pela Reagdo em Cadeia da Polimerase
(PCR). As referidas andlises moleculares foram realizadas no Laboratorio Especial de
Bacteriologia e Epidemiologia Molecular da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo
Preto/USP.

Para a extracdo de DNA foi feita uma suspensao turva de bactérias em 300uL de agua
deionizada em microtubo. Os tubos contendo a suspensédo bacteriana foram colocados em agua
fervente por 15 minutos e, ap6s o periodo, centrifugados por 15 minutos a 15.000 rpm.
Posteriormente, 200uL do sobrenadante foi transferido para um microtubo, seguido de
congelamento a -20°C até o momento das analises. O espectrofotdbmetro NanoDrop2000
(Thermo Scientific) foi utilizado para avaliar a quantidade (ng/uL) e pureza dos DNAs
extraidos.

Para a PCR foi utilizado reagentes para o volume final de reacdo de 23uL, excetuando
para PCR Multiplex com cinco pares de primers, onde o volume final de reacao foi de 25pL.
Os reagentes utilizados estdo descritos na tabela a seguir.

Tabela 3. Reagente utilizados na Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para a andlise de
genes de resisténcia aos antibioticos.

Reagentes Volume Concentracdo final
Agua deionizada 10,375 L -

5X Green GoTaq® Reaction Buffer (5X) 5uL 1X

MgCI? (25 mM) 2,5 L 2,5mM

Mistura dos 4 nucleotideos — dNTP 2 uL 2,5 nmol

Primer forward (16 pmol/uL) 1,5uL 24 pmol

Primer reverse (16 pmol/uL) 1,5puL 24 pmol

GoTaq® DNA Polymerase (5 U/uL) 0,125 pL 0,625 U/uL

O termociclador utilizado para a amplificacdo dos genes foi 0 modelo Mastercycler®
ep (Eppendorf). Inicialmente o DNA foi desnaturado por aquecimento a 95°C por 5 minutos.
Apos a desnaturacdo, o DNA foi submetido a 30 ciclos que compde de desnaturacdo do DNA
(95°C, por 1 minuto), annealing dos primers (temperatura a depender de cada primer, por 1
minuto) e extensdo (72°C, por 1 minuto). Apds os 30 ciclos, o material foi submetido a extensao
final por 10 minutos a 72°C. Os genes de resisténcia blanowm, blaviv, blame, blakec, blaoxa-4s,

blacTx-m (-1, -2, -8, -9, -25) foram pesquisados por PCR Multiplex. A separacdo dos fragmentos
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amplificados foi feita por eletroforese em gel de agarose (1,5%) e visualizados através do
fotodocumentador Alphalmager (Alpha Innotech), sob luz UV (Figura 12)

Os genes codificadores de B-lactamases, bem como a sequéncia de nucleotideos,
tamanho do fragmento amplificado e temperatura de annealing estdo apresentados na Tabela 4

(pégina 52).

Figura 12. Eletroforese em gel de agarose para separacdo dos fragmentos
amplificados de B-lactamases por PCR.
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Foto: Zagui (2018). Laboratorio Especial de Bacteriologia e Epidemiologia Molecular,
FCFRP, USP.

4.6. Andlise de Dados

A determinacdo do fenotipo multidroga resistente (MDR) seguiu os critérios de
Magiorakos et al. (2012), onde as bactérias sdo classificadas como MDR se apresentarem
resisténcia a pelo menos um antibiotico de trés classes distintas.

As analises estatisticas foram realizadas no software SPSS 20.0, com interpretacédo de
acordo com as frequéncias e porcentagens apresentadas. A comparacdo da resisténcia aos
antibidticos entre os diferentes pontos amostrais foi realizada pelo teste ndo paramétrico
Kruskal-Wallis, seguido do teste post-hoc de Dunn quando rejeitou-se Ho. A Correlacdo Linear
de Pearson foi utilizada para a comparacéo entre os valores de halos de inibi¢cdo com finalidade
de verificar o padrdo comum de resisténcia ou sensibilidade aos antibioticos e para correlacdo
entre os genes de resisténcia aos antibioticos, considerando r > 0,7 e r < -0,7 como correlagéo
forte, r > 0,9 e r <-0,9 correlagdo muito forte e r = 1/-1 como correlagdo perfeita. O nivel de

significancia adotado foi de p<0,05.



Tabela 4. Genes amplificados na PCR, primers utilizados,
temperatura de annealing.
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sequéncia de nucleotideos e

Gene Primers* Sequéncia de nucleotideos (5’ — 3°) Tamanhodo T (°C) Referéncia
gene annealing
amplificado
(pb)
blanom blanpm f ACTTGGCCTTGC TGTCCTT 603 57°C BOGAERTS et al., 2013
blanpm r CAT TAGCCGCTGCATTGAT
blayim blaym f TGT CCG TGATGG TGATGA GT 437 57°C BOGAERTS et al., 2013
blayim r ATT CAG CCAGATCGG CATC
blajwe blajve ACAYGG YTT RGT DGT KCT TG 387 57°C BOGAERTS et al., 2013
blayve r GGT TTAAYA AAR CAACCACC
blakpc blakpc f TCG CCG TCT AGT TCT GCT GTC TTG 353 57°C BOGAERTS et al., 2013
blakpc r ACA GCTCCGCCACCGTCAT
blaoxa blaoxa-as ATG CGT GTATTAGCC TTATCG 265 57°C BOGAERTS et al., 2013
blaoxa-sr CAT CCTTAACCACGCCCAAATC
blactx-m blacTx-m-1 f AAA AAT CAC TGC GCC AGT TC 415 52°C WOODFORD; FAGAN;
blacrx-mar AGC TTATTCATCGCCACGTT ELLINGTON, 2006
blaCTx.M blaCTx.M.zf CGACGCTACCCCTGCTATT 552 52°C WOODFORD, FAGAN,
blacrx-m-2r CCAGCGTCAGATTTTTCA GG ELLINGTON, 2006
blaCTx.M blaCTx.M.af TCG CGT TAA GCG GAT GAT GC 666 52°C WOODFORD, FAGAN,
blacrx.m-sr AAC CCACGATGT GGG TAGC ELLINGTON, 2006
blaCTx.M blaCTx.M.gf CAA AGA GAG TGC AAC GGA TG 205 52°C WOODFORD, FAGAN,
blacrx-mor ATT GGA AAG CGT TCATCACC ELLINGTON, 2006
blaCTx.M blaCTx.M.zsf GCA CGA TGA CAT TCG GG 327 52°C WOODFORD, FAGAN,
blacrx-m-2sr AAC CCACGATGT GGG TAGC ELLINGTON, 2006
blaghy blagyy f ATG CGT TAT ATT CGC CTG TG 860 53°C SPANU et al. 2002
blagyy r GTT AGC GTT GCC AGT GCT CG
blatem blatey f ATG AGT ATTCAACATTTCCGT G 860 51°C SPANU et al. 2002
blaTgM r TTACCA ATG CTT AAT CAGTGA G

*Primers degenerados: D=A,GouT;R=AouG;Y=CouT;K=GouT.
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5. RESULTADOS

No total, dos cinco pontos de amostragem, 45 bactérias foram isoladas de 14 espécies.
Na Figura 13 ¢é apresentada a distribuicdo da frequéncia de isolamentos de acordo com as

espécies.

