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RESUMO

FONTES, L. C. Monitoramento da Resisténcia aos Antibacterianos em Membros da Familia
Enterobacteriaceae Recuperados de Ambientes Aquaticos no estado de Sao Paulo, Brasil.
2012. 79 f. Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2012.

Enterobactérias sdo importantes agentes de infec¢fes relacionadas a assisténcia a saude (IrAS),
podendo contaminar ambientes aquaticos poluidos por atividades antropogénicas. O uso
indiscriminado de antibacterianos (ATB) na medicina humana e veterinaria tem resultado no
aumento do numero de bactérias resistentes, sendo que ambientes aquaticos podem ser
importantes locais para a sua selecdo e disseminacédo, assim como, para a aquisicao de elementos
genéticos associados. O objetivo desse estudo foi monitorar a disseminacdo de enterobactérias,
com perfil de resisténcia aos ATB, em ambientes aquaticos do estado de Sao Paulo investigando
0 seu contexto genético. O perfil de resisténcia foi caracterizado por antibiograma qualitativo
(Kirby-Bauer) e quantitativo (CIM) seguindo as recomenda¢fes do CLSI. A producdo de beta-
lactamases de espectro estendido (ESBL) foi avaliada pela técnica da dupla-difusdo em disco
e/ou utilizando fitas de E-test ESBL. Genes codificando ESBLs e resisténcia a quinolonas
mediada por plasmideos (PMQR) foram investigados por PCR, e a similaridade genética foi
avaliada por ERIC-PCR. De 2009-2010, 135 enterobactérias, resistentes a pelo menos um ATB,
foram isoladas de rios urbanos, represas, e estacfes de tratamento de esgoto. O fenotipo
multirresistente (MR) foi predominante em 64% dos isolados, sendo que houve uma alta
prevaléncia de Escherichia coli (80%) e Klebsiella pneumoniae (48%). Dentre estas espécies, 8%
dos isolados apresentaram fenétipo ESBL (cefotaxima, CIMse> 64 pg/ml) devido a presenga de
genes blactx-.m-like, enquanto que a presenca de genes gnr-like foi confirmada em 7% dos
isolados resistentes a ciprofloxacina (CIMse> 32ug/ml). A tipagem por ERIC-PCR, nos isolados
carregando genes blactx.m €/ou genes gnr, revelou auséncia de relacdo clonal entre as cepas de K.
pneumoniae (n=10), enquanto que cepas de E. coli (n= 12) foram agrupadas em nove clusters (>
90% de similaridade). Neste trabalho, reportamos a ocorréncia de genes de resisténcia de
importancia clinica em enterobactérias recuperadas de ambientes aquaticos no estado de S&o
Paulo, Brasil.

Palavras chave: Enterobacteriaceae. Ambiente. Multirresisténcia. Antibacterianos. Beta-

lactamases de espectro estendido (ESBL). Fluoroquinolonas.