Figura 13. Frequéncia de bacilos gram-negativos (n=45) isoladas de esgoto hospitalar e urbano
em Ribeirdo Preto, S&o Paulo, Brasil.
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Como observado na Figura 13, as bactérias com maior frequéncia de isolamento foram
Klebsiella pneumoniae (40,0%), seguido de Pseudomonas aeruginosa (22,0%). Destaca-se 0
isolamento da bactéria Raoultella ornithinolytica, anteriormente denominada de Klebsiella
ornithinolytica, devido a emergéncia dessa bactéria como patdgeno humano.

Na Tabela 5 estdo apresentados os resultados da pesquisa de genes de resisténcia aos

antibioticos, bem como o perfil de resisténcia aos antimicrobianos e fenotipo MDR.



55

Tabela 5. Perfil de resisténcia aos antibioticos e detec¢cdo de genes de resisténcia a antibioticos de bactérias isoladas de esgoto hospitalar e urbano em Ribeirdo Preto, Séo
Paulo, Brasil.

Ponto Fenétipo de ESBL Carbapenemases

de amostragem Isolado Espécies Perfil de resisténcia aos antibidticos resisténcia DDST ) TCD (Anvisa) _Blue Carba bla genes
EAl P. aeruginosa AMO, AMC, AMP, ATM, CTX, CFO, CLO, ERT, STX, TET - + - - - R
EA2 P. aeruginosa AMO, AMC, AMP, CTX, CFO, CLO, ERT, STX, TET - - - - - -
EA3 K. oxytoca AMO, AMC, AMP, CAZ, STX, TET MDR + + - - -
8 8 EA4 P. aeruginosa AMO, AMC, AMP, CTX, CFO - - - + - -
o© § EA5 K. oxytoca AMO, AMP, ATM, CAZ - + + - - -
% % EA6 E. coli AMO, AMP, CTX - + + - - CTX-M-8
2o EA7 R. ornithinolytica ~ AMP, AMP, CAZ - - - - - -
g EA8 K. ozaenae AMO, AMP - . ] . ) ]
EA9 K. pneumoniae AMO, AMP - - - - - -
EA10 E. coli TET - - - - - -
EALl C. koseri - - - - - - R
EE1 K. pneumoniae AMO, AMC, AMP, ATM, CPM, CTX, CFO, CIP, ERT, IPM, STX MDR + + + + KPC, CTX-M-8, SHV, TEM
EE2 S. liquefaciens AMO, AMC, AMP, ATM, CPM, CTX, CFO, CAZ, ERT, IPM, MER MDR - - + + KPC
EE3 E. coli AMO, AMC, AMP, ATM, CPM, CTX, CFO, CAZ, CLO, STX, TET MDR + - - - -
EE4 H. alvei AMO, AMC, AMP, ATM, CTX, CFO, CAZ, CLO, GEN, STX MDR + + - - CTX-M-1, SHV, TEM
@ 8 EE5 K. pneumoniae AMO, AMC, AMP, ATM, CPM, CTX, CAZ, CIP, CLO, STX MDR + + - - CTX-M-1, SHV, TEM
= EE6 K. pneumoniae AMO, AMC, AMP, ATM, CFO, ERT, IPM, MER, STX MDR - - - - -
% € EE7 P. aeruginosa AMO, AMC, AMP, CTX, CFO, CLO, ERT, STX, TET - - - + - -
L EE8 P. aeruginosa AMO, AMC, AMP, CTX, CFO, CLO, ERT, STX - - - + - -
= EE9 K. pneumoniae AMO, AMC, AMP, ATM, CTX, GEN, STX MDR - - - - SHV, TEM
EE10 K. pneumoniae AMO, AMC, AMP - - - + + KPC
EE1l K. pneumoniae AMO, AMP - - - - - R
EE12 S. fonticola AMO, AMP - - - - - -
EE13 P. aeruginosa - - - - - - -
EJ1 K. pneumoniae AMO, AMC, AMP, ATM, CPM, CTX, CFO, CAZ, ERT, IPM, MER, STX  MDR + + + + KPC, TEM
EJ2 K. pneumoniae AMO, AMC, AMP, ATM, CPM, CTX, CFO, CAZ, ERT, IPM, MER MDR - - + + KPC, SHV
EJ3 K. pneumoniae AMO, AMC, AMP, ATM, CPM, CTX, CFO, CAZ, STX, TET MDR + + - - TEM
3 é 2 EJ4 K. pneumoniae AMO, AMC, AMP, ATM, CPM, CTX, CAZ, ERT, IPM, MER MDR - - + + KPC
8 o § EJ5 P. aeruginosa AMO, AMC, AMP, ATM, CTX, CFO, CLO, ERT, STX - - - - - -
gnlgq_:_’ EJ6 P. aeruginosa AMO, AMC, AMP, CTX, CFO, CLO, ERT, STX, TET - - - + + KPC
w s o EJ7 K. pneumoniae AMO, AMC, AMP, ATM, CPM, CTX, CFO, STX MDR - - - - TEM
EJ8 K. pneumoniae AMO, AMC, AMP, ATM, CTX, ERT MDR - - + + KPC
EJ9 K. pneumoniae ATM, CPM, CTX, CFO MDR - - - - TEM
EJ10 P. aeruginosa ATM - - - - - -
EB1 R. ornithinolytica AMO, AMC, AMP, CFO - - - - - _
° EB2 S. liquefaciens AMO, AMC, AMP, CFO - - - - - -
g 2 w EB3 K. pneumoniae AMO, AMP - . . - . B
Sauw EB4 K. pneumoniae AMO, AMP - - - - - -
EB5 K. pneumoniae AMO, AMP - - - - - -
EB6 C. amalonaticus AMO, AMP - - - - . -
ET1 E. cloacae AMO, AMC, AMP, ATM, CTX, CFO, CAZ - - - - - SHV
238 ET2 P. aeruginosa AMO, AMC, AMP, ATM, CTX, CLO, ERT, STX - - - - - -
% % E ET3 P. rettgeri AMO, AMC, TET - - - - - -
w = ET4 K. pneumoniae AMO, AMP - - - - - -
ET5 A. baumannii - - - - - - -

*Resisténcia intrinseca. C. koseri: ampicilina. E. cloacae: amoxicilina, amoxicilina clavulanato, cefoxitina. H. alvei: ampicilina, amoxicilina clavulanato, cefoxitina. K. pneumoniae: ampicilina. P.
aeruginosa: amoxicilina, amoxicilina clavulanato, ampicilina, cefotaxima, cloranfenicol, ertapenem, sulfazotrim, tetraciclina.
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Avaliando os resultados do teste de susceptibilidade aos antibioticos, 42/45 bactérias
apresentaram resisténcia a pelo menos um antibiético. Como esperado, altas porcentagens de
resisténcias a amoxicilina (89%) e ampicilina (84%) foram verificadas. As cefalosporinas, 51%
foram resistentes a cefotaxima, 44% a cefoxitina, 27% a ceftazidima e 22% a cefepime. Ao
grupo de antibidticos carbapenémicos, 31% das bactérias foram resistentes ao ertapenem e 13%
e 11% ao imipenem e meropenem, respectivamente. Fechando o grupo de antibidticos f-
lactdmicos, 60% foram resistentes a amoxicilina clavulanato e 44% ao aztreonam. As
porcentagens de resisténcia para o grupo de antibidticos ndo B-lactdmicos compreende de 38%
a sulfazotrim, 22% a cloranfenicol, 20% a tetraciclina, e 4% para ciprofloxacina e gentamicina.

A Tabela 6 apresenta os resultados do teste de Correlagdo Linear de Pearson (r),
estatisticamente significante (p<0,05), onde foram comparados os valores dos halos de inibi¢édo

de todas as bactérias frente entre os antibiéticos.

Tabela 6. Correlacdo entre os halos de inibicdo frente aos antibidticos

testados.

Antibidticos r (Pearson) 1IC 95% p-valor

Amoxicilina e ampicilina  0,9518 [0,91;0,97] <0,0001
Aztreonam e cefepime 0,8928 [0,81;0,94] <0,0001
Aztreonam e cefotaxima  0,8675 [0,77;0,93] <0,0001
Aztreonam e ceftazidima 0,7117 [0,53;0,83] <0,0001
Cefepime e cefotaxima 0,8948 [0,82;0,94] <0,0001
Cefepime e ceftazidima 0,7127 [0,53;0,83] <0,0001
Cefotaxima e cefoxitina ~ 0,7082 [0,52;0,83] <0,0001
Cefotaxima e ceftazidima 0,7406 [0,57;0,85] < 0,0001
Ertapenem e meropenem  0,8371 [0,72;0,91] <0,0001
Imipenem e meropenem  0,7634 [0,61;0,86] <0,0001

Analisando tais resultados, pode-se constatar semelhangas entre os halos de inibicdo
para alguns antibiéticos (Tabela 6). Como todas as correlagfes foram positivas infere-se que o
perfil de resisténcia ou sensibilidade aos antibidticos correlacionados sdo semelhantes, de
acordo com os valores dos halos de inibigdo. Ou seja, ao ser verificado ampla resisténcia a
amoxicilina, espera-se também ampla resisténcia a ampicilina. Tal fato corrobora com 0s
valores encontrados de resisténcia a amoxicilina (89%) e a ampicilina (84%).

Na Tabela 7 é apresentada a distribuicdo de resisténcia aos antibioticos por ponto de

amostragem.
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Tabela 7. Distribuicdo da resisténcia aos antibidticos de bacilos gram-negativos isoladas por
ponto de amostragem.
Pontos de coleta**

Antibioticos®  —FZmmes EE-HGP EJHGP  EBETE  ET.ETE  Pvalor
AMO 82% 92% 80% 100% 80% 0,7292
AMC 36% 77% 80% 33% 60% 0,1167
AMP 82% 92% 80% 100% 60% 0,3918
ATM 18% 54% 90% 0% 40% 0,0025
CPM 0% 31% 60% 0% 0% 0,0052
CTX 36% 62% 90% 0% 40% 0,0043
CFO 27% 54% 70% 33% 20% 0,3385
CAZ 27% 31% 40% 0% 20% 0,5177
cIp 0% 15% 0% 0% 0% 0,2835
cLO 18% 38% 20% 0% 20% 0,4396
ERT 18% 38% 60% 0% 20% 0,054
GEN 0% 15% 0% 0% 0% 0,2835
IMP 0% 23% 30% 0% 0% 0,1524
MER 0% 15% 30% 0% 0% 0,1578
STX 27% 62% 50% 0% 20% 0,0780
TET 36% 15% 20% 0% 20% 0,3693

*AMO: amoxicilina. AMC: amoxicilina clavulanato. AMP: ampicilina. ATM: aztreonam. CPM: cefepime.
CTX: cefotaxima. CFO: cefoxitina. CAZ: ceftazidima. CIP: ciprofloxacina. ERT: ertapenem. GEN:
gentamicina. IPM: imipenem. MPM: meropenem. SUT: sulfazotrim. TET: tetraciclina.

**EA-HGP: Esgoto dos ambulatérios. EE-HGP: Esgoto das enfermarias. EJ-HGP: Esgoto da juncdo dos
efluentes. EB-ETE: Esgoto bruto da estagdo de tratamento de esgoto urbano. ET-ETE: Esgoto tratado da estacéo
de tratamento de esgoto urbano.

De acordo com os pontos de amostragem, constatou-se que as bactérias isoladas do
esgoto hospitalar apresentaram perfil de resisténcia mais amplo em comparacdo com as
bactérias do esgoto coletado na estacdo de tratamento de esgoto urbano. Ainda, entre os pontos
de amostragem no hospital, as bactérias do esgoto da enfermaria e da juncdo dos efluentes
apresentaram perfil mais amplo de resisténcia em comparacdo com os isolados oriundos do
esgoto dos ambulatérios.

Avaliando os resultados presentes na Tabela 7, verificou-se, através dos testes de
Kruskal-Wallis, diferenca estatisticamente significante (p<0,05) na comparagdo entre as
porcentagens de resisténcia a aztreonam, cefepime e a cefotaxima nos diferentes pontos de
amostragem. Aplicando o teste post-hoc de Dunn foi observado que a resisténcia para 0s
antibioticos em questdo foi apresentada por mais bactérias isoladas da caixa de inspecéo que
intercepta os efluentes das enfermarias e de todas as alas do hospital (jun¢do) em comparagédo

com os isolados bacterianos dos demais pontos de amostragem.
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No total, 33,3% (15/45) dos isolados apresentaram fenétipo de resisténcia MDR, com
maior frequéncia em Klebsiella pneumoniae. Na Tabela 8 é apresentada a distribuicdo em

porcentagem do fenotipo MDR nos diferentes pontos amostrais.

Tabela 8. Porcentagem do fenotipo multidroga resistentes (MDR) de bactérias isoladas em
esgoto hospitalar e urbano em Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, Brasil.
Pontos de amostragem*

Fendtipo p-valor
de resisténcia EA-HGP EE-HGP EJ-HGP EB-ETE ET-ETE
MDR 9,1% 53,8% 70,0% 0,0% 0,0% 0,0024

*EA-HGP: Esgoto dos ambulatérios. EE-HGP: Esgoto das enfermarias. EJ-HGP: Esgoto da juncdo dos
efluentes. EB-ETE: Esgoto bruto da estagdo de tratamento de esgoto urbano. ET-ETE: Esgoto tratado da estacéo
de tratamento de esgoto urbano.

Pode-se observar que o fenotipo MDR esteve em maior frequéncia em bactérias dos
esgotos oriundos das enfermarias e da jungdo dos efluentes, com diferenca estatisticamente
significante (p = 0,0024) entre os pontos, demonstrando maior prevaléncia de bactérias com
este fendtipo no ponto da juncdo dos efluentes.

Das 45 bactérias isoladas, 10 apresentaram positividade no teste de sinergia de disco
duplo para a deteccdo fenotipica de bactérias produtoras de ESBL. No entanto, 8 isolados
apresentaram positividade para o teste de disco combinado com &cido clavulanico, os quais
tiveram o0s genes pesquisados por PCR. Quanto ao teste de deteccdo fenotipica de
carbapenemase, 11 bactérias apresentaram positividade para a producdo de carbapenemases do
tipo KPC. Destas, 8 bactérias apresentaram positividade também para o teste Blue Carba, sendo
entdo submetidas a PCR para a deteccdo dos genes de resisténcia.