ABSTRACT

FONTES, L. C. Surveillance of antibacterial resistance among Enterobacteriaceae from
environmental water samples in S&o Paulo State, Brazil. 2012. 79 p. Master’s Thesis
(Microbiology) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2012.
Members of the Enterobacteriaceae are important agents of healthcare-associated infections
(HAI) and often inhabit aquatic environments polluted by anthropogenic activities. The
widespread use of antibiotics in human medicine and veterinary has resulted in increasing
number of bacterial resistance to antimicrobial agents, and aquatic environments can be favorable
settings for efficient selection of these populations, as well as, for the exchange of resistance
genes mediated by horizontal transfer of mobile elements. The aim of this study was to monitor
the spread of Enterobacteriaceae with an antimicrobial-resistant profile in aquatic environments
in Sao Paulo state, and to investigate their genetic background. The antimicrobial resistance
profiles were characterized by using qualitative (Kirby-Bauer) and quantitative (MIC)
susceptibility methods in accordance to CLSI guidelines. Extended-spectrum beta-lactamase
(ESBL) phenotypes were identified by double-disk diffusion, and by using ESBL E-test strips.
Genes encoding ESBLs and plasmid-mediated quinolone resistance (PMQR) were investigated
by PCR and genotyping of isolates carrying these genes was performed by ERIC-PCR. From
2009 to 2010, 135 bacterial isolates of Enterobacteriaceae resistant to at least one antibiotic were
isolated from various water sources such as rivers, dams and sewage treatment plants, in the state
of Sao Paulo, Brazil. A total of 87/135 isolates (64%) exhibited a multidrug-resistant phenotype
with a high prevalence of E. coli (80%) and Klebsiella pneumoniae (48%) strains, of which 8%
showed a positive ESBL phenotype (cefotaxime, MICsq > 64 pg/ml) related to blacrx-m-like
genes. The presence of gnr-like genes was confirmed in 7% isolates (ciprofloxacin MICsp>
32ug/ml). ERIC-PCR genotyping among isolates carrying blactx-m-like and/or gnr genes
revealed absence of clonal relationship among K. pneumoniae strains (n=10), whereas E. coli
strains (n=12) were grouped into the nine clusters (>90% similarity). In this study, we report the
occurrence of resistance genes in clinically important Enterobacteriaceae recovered from aquatic

environments in Sdo Paulo state, Brazil.

Key words: Enterobacteriaceae. Environment, Multidrug resistance, Fluoroquinolone.

Antimicrobial agents. Extended-spectrum beta-lactamases (ESBL). Fluoroquinolones.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AMI - Amicacina

AMC - Amoxicilina + Acido clavulanico
AMP - Ampicilina

ATCC - American Type Culture Collection
Bla - Gene codificador de B-lactamases
CAZ - Ceftazidima

CIP - Ciprofloxacina.

CLSI - Clinical and Laboratory Standard Institute
CIM - Concentracdo inibitoria minima
CRO - Ceftriaxona

CTX - Cefotaxima

DDST - Método da dupla difusdo em disco
DNA - Acido desoxiribonucleico

dNTPp - Deoxinucleotideo trifosfato
EDTA - Acido etilenodiamino tetra-acético

ESBL - Extended Spectrum Beta-Lactamases (Beta-lactamases de espectro ampliado)
EST- Estreptomicina

CPM - Cefepime
CTX - Cefotaxima

CRX - Cefuroxima

GEN- Gentamicina

IMP- Imipenem

MH — Muller-Hinton

ml- Mililitro

mm- Milimetro.

NAL- Acido nalidixico

PBP — Penicilium Binding Protein
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PCR - Reacdo em cadeia pela polimerase (‘“Polymerase Chain Reaction”)

PFGE - Eletroforese em gel de campo pulsado (‘“Pulsed Field Gel Electrophoresis™)
PMQR - Plasmid Mediated Quinolone-Resistant

RNA - Acido ribonucléico (“Ribonucleic Acid”)

RPM - Rotacdes por minuto

SUT - Sulfametoxazol-Trimetropim

TET - Tetraciclina

Tris - Tris-hidroximetilaminometano (2-amino-2-(hidroximetil)propano-1,3-diol)
UGRHI - Unidades de Gerenciamento de Recursos Hidricos

UV - Ultra violeta

Kg - Micrograma
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1 INTRODUCAO

O amplo uso de antibioticos na medicina humana e na producdo animal tem resultado no
aumento do numero de bactérias comensais e patogénicas resistentes a agentes antimicrobianos, o
que vem se tornando um dos principais problemas de satde publica (SORUM e ABEE-LUND,
2002; RIVERA-TAPIA, 2003; KIFFER et al., 2005; SADER et al., 2001; DALLA-COSTA et al.,
2003; GALES et al., 2003; PAVEZ et al., 2008; LINCOPAN et al., 2005; 2006; ZAVASCKI et
al., 2005; DOYLE et al., 2011).