Genes de resisténcia aos antibioticos foram encontrados em 35,6% (16/45) dos isolados,
sendo mais prevalentes nas bactérias oriundas dos esgotos das enfermarias e da juncdo dos
efluentes. O gene codificador de ESBL blactx-m foi encontrado em 4 das 8 bactérias positivas
no teste de disco combinado com acido clavulanico, sendo dois isolados positivos para blacTx-
m-1 (Hafnia alvei e Klebsiella pneumoniae) e dois positivos para blactx-m-s (Escherichia coli e
Klebsiella pneumoniae), correspondendo a 8,9% (4/45). O gene de resisténcia aos antibidticos
blakpc foi detectado nos 8 isolados positivos no teste Blue Carba, sendo 6 em Kilebsiella
pneumoniae, 1 em Pseudomonas aeruginosa e 1 em Serratia liquefaciens, correspondendo a
17,8% do total de isolados (Tabela 5).
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Nas bactérias que apresentaram positividade no teste de disco combinado para detec¢do
de ESBL, mas ndo apresentaram positividade para blactx-m, foi pesquisado os genes blasnv €
blatem devido a variante de espectro estendido, assim como em bactérias que apresentaram 0s
genes blactx-m e também nas que apresentaram resisténcia a cefotaxima e/ou ceftazidima,
mesmo sendo negativas para os testes fenotipicos. Sendo assim 17 isolados foram submetidos
a pesquisa dos genes blasnv e blatem. Seis isolados (13,3%) apresentaram positividade para
blashv (4 Klebsiella pneumoniae, 1 Enterobacter cloacae e 1 Hafnia alvei) e 8 (17,8%)
positivos para blatem (7 Klebsiella pneumoniae e 1 Hafnia alvei). Destaca-se que dois isolados
de Klebsiella oxytoca, positivos para ambos os testes de triagem de ESBL, apresentaram
resultados negativos para a pesquisa dos genes blacTtx-m, sHv, TEm.

A coexisténcia de B-lactamases foi verificada em 6 isolados, sendo 5 em Klebsiella
pneumoniae e 1 em Hafnia alvei (Tabela 5). Destaca-se um isolado de Klebsiella pneumoniae
com todos os genes de B-lactamases pesquisados blakpc, blacTx-m-s, blasnv € blatem, com
resisténcia a 11 dos 16 antibioticos testados. Por meio da Correlagdo Linear de Pearson
verificou-se correlacao forte entre a coexisténcia dos genes blasnv € blatem (r = 0,8015, 1C95%
[0,66;0,89], p<0,0001).
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6. DISCUSSAO

Embora a resisténcia microbiana seja um fendmeno de ocorréncia natural, atualmente
no Brasil, microrganismos resistentes a antibioticos infectam aproximadamente 2 milhdes de
pessoas e matam 23 mil anualmente, revelando-se como um grave problema de salde publica
devido a alta morbidade e mortalidade, especialmente em institui¢ces de salde, e a escassez de
novas drogas antimicrobianas (BBC, 2017; CDC, 2017; RODEROVA et al., 2016; QUADRI
etal., 2015).

Diversas espécies bacterianas, especialmente os bacilos gram-negativos, séo
considerados ubiquos por serem encontrados em diversos ambientes. No esgoto, grande parte
da composicdo microbiana é encontrada no trato gastrointestinal de humanos e/ou animais, a
depender de sua origem (ABDULHAQ; BASODE, 2015). Nesse sentido, o presente estudo
identificou 45 bactérias de 14 espécies comumente encontradas na biota humana (Figura 12),
mas que também sdo potenciais causadores de doencas e que podem caracterizar o perfil de
infeccOes de pacientes atendidos no hospital, condizendo com os achados de outros estudos
(BUELOW et al., 2018; HALLER et al., 2018; WANG; WANG; YANG, 2018).

O presente estudo verificou alta frequéncia de isolamento de Klebsiella pneumoniae
(40%) e Pseudomonas aeruginosa (22%), ambos microrganismos causadores de infeccOes
capazes de levar pacientes a 6bito, classificados como prioridade 1 (critica) pela World Health
Organization (WHO, 2017). A bactéria Escherichia coli foi a terceira mais frequentemente
isolada e embora esteja presente na microbiota intestinal é considerada como um dos principais
agentes causadores de infeccBes entéricas e urinarias (CHERVET et al., 2018). Ademais, a
veracidade da existéncia da mesma bactéria causadora de infeccdo em pacientes e em esgoto
foi evidenciada por Roderova et al. (2016) ao identificar dois isolados geneticamente idénticos
de Klebsiella pneumoniae, um de cateter urindrio de um paciente internado no hospital e outro
isolado no esgoto da cidade. Tal achado fundamenta que as bactérias identificadas no esgoto
hospitalar no presente estudo podem se originar de infecces e se disseminar através das
galerias de coleta municipal até a ETE da cidade.

Ainda sobre a identificacdo bacteriana, destaca-se o isolamento da bactéria Raoultella
ornithinolytica pela sua emergéncia como patégeno humano. Na literatura, estudos ja apontam
a capacidade dessa bactéria de manifestar diferentes tipos de manifestagcdes clinicas como
bacteremia, febre entérica, infeccdo articular protética e infeccéo urinaria (SENG et al., 2016;
YAMAKAWA et al., 2016; NAKASONE et al., 2015; TSENG et al., 2014; MORAIS et al.,
2009). Ademais, em 2015, foi registrado pela primeira vez a coproducdo de enzimas f-

lactamases (blakpc-2 € blaivp-2) nessa espécie, a primeira de seu género, reforcando a rapida
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transmissdo dos genes de enzimas entre as espécies da familia Enterobacteriaceae (ZHENG et
al., 2015). Embora os isolados identificados ndo apresentaram amplo perfil de resisténcia,
principalmente aos antibidticos considerados mais potentes, como aztreonam, cefepime e aos
carbapenémicos, um dos isolados apresentou resisténcia a ceftazidima (cefalosporina de
terceira geracdo), chamando atencéo pela emergéncia dessa bactéria como patdgeno humano e
pela transmissdo de elementos de resisténcia entre a familia Enterobacteriaceae, como ja
verificado na literatura.

Das 45 bactérias isoladas, 93,3% apresentaram resisténcia a pelo menos um antibiético
e 33,3% apresentaram o fenotipo MDR (Tabela 5). As altas porcentagens de resisténcia a
amoxicilina (89%) e ampicilina (84%) eram esperadas devido a resisténcia intrinseca presente
em varias bactérias como Citrobacter spp., Enterobacter spp., Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, entre outras (CLSI, 2017). Expressivas porcentagens
também foram verificadas para os antibioticos amoxicilina clavulanato (60%), cefotaxima
(51%), aztreonam (44%) e cefoxitina (44%). Menores porcentagens de resisténcia foram
verificadas para os carbapenémicos imipenem (13%) e meropenem (11%), ciprofloxacina (4%)
e gentamicina (4%). Rabbani, Howlader e Kabir (2017) avaliaram o perfil de resisténcia de
Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae de esgoto hospitalar em Bangladesh e verificaram
porcentagens que se assemelham para ampicilina, cefotaxima, cloranfenicol e imipenem, e
algumas que divergiram, como para ciprofloxacina, ceftazidima e gentamicina. As diferengas
no perfil de resisténcia podem representar diferencas nas espécies analisadas, bem como do
padrdo de antibidticoterapia empregado em diferentes paises.

Na Tabela 6, foi verificada correlacédo estatisticamente significante entre os valores dos
halos de inibigdo para alguns antibi6ticos atraves da Correlacdo Linear de Pearson, o que pode
inferir que as bactérias resistentes a amoxicilina, por exemplo, sejam também resistente a
ampicilina, como verificado no teste estatistico (r = 0,9518, 1C95% [0,91;0,97], p < 0,0001).
Essa correlacdo pode-se explicar por se tratar de antibidticos que sdo facilmente degrados por
B-lactamases de espectro restrito ou efluidas por bombas de efluxo. De acordo com o0s
resultados espera-se também que isolados resistentes a cefotaxima apresentem resisténcia a
ceftazidima, fato este explicavel por tais antibioticos serem cefalosporinas de terceira geracao
de espectro de acéo estendido, e, portanto, capazes de serem hidrolisadas por enzimas ESBLSs.
O mesmo se aplica entre a cefepime e ao aztreonam, bem como entre os carbapenémicos
(Tabela 6). Sabe-se que os resultados encontrados tém que ser avaliados cautelosamente por se

tratar de bactérias de diferentes espécies, com perfis fenotipicos e genéticos distintos.
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Ao avaliar os pontos de amostragem, foi verificado que as bactérias isoladas do esgoto
hospitalar apresentaram um perfil de resisténcia mais amplo em relacéo as bactérias isoladas do
esgoto da ETE (Tabela 5 e 7). Tais diferencas foram comprovadas estatisticamente pelo teste
de Kruskal-Wallis que revelou diferenca significante na resisténcia ao aztreonam (p = 0,0025),
cefepime (p = 0,0052) e cefotaxima (p = 0,0043) em bactérias isoladas no esgoto da juncdo e
das enfermarias. Devido ao seu espectro de acdo e potencialidade do efeito bactericida, tais
antibioticos sdo mais frequentemente utilizados e controlados nos hospitais, diferentemente de
outros antibioticos, como amoxicilina e ampicilina, que sdo amplamente empregados para o
tratamento de infecges no ambito domiciliar, o que pode explicar a expressiva resisténcia das
bactérias isoladas no esgoto hospitalar em comparagdo com os demais pontos de amostragem.

Ainda considerando por ponto de amostragem, 33,3% das bactérias apresentaram o
fenotipo MDR, exclusivamente no esgoto hospitalar (Tabela 5). Um estudo em Curitiba, Parana
— Brasil, também identificou o fen6tipo MDR com maior prevaléncia em bactérias de origem
do esgoto hospitalar com relagdo as isoladas no esgoto da ETE (CONTE et al., 2017). Ao
contrario do presente estudo e seguindo 0s mesmos critérios classificatorios de bactérias MDR,
em Portugal foram verificadas porcentagens superiores do fenétipo MDR em bactérias oriundas
de esgoto hospitalar (91,7%), do esgoto bruto (91,7%) e tratado (72,4%) da ETE (VAZ-
MOREIRA et al., 2016).

As bactérias do esgoto da enfermaria e da juncdo dos efluentes apresentaram maior
prevaléncia do fen6tipo MDR (p = 0,0024) em relacdo as bactérias dos demais pontos amostrais
(Tabela 5 e 8). Das 13 bacteérias isoladas no esgoto das enfermarias, 7 apresentaram o fenotipo
MDR o que pode também ser justificado pelo tempo de internacdo dos pacientes. O periodo de
internacdo médio no hospital onde foi realizado o estudo é de aproximadamente 7 dias
(HCFMRP, 2017). Sabe-se que o tempo de internacdo, bem como a administracdo de
antibidticos nos pacientes, podem levar ao aparecimento de bactérias MDR e subsequentemente
possibilitar a presenca dessas no esgoto das enfermarias. J& o fato de apresentarem maior
prevaléncia em bactérias da juncdo dos efluentes pode ser o resultado da rapida transferéncia
horizontal dos genes de resisténcia e da aquisi¢do de elementos genéticos mdveis observadas
em bacilos gram-negativos, bem como na permanéncia dessas bactérias no esgoto durante toda
a extensa galeria de coleta na presenca de antibioticos, metais pesados e desinfetantes como
substancias selecionadores de bactérias multirresistentes. Sabe-se que as bactérias se tornam
resistentes ndo somente pelo uso de antibidticos na clinica, mas também pela presenca desses
nas aguas residuais, tornando-as em um ambiente fortemente seletivo, especialmente no
ambiente hospitalar (PROIA et al., 2018; SZEKERES et al., 2017; AMADOR et al., 2015).
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Proia et al. (2018), avaliaram as concentracfes de antibioticos em esgoto hospitalar e de
duas ETEs na Bulgéria. No estudo encontraram concentra¢des de amoxicilina que variaram de
29,2 ug L1 a 116,4 pug L, de sulfazotrim que variaram de <LD (limite de detec¢io) a 66,4 ug
L1, com maior concentragdo no esgoto hospitalar, acido nalidixico variando de <LD a 0,007
ug L e tetraciclina variando de 0,22 pg L™ a 1,96 pg L™*. Em um estudo realizado na Roménia,
com esgoto de trés hospitais, foram verificadas concentra¢fes de antibioticos variando entre
3,67 a 53,05 ug L. Os antibidticos ampicilina, ceftazidima, imipenem e trimetropim foram os
de maior abundéancia totalizando os achados entre os trés hospitais e em menores concentracdes
foram identificados cefepime, tetraciclina, gentamicina e sulfametoxazol. Ademais, diversos
genes de resisténcia a p-lactamicos (blavim, blaskv), tetraciclina (tetA, tetB, tetC, tetO, tetW),
aminoglicosideos (aacC2), cloranfenicol (catAl, floR) e sulfonamidas (sull, sulll) foram
identificados, bem como outros genes de resisténcia a outras classes de antibidticos
(SZEKERES et al., 2017). A literatura aponta para a existéncia de antibidticos de diversas
classes no esgoto hospitalar e urbano, portanto, as bactérias expostas a esses diferentes
antibidticos no esgoto podem desenvolver diversos mecanismos de resisténcia, pois atuam de
diferentes formas nas células bacterianas propiciando a expressao do fendtipo MDR, bem como
a disseminacdo seus elementos genéticos maéveis de resisténcia.

Genes de resisténcia a antibiéticos foram detectados em 35,6% dos isolados (16/45),
sendo o0s genes blakpc e blatem de maiores prevaléncias, com 17,8% cada, e blasnv e blactx-m-
1,-8com 13, 3% e 8,9%, respectivamente, e coproducdo em 37,5% (6/16) dos isolados positivos
para f3-lactamases (Tabela 5). Tais genes foram encontrados em maior prevaléncia em bactérias
do esgoto hospitalar em relagdo as da ETE. Para efeito de comparacdo, um estudo com esgoto
hospitalar na cidade do Rio de Janeiro detectou porcentagem semelhante de bactérias portadoras
de genes de B-lactamases. No estudo, 40% dos isolados eram produtores de enzimas CTX-M,
SHV e TEM, sendo a coproducdo verificada mais frequentemente (CHAGAS et al., 2011). Em
esgoto de ETEs, ja foi relatado os genes blactx-m, blatem, blasnv e blaoxa em diversas espécies
pertencentes a familia Enterobacteriaceae (CONTE et al., 2017; OJER-USOZ et al., 2014). No
presente estudo, somente em um isolado de Enterobacter cloacae no esgoto tratado da ETE foi
identificado o gene de B-lactamase (blashv), 0 que pode estar relacionado ao nimero amostral
de bactérias isoladas nessa matriz e fatores como a composi¢ao microbiana do esgoto e diluicdo
da amostra, considerando que a coleta das amostras foi no periodo da manha, um dos periodos
de maior vazéo do esgoto na ETE.