Bactérias resistentes aos antibidticos sdo encontradas em diferentes nichos ecologicos.
Dentre esses nichos, o ambiente aquatico é considerado o mais eficiente para a selecdo de
populacOes bacterianas resistentes, bem como para a troca de genes de resisténcia, por meio de
elementos genéticos moveis (ALI ABADI e LEES, 2000; WEGENER e MOLLER, 2000; LU et
al., 2010; LUBICK, 2011).

Dentre 0s agentes bacterianos mais frequentemente encontrados nestes ambientes
destacam-se membros da familia Enterobacteriaceae, 0s quais sdo importantes agentes de
infeccOes relacionadas a assisténcia a saude (IrAS) (MINARINI et al., 2007; 2008; 2009), o que
torna o ambiente uma fonte para a disseminacdo e aquisicdo destas bactérias resistentes (ALLEN
et al., 2010). De fato, tem sido reportado em revistas de alto impacto que, o aparecimento da
resisténcia aos antibidticos no ambiente é relevante para a salde humana devido a crescente
importancia de infeccdes zoondticas, bem como a necessidade de investigar a emergéncia de
patogenos resistentes (ALLEN et al., 2011; WALSH et al., 2011; LUBICK, 2011).

Nos Ultimos anos, devido ao crescimento acelerado da populagdo e da urbanizacdo, os
ecossistemas aquaticos vém sendo profundamente alterados em fungdo de diversos impactos
ambientais de origem antrdpica, tais como: desvio do curso natural de rios, lancamento de
efluentes domésticos e industriais ndo tratados, desmatamentos, mineracdo, eutrofizacao
artificial, introducdo de espécies exoticas e outros (GOURLART e CALLISTO, 2003).

No ambiente aquético, do ponto de vista sanitario, o que realmente pde em risco a saude
publica é a ocorréncia de poluicdo fecal, pela possibilidade de estarem presentes também
microrganismos patogénicos, como bactérias, virus, protozoarios e ovos de helmintos, agentes
frequentemente responsaveis por doencas de veiculacdo hidrica (GELDREICH, 1998). Varios

estudos tém demonstrado que infecgfes humanas, tanto intestinais como extra-intestinais, podem
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ser causadas por microrganismos veiculados por aguas contaminadas por fezes e urina. A
possibilidade dos ambientes aquaticos servirem de reservatorio a diversos microrganismos
sustentando a sobrevivéncia dos mesmos nesses habitats, assume, em seu aspecto

epidemioldgico, consideravel importancia.

Outro problema que atinge 0 ambiente aquético é a contaminacao por bactérias resistentes
provenientes dos seres humanos e animais expostos a antibiéticos (SHAKIBAIE et al., 2009; AL-
BAHRY et al., 2009; GUSATTI et al., 2009; PRADO et al., 2008), seja pelo uso terapéutico ou
pela ingestdo acidental de alimentos contaminados com bactérias resistentes que poderiam
colonizar transitoriamente hospedeiros, e/ou alimentos contendo residuos de antimicrobianos
com posterior eliminacdo pelas fezes que poderiam contaminar ambientes aquaticos através do
esgoto (GUSATTI et al., 2009; PRADO et al., 2008; COSTA et al., 2006).

Com relacdo a ambientes aquéticos, o uso profilatico de antibioticos na aquicultura tem se
tornado comum, principalmente em paises industrializados, onde ndo ha regulamentacao para o
uso de drogas nestes ambientes (XI et al., 2009; SEIFRTOVA et al., 2009). Assim, muitos
produtores ignoram que o uso indiscriminado de antibidticos proporciona, dentre 0s principais
riscos, a selecdo de bactérias resistentes no ambiente aquatico; a alteracdo da microbiota dos
ambientes de cultivo; e a transferéncia de resisténcia para bactérias potencialmente patogénicas
aos seres humanos (HOLMSTROM et al., 2003). Portanto, o uso de antibidticos na aquicultura
deve ser controlado, a fim de se reduzir a disseminacédo de resisténcia entre bactérias patogénicas
ou da microbiota comensal de peixes e de outros organismos cultivados, além de evitar o risco da

presenca de residuos nos alimentos destinados ao consumo humano (BRUUN et al., 2003).

No Brasil, rios urbanos sdo frequentemente afetados por atividades antropogénicas. Em
S&o Paulo, os rios Tieté e Pinheiros sdo um exemplo. O rio Tieté (o maior rio do Estado de S&o
Paulo) nasce nos contrafortes ocidentais da Serra do Mar, a 840 metros de altitude, no municipio
de Salesdpolis, a apenas 22 Km do Oceano Atlantico. Dirigindo-se para o interior do Estado de
Sao Paulo, no rumo sudoeste-noroeste, o rio Tieté percorre 1.100 quildmetros do territério
paulista, indo desaguar no rio Parana, na divisa com Mato Grosso do Sul. Na Regido
Metropolitana de Sao Paulo, o rio Tieté e seus afluentes constituem a chamada Bacia

Hidrograficas do Alto Tieté, que apresenta um quadro critico de poluicdo de suas aguas, que
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percorrem a cidade de Sao Paulo e/ou o estado de S&o Paulo, englobando varios reservatérios ao
longo de seu curso (SUARES ROCHA et al., 2010). Estes reservatorios sdo utilizados para
prover agua de consumo, como fonte para irrigagdo agricola e como fonte de recreacédo
(SUARES ROCHA et al., 2010). No entorno urbano, ambos os rios sdo conhecidos por serem
altamente poluidos pela contaminacdo por efluentes industriais e domésticos, e por corregos
urbanos que desaguam nos mesmos (SUARES ROCHA et al., 2010). Ja o rio Pinheiros, recebe
residuos de muitos efluentes domésticos e industriais passando pela area metropolitana da cidade
de Sdo Paulo. Assim, dados de qualidade da dgua apontam niveis elevados de polui¢do, como
resultado da enorme taxa de decomposi¢cdo da matéria orgénica e industrial, constantemente
despejada no seu leito. A agua do rio Pinheiros apresenta temperatura elevada, alta concentracao
de poluentes, além disso, libera mau cheiro pela degradacdo anaerodbia, confirmada pela auséncia

de oxigénio dissolvido, o que a caracteriza como sendo anoxica (SMA 2002).

1.1 Antibacterianos

Os antibidticos agem como indutores para a expressdo de genes bacterianos que
codificam mecanismos de resisténcia a essas drogas (BUTAYE et al., 2003) favorecendo a
selecdo natural destas populagdes, seguindo o principio Darwiniano de sobrevida do mais forte.
Assim, na presenca de genes que codificam resisténcia, a selecdo de uma populacdo de
microrganismos resistentes pode ser uma consequiéncia da pressdo decorrente do uso exacerbado
de antibidticos, sendo que o poder de selecdo é proporcional ao tempo de exposi¢do das bactérias
ao antibidtico (ALI ABADI e LEES, 2000).

No Brasil, como antecedente desfavoravel, dados da ANVISA tém mostrado que 0
consumo anual de antimicrobianos em 2004 e 2005 excedeu 1200 toneladas (ANVISA 2006;
LOCATELLI et al., 2011). Na data avaliada, 0 maior consumo correspondeu aos compostos da
classe dos beta-lactamicos reportando-se um elevado consumo de amoxicilina (390 toneladas),
ampicilina (184 toneladas), cefalexina (163 toneladas), sulfametoxazol (133 toneladas),
tetraciclina (45 toneladas), norfloxacina (38 toneladas), ciprofloxacina (30 toneladas) e
trimetoprim (27 toneladas).