Os genes codificadores de B-lactamases encontrados nas bactérias (Tabela 5) séo

amplamente distribuidos geograficamente e endémicos em diversos paises, inclusive no Brasil
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(SAMPAIO; GALES, 2016). Ao que se refere a detecg@o de genes de B-lactamases, a deteccao
do gene blakpc é 0 principal achado devido a capacidade de expressar uma enzima com amplo
espectro de hidrolise de todos os antibidticos B-lactamicos — penicilinas, cefalosporinas,
carbapenémicos e monobactamico — e ser facilmente disseminado (BONOMO, 2016).

O gene blakrc ndo foi isolado frequentemente em bactérias de esgoto, ao passo que, em
isolados clinicos, sua distribuigdo ja foi bem caracterizada (BASODE et al., 2018; SAMPAIO;
GALES, 2016). Como esperado, seu isolamento foi mais frequente em Klebsiella pneumoniae
e os resultados da pesquisa por PCR sdo coerentes com os fendtipos de resisténcias apresentados
pelas bactérias KPC-positivas, excetuando um isolado (E10) que apresentou resisténcia apenas
as penicilinas e outro isolado (EJ8) com atividade restrita aos carbapenémicos, apresentando
resisténcia somente ao ertapenem, as penicilinas, a cefotaxima e ao aztreonam. Os demais
isolados KPC-positivos apresentaram coeréncia com o espectro de acdo dessa enzima,
degradando os antibidticos B-lactdmicos testados. Ademais, trés isolados KPC-positivos
apresentaram também resisténcia a tetraciclina e/ou sulfazotrim, evidenciando a existéncia de
multiplos mecanismos de resisténcia na mesma bactéria. O isolamento do gene blakpc em
Pseudomonas aeruginosa (EJ6) é incomum, no entanto ja foi relatado em casos isolados pelo
mundo (GE et al., 2011; POIREL et al., 2010; AKPAKA et al., 2009). No Brasil, o gene blakec
foi encontrado em Pseudomonas aeruginosa em 2010, em Recife, PE (JACOME et al., 2012),
sendo assim acredita-se que o referido gene pode estar disseminado nessa espécie pelo pais.
Assim como em Pseudomonas, 0 gene blakec ndo é muito frequente em Serratia liquefaciens
(EE2), embora ja tenha sido detectado em outras espécies dos mesmos géneros (TAVARES et
al., 2015), evidenciando a disseminacdo desse gene de resisténcia entre as diferentes espécies
de bacilos gram-negativos.

Em parte, a resisténcia aos carbapenémicos pode ser atribuida a producdo da enzima
KPC, no entanto, em isolados KPC-negativos, a resisténcia pode ser explicada pelo sistema de
efluxo capaz de expulsar esses antibidticos em Pseudomonas aeruginosa e pela deficiéncia na
expressao da porina OmpK37, presente em Klebsiella pneumoniae, que permite a entrada
desses antibidticos nas células bacterianas (BRADFORD et al., 2004; OKAMOTO; GOTOH,
NISHINO, 2001; DOMENECH-SANCHEZ et al., 1999). Os resultados obtidos séo
preocupantes, posto que as especies KPC-positivas e/ou resistente aos carbapenémicos estao
compreendidas entre o grupo de prioridade critica listada pela WHO, ja que podem causar
diversas manifestac@es clinicas, principalmente em hospitalizados e em pacientes que requerem

0 uso de ventilacdo mecanica e cateteres, e limitadas op¢oes terapéuticas (WHO, 2017).
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A deteccdo dos genes blacTx-m nos isolados produtores de ESBL esta condizente com o
perfil de resisténcia sobre cefotaxima e outras cefalosporinas de espectro estendido, como
ceftazidima e cefepime. Nos isolados CTX-M-positivos (8,9%), o presente estudo identificou
a producdo de dois grupos de enzimas, CTX-M-1 e CTX-M-8, em Escherichia coli, Hafnia
alvei e Klebsiella pneumoniae (Tabela 5). Estudos nacionais e internacionais mostram a
identificacdo das enzimas CTX-M em bactérias presentes no esgoto hospitalar e urbano
(PARVEZ; KHAN, 2018; CONTE et al., 2017; CHAGAS et al., 2011). As enzimas CTX-M
sdo as ESBLs mais amplamente distribuidas, encontradas especialmente em Escherichia coli e
Klebsiella pneumoniae, e podem ser divididas em grupos (CTX-M.1, -2, g, -9, -25, -74, -75) devido as
sequéncias de aminoacidos serem distintas, mas com atividade hidrolitica em comum sobre
cefotaxima do que sobre ceftazidima (ROCHA; PINTO; BARBOSA, 2016; LAHLAOUI,;
KHALIFA; MOUSSA, 2014; BONNET, 2004). No Brasil, as enzimas CTX-M sdo as ESBLs
mais prevalentes e de acordo com uma revisdo sistematica realizada em 2016, verificou-se que
as enzimas CTX-M-15 (pertencente ao grupo CTX-M-1) e CTX-M-2 sdo as enzimas mais
detectadas no Estado de Sdo Paulo, seguido da enzima CTX-M-8 (ROCHA; PINTO;
BARBOSA, 2016). Plasmideos que contém os genes blactx-m frequentemente carreiam genes
de resisténcia a aminoglicosideos, tetraciclina, sulfonamidas e quinolonas (LAHLAOUI,
KHALIFA; MOUSSA, 2014) e, embora ndo tenham sido pesquisados, tal fato corrobora com
os fendtipos de susceptibilidade antimicrobiana apresentados pelas bactérias CTX-M-positivas
(EE1, EE4 e EE5), que demonstraram resisténcia a gentamicina, sulfazotrim e ciprofloxacina
(Tabela 5). Assim como os isolados produtores de KPC, os bacilos produtores de ESBL estéo
compreendidos no rol de bactérias categorizados como “prioridade critica” pela WHO (WHO,
2017).

Os genes de resisténcia blarem e blasny foram pesquisados nas bactérias que
apresentaram positividade para ESBL, CTX-M, bem como naquelas que apresentaram
resisténcia as cefalosporinas de terceira geracdo. Os genes de resisténcia blatem € blasny foram
encontrados em 17,8% e 13,3% dos isolados, respectivamente, com maior frequéncia em
Klebsiella pneumoniae (Tabela 5). Dois isolados de Klebsiella pneumoniae ESBL-positivos,
mas CTX-M-negativos, foram positivos para o gene blatem. Embora um desses isolados
coproduzia KPC, e, portanto, justifica o amplo espectro de resisténcia, o outro isolado
apresentou ampla resisténcia aos antibidticos p-lactdmicos, excetuando os carbapenémicos. O
mesmo se aplica ao isolado de Enterobacter cloacae portador somente do gene blasyy com
resisténcia as penicilinas, cefalosporinas de espectro estendido e ao aztreonam.

Primordialmente, as enzimas TEM e SHV tinham potencial de hidrélise apenas de penicilinas
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e cefalosporinas de primeira e segunda geracdo, no entanto, devido ao uso excessivo de
cefotaxima e ceftazidima para o tratamento de infec¢Oes, houve mutagdes nos genes
codificadores dessas enzimas que passaram a expressa-las com capacidade de hidrolisar
também as cefalosporinas de terceira e quarta geracdo e ao aztreonam, sendo entdo
denominadas de ESBL (ANDRADE; DARINI, 2017; BRADFORD, 2001). Embora os genes
das enzimas TEM e SHV ndo terem sido sequenciados para verificar se sdo variantes de
espectro estendido, o fato de isolados TEM e SHV-positivos, e CTX-M-negativos,
apresentarem resisténcia ao aztreonam, cefepime, cefotaxima e ceftazidima sugere a existéncia
dessas enzimas variantes do tipo ESBL, como também verificado por outros estudos em
bactérias de esgoto hospitalar e urbano (CONTE et al., 2017; CHAGAS et al., 2011).

Ainda, os dois isolados de Klebsiella oxytoca (EA3 e EA5) com perfil de resisténcia as
penicilinas, a ceftazidima, ao aztreonam e, adicionalmente a sulfazotrim e tetraciclina, foram
confirmados fenotipicamente como produtores de ESBL por ambos os testes de deteccdo, mas
geneticamente ndo foram encontrados os genes de enzimas ESBL pesquisados (blactx-m,
blatem e blasnv). Essa espécie de Klebsiella possui intrinsicamente o gene blaoxy, que codifica
uma enzima de espectro restrito denominada OXY, que quando hiperproduzida pode conferir
o fenotipo de ESBL e levar a resultados falsos de detecgéo fenotipica de ESBL (GONZALEZ-
LOPEZ et al., 2009; FOURNIER et al., 1994; ARAKAWA et al., 1989). O mesmo foi
verificado em um estudo com enterobactérias suspeitas de causar meningite, onde isolados de
Klebsiella oxytoca apresentaram resultados fenotipicos de producdo de ESBL e negatividade
genética para os genes de ESBL, sendo entdo os resultados fenotipicos de resisténcia atribuidos
a existéncia intrinseca do gene blaoxy (ANDRADE et al., 2010).

Houve divergéncias entre os resultados fenotipicos e genéticos de deteccdo de ESBL e
carbapenemases (Tabela 5). O teste de sinergia de disco duplo (DDST) detectou 10 isolados
como produtores de ESBL enquanto o teste de disco combinado com acido clavulanico (TCD)
detectou oito isolados, dos quais: quatro isolados apresentaram positividade para CTX-M (EAS,
EE1, EE4 e EE5); dois isolados para TEM (possivelmente ESBLs — EJ1 e EJ3) e dois isolados
gue foram negativos para PCR, mas atribuidos a existéncia da enzima OXY em Klebsiella
oxytoca, como descrito anteriormente. O isolado EA1, Pseudomonas aeruginosa, apresentou
positividade para 0 DDST e negatividade para o TCD, no entanto esse teste foi desenvolvido e
recomendado para avaliagdo em Enterobacteriaceae (EUCAST, 2017; DRIEUX et al., 2008).
Essa espécie apresenta resisténcia intrinseca a diversos antibidticos como amoxicilina,
ampicilina, cefotaxima, cloranfenicol, ertapenem, sulfazotrim e tetraciclina, o que pode

justificar o amplo espectro de resisténcia verificado. Na literatura, ja foi relatado que o TCD
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apresenta maior sensibilidade e especificidade em compara¢do com outros testes de deteccao
fenotipica de ESBL (DRIEUX et al., 2008; WIEGAND et al., 2007).

Quanto aos testes fenotipicos para deteccdo de carbapenemases, houve discordancia
entre 0 TCD-Anvisa e o teste Blue Carba. O TCD-Anvisa identificou 11 isolados produtores de
carbapenemases, mas quando testados com o teste Blue Carba, verificou-se que oito isolados
eram produtores de carbapenemases, 0s quais também apresentaram positividade para o gene
blakec, considerando o teste Blue Carba mais especifico e sensivel para a deteccdo de
carbapenemases em bacilos gram-negativos. Os isolados de Pseudomonas aeruginosa (EA4,
EE7 e EE8) foram detectados como produtores de carbapenemases com o TCD-Anvisa, no
entanto este teste &€ empregado exclusivamente para enterobactérias. Sendo assim, reitera-se
que na clinica seja importante o uso de mais de um teste de deteccdo fenotipica de ESBL e
carbapenemases, bem como de técnicas moleculares, para a correta identificacdo de isolados
produtores de enzimas hidrolisantes de antibioticos, com finalidade de atribuir a
antibioticoterapia mais adequada (WILLEMS et al., 2013).

A incidéncia de bactérias multirresistentes aumentou nos ultimos anos devido a
coexisténcia de genes de resisténcia a multiplos antibidticos, de classes distintas. Os resultados
do presente estudo demonstram a coexisténcia de genes de resisténcia aos antibidticos -
lactdmicos de bactérias isoladas no esgoto hospitalar. A coexisténcia foi verificada com maior
frequéncia em Klebsiella pneumoniae, fato este preocupante devido a escassez de novos
medicamentos antimicrobianos para o tratamento de bactérias MDR e a importancia médica
dessa bactéria como causadora de diversas manifestacoes clinicas e responsavel por infeccdes
hospitalares e infeccbes relacionadas a assisténcia a salude (IRAS). A disseminacdo da
resisténcia bacteriana ameaca 0s avangos proporcionados pela introdugdo dos antibi6ticos na
clinica, fazendo com que o cenario da era pré-antibidtica volte a ser uma realidade (WATKINS;
BONOMO, 2016). E recomendado o uso de carbapenémicos para o tratamento de infeccdes
causadas por bacilos gram-negativos produtores de ESBL, pois esses antibidticos ndo sédo
afetados pelo potencial de hidrdlise dessas enzimas. Ja para bacilos produtores de
carbapenemases, as polimixinas, tigeciclina, aminoglicosideos e fosfomicina podem ser
considerados opcdes viaveis para o tratamento, assim como uso de antibidticos em combinacgao
com inibidores de P-lactamases (RODRIGUEZ-BANO et al., 2018). Recentemente 0
antibidtico ceftazidima-avibactam foi aprovado para o tratamento contra KPC e OXA-48.
Novos antibidticos demonstraram ser ativos contra carbapenemases e estdo em
desenvolvimento, como meropenem-vaborbactam, imipenem-relebactam e aztreonam-
avibactam (RODRIGUEZ-BANO et al., 2018). A coexisténcia de mecanismos de resisténcia
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deve ser frequentemente avaliada para que a administracdo dos antibidticos seja prudente e
individualizada, de acordo com o perfil de susceptibilidade aos antibioticos apresentado pelas
bactérias, bem como as caracteristicas do paciente.