Locatelli e colaboradores (2011) avaliaram a presenca de residuos de antibidticos na

Bacia do Rio Atibaia, o que confirma que, ndo ha regulamentagdo para a diminui¢do do aporte
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destes residuos que entram no ambiente aquatico, se tornando cada vez mais concentrados, uma
vez que ndo sdo eliminados. Este trabalho mostrou que aspectos antropogénicos e sazonais
afetam os niveis destes compostos nas amostras de agua. Por exemplo, em periodos chuvosos a
porcentagem de deteccdo de niveis de antibiéticos, foi menor (LOCATELLI, et al 2011).

1.2 Antibidticos beta-lactamicos/cefalosporinas

Antibidticos beta-lactamicos sdo amplamente utilizados, pois possuem baixa toxicidade
(sendo usados para tratar uma ampla gama de infec¢des), o que tem contribuido diretamente na
emergéncia de resisténcia a estes antibidticos (LIVERMORE, 1995). Os mecanismos de
resisténcia aos beta-lactamicos incluem a dificuldade dos antibidticos atingirem suas enzimas
alvo por impermeabilidade e/ou ativacdo de bombas de efluxo, e/ou a hidrolise direta por beta-
lactamases (WALSH, 2011), que sdo enzimas com capacidade de romper o anel beta-lactamico
(Figura 1) inativando sua acao sobre as células bacterianas. Entre os antibioticos beta-lactamicos,

as cefalosporinas representam uma das classes mais utilizadas deste tipo de antibi6tico.

Figura 1. Estrutura quimica de um beta-lactamico
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Fonte: Modificado de Rosario e Grumach, (2006).

As cefalosporinas (Figura 2) caracterizam-se pelo seu amplo espectro de agdo no combate
de uma ampla gama de infec¢Oes bacterianas, espectro que tem evoluido farmaceuticamente
caracterizando cefalosporinas de primeira a quinta-geracdo (BUSH e JACOBY, 2010). De fato,
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do ponto de vista microbioldgico, a principal razdo do uso excessivo de cefalosporinas é seu
amplo espectro de atividade antibacteriana. Consequentemente, o crescimento da disseminagao
de cepas produtoras de beta-lactamase tem sido gradual em funcdo do tempo e tipo de

cefalosporina langada no mercado.

Figura 2: Estrutura quimica das cefalosporinas
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Fonte: Rosario e Grumach, (2006).

1.2.1 Descoberta e desenvolvimento das cefalosporinas

O Acremonium cephalosporium, que representou o ponto de partida para o descobrimento
de todas as cefalosporinas, foi descoberto em 1948 na costa da Sardenha (Italia), por Joseph
Brotzu (CORNAGLIA, 2000). A cefalosporina C foi isolada do caldo de cultura desse fungo.
Além de ter uma modesta atividade antibacteriana, esta ndo foi produzida em grandes
quantidades até a década de 60, quando foi descrito um novo procedimento a fim de obter o acido
7-aminocefalosporanico. Este desenvolvimento abriu o caminho para a sintese de grande nimero
de moléculas semi-sintéticas (Figura 2), e em 1964 as cefalosporinas de primeira geracao
(cefalotina e cefaloridina) chegaram ao mercado (BROTZU, 1948). Hoje, diferentes classes (ou
"geracOes™) de cefalosporinas permitem uma classificacdo microbioldgica destes compostos com

base em seu espectro antibacteriano.
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Cefalotina e cefaloridina foram introduzidos na pratica clinica em 1964, seguido por
cefazolina. A busca por novos derivados capazes de resistir a acdo de beta-lactamases produzidas
por bactérias gram-negativas levou a sintese da segunda geracédo de cefalosporinas. No inicio dos
anos 70, foi relatado que algumas espécies de Streptomyces produtores de 7-alfametoxi
cefalosporinas, também conhecida como cefamicina (p.ex. cefoxitina e cefotetan), caracterizava
altos niveis de resisténcia a hidrélise feita pela maioria das beta-lactamases. Outros compostos
deste grupo foram introduzidos na préatica clinica, mas foram caracterizados pela presenca de um
anel cefémico metoximinico (cefuroxima) ou um anel-thiomethyl-tetraz6lio (cefamandol) na
mesma posi¢do C-7 (GILBERT et al., 1998). A producdo continua de novos compostos levou a
descoberta de novos derivados menos hidrolisaveis pelas beta-lactamases, até o desenvolvimento
da cefotaxima, a primeira cefalosporina de "Terceira geracdo" e, a primeira cefalosporina de
"Amplo espectro”. Cefotaxima se apresenta 100 vezes mais ativa do que o cefamandol sobre
bactérias gram-negativas. Mudancas na posicdo da molécula C-3 foram o0s principais
responsaveis para a melhoria das propriedades farmacocinéticas dessa droga (CORNAGLIA,
2000).

A busca por novos compostos nao parou apos a introducdo de cefalosporinas de terceira
geragdo na prética clinica e levou a sintese de compostos zwitteridnicos de quarta geragao
(cefepime e cefpiroma) caracterizados por um grupo de aménio quaternario na posicdo C-3.
Cefalosporinas de quarta geracdo tém um espectro antibacteriano bastante semelhante ao de
cefotaxima. Devido a sua natureza zwitteriénica, estes compostos atravessam muito rapidamente
a membrana externa da célula bacteriana e sdo mal hidrolisados por beta-lactamases de classe C,

intrinseca em algumas espécies) no espaco periplasmatico (CORNAGLIA, 20000).

1.2.2 Mecanismo de acao e resisténcia aos antibacterianos

As cefalosporinas sdo uma classe de antibacterianos beta-lactdmicos que inibem a sintese
da parede celular bacteriana interferindo na sua integridade, essencial para o crescimento e
desenvolvimento bacteriano. O principal mecanismo de acdo destes compostos ocorre na

atividade da transpeptidase, na fase de biossintese do peptideoglicano. As cefalosporinas contém
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em sua estrutura um anel beta-lactdmico (Figura 1), que interage com proteinas denominadas
PBPs (Penicillin-Binding Proteins), inibindo a enzima envolvida na reacdo de transpeptidacéo,
responsavel pela ligacdo entre as cadeias de tetrapeptideos do peptideoglicano. Assim, ndo é
possivel a formacao das ligacGes entre os tetrapeptideos de cadeias adjacentes de peptideoglicano
(Figura 3), causando perda de rigidez da parede celular (TRABULSI e ALTHERTHUM, 2008).

Figura 3: Sitio de acdo das beta-lactamases entre as ligacdes peptidicas
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Fonte: FONTES, 2011

Com relagdo a resisténcia aos antibacterianos, entre as bactérias da familia
Enterobacteriaceae, a producédo de beta-lactamases é 0 mais importante mecanismo de resisténcia
contra agentes beta-lactamicos (JACOBY e MUNOZ-PRICE, 2005; SANDERS e SANDERS,
1992). Membros da familia Enterobacteriaceae comumente expressam beta-lactamases de
espectro restrito, porém, o uso indiscriminado de antibidticos tem levado a emergéncia e
disseminacdo de beta-lactamases de amplo espectro, codificadas por plasmideos, que conferem
resisténcia as penicilinas e cefalosporinas de amplo espectro, muitas vezes utilizadas em
esquemas terapéuticos em humanos e animais (BUSH et al., 1995; LIVERMORE, 1995).
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Em 1983, um grupo de enzimas nomeadas de beta-lactamases de espectro estendido
(ESBLs) foi detectado em cepas de Serratia marcescens e Klebsiella pneumoniae na Alemanha
(KNOTHE et al., 1983). Este grupo de enzimas foi primeiramente referido como resultado de
genes presentes em plasmideos, como 0 TEM-1, TEM-2 e SHV-1, os quais sofreram mutacGes
semelhantes, resultando em substituicdes no aminoacido terminal e no sitio ativo destas enzimas.
Estas