A permissdo da legislacdo brasileira quanto ao descarte de esgoto hospitalar in natura
na rede coletara municipal pode agravar a situacéo verificada pelo presente estudo, posto que
nessa matriz podem estar contidos antibioticos que selecionam as bactérias resistentes e essas,
por sua vez, facilmente disseminam seus genes de resisténcia para bactérias ndo portadoras
principalmente através da conjugacdo (FERREIRA et al., 2019; KARKMAN et al., 2018).
Acredita-se que a responsabilidade do tratamento de efluentes hospitalares ndo deve ser
atribuida para as ETEs municipais, uma vez que os resultados obtidos demonstram que 0
método bioldgico empregado para o tratamento de esgoto ndo garante em sua totalidade a
eliminacdo de bactérias multirresistente portadoras de B-lactamase, o que pode ser resultado
também do desenvolvimento da resisténcia ao tratamento bioldgico por lodos ativados, por
parte dessas bactérias. Na literatura ha diversas evidéncias cientificas que detectaram genes de
resisténcia a antibidticos no esgoto apos o tratamento em ETE (BUELOW et al., 2018; PROIA
et al., 2018; CONTE et al., 2017; AMADOR et al., 2015). Tal fato representa um risco para a
salde humana e ambiental, visto que em rios impactados por efluentes de ETEs j& foram
detectadas bactérias e/ou genes de resisténcia a antibioticos (SANCHEZ et al., 2018; LAMBA,
AHAMMAD, 2017; TACAO et al., 2014), assim como em peixes selvagens que muitas vezes
sdo destinados para o consumo humano em areas ribeirinhas (MARTI et al., 2018). Portanto,
verifica-se a necessidade de implementacdo de novas tecnologias complementares para o
tratamento de esgoto para evitar o impacto negativo nos recursos hidricos, assim como de expor
a populagéo a este tipo de microrganismo, com potencial patogénico para humanos.

Reitera-se que a condicdo microbiologica verificada no presente estudo, caracteriza o
esgoto de um hospital de alta complexidade que interna mais de 25.000 pacientes por ano
(HCFMRP, 2017), portanto néo se pode inferir que os resultados encontrados séo padrdes para
todas as instituicbes de saude do municipio e pais. Sendo assim, acredita-se que seja necessario
uma avaliagdo frequente dos esgotos hospitalares quanto a ocorréncia de bactérias MDR
portadoras de genes de resisténcia, especialmente naqueles com alto fluxo de internacdes,
destacando a necessidade de implementacéo de sistema de tratamento desses efluente a fim de
evitar a disseminacdo de bacterias multirresistentes nas galerias de esgoto, uma vez que é
considerado como uma das principais matrizes para disseminar a resisténcia microbiana
(AUGUET etal., 2017). Estudos que avaliaram a eficiéncia do tratamento da ETE do municipio

mostraram alta eficiéncia na remocéao da carga organica, no entanto apontam o tratamento por
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lodos ativados como parcialmente eficaz para a remogéao de quimicos e bioagentes patogénicos
(TONANI et al., 2013; TONANI et al., 2011), condigdo que pode ser agravada com a recepcao
do esgoto de hospitais de grande porte. Ademais, ja foi verificado o potencial de ETES como
reservatorios de bactérias multirresistentes e ambiente facilitadores da troca de genes de
resisténcia, o que é agravado pelo fato de receberem esgotos de origem hospitalar com a
possivel presenca de bactérias portadoras de genes de resisténcia, como verificado pelo presente
estudo (KARKMAN et al., 2018; AUGUET et al., 2017; KORZENIEWSKA; HARNISZ,
2013; RIZZO et al., 2013). Nos ultimos anos, a preocupacdo com a disseminacao de bactérias
multirresistentes no ambiente veio a tona e, com isso, diversos estudos vém trabalhando com
tecnologias alternativas para o tratamento de esgoto, como coagulacéo, clora¢do, ozonizagéo e
irradiacdo UV, com a finalidade de reduzir a carga de bactérias resistentes a antibidticos e/ou
genes de resisténcia de antibidticos para garantir a seguranca publica e ambiental (LI et al.,
2017; SHARMA et al., 2016; RIZZO et al., 2013). Ainda, sdo necessarios estudos para avaliar
a real situacdo de esgotos hospitalares e de ETEs pelo Brasil, assim como a tomada de medidas
para evitar o desenvolvimento da multirresisténcia bacteriana e a disseminacdo de genes de

resisténcia no meio urbano e ambiental.
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7. CONCLUSOES

. No geral, o estudo identificou diversas espécies de bactérias no esgoto hospitalar e
urbano que podem fazer parte da microbiota humana ou serem originados de infec¢bes dos

pacientes atendidos no hospital.

. O fenotipo MDR foi verificado na maior parte das bactérias, que demonstraram
resisténcia as distintas classes de antibioticos, inferindo a existéncia de diferentes mecanismos

de resisténcia presente em bactérias no esgoto.

. As bactérias do esgoto hospitalar apresentaram espectro amplo de resisténcia aos
antibidticos em comparacdo com as bactérias isoladas no esgoto da ETE, e nesse sentido, a
resisténcia ao aztreonam, cefepime e cefotaxima foi verificada principalmente nos isolados do
esgoto da enfermaria e da juncdo do efluentes do hospital, quando comparado estatisticamente

com 0s outros pontos de amostragem.

. Verificou-se expressiva porcentagem de bactérias produtoras de genes de [3-lactamases
(35,6%), sendo os genes blakrc e blatem com maiores prevaléncias, principalmente no esgoto
hospitalar.

. Houve discordancia no teste de deteccdo fenotipica de carbapenemases entre o teste de
disco combinado padronizado pela Anvisa e o teste Blue Carba. O gene blakrc foi encontrado
em todos os isolados positivos no teste Blue Carba e, como esperado, foi predominantemente
em Klebsiella pneumoniae, mas também encontrado em Pseudomonas aeruginosa e Serratia

liquefaciens.

. A deteccéo fenotipica de ESBL pelo teste de sinergia de disco duplo demonstrou dez
isolados positivos, no entanto houve discordancia com resultados do teste de disco combinado
com acido clavulanico, sendo oito isolados fenotipicamente positivos para ESBL. Desses,
quatro apresentaram o gene blactx-m e dois o gene blarem. Os outros dois isolados positivos
para ESBL nos testes fenotipicos, ambos Klebsiella oxytoca, apresentaram negatividade para

0s genes de ESBL, sugerindo a hiperproducéo da enzima OXY.
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. Foram detectados isolados multirresistentes, no esgoto tratado da ETE, demonstrando
ndo ser totalmente eficiente na remogdo de bactérias resistentes aos antibidticos e/ou genes de
resisténcia, o que pode impactar negativamente os recursos hidricos e representar um risco para

a salde humana e ambiental.

. Acredita-se que a legislacéo referente ao descarte de esgoto hospitalar na rede coletora
municipal deva ser revista para a necessidade de implementacdo de tecnologias
complementarem de desinfeccdo do esgoto, especialmente para hospitais de nivel terciario,
assim como na ETE, para evitar a disseminacao de bactérias multirresistentes portadoras de

genes de resisténcia a antibidticos no ambiente.

. Outros estudos, com maior niumero amostral de bactérias, devem ser realizados nesta
ETE para verificar a real composicdo microbiologica do efluente tratado e possivelmente
identificar os possiveis impactos na salde publica e ambiental.
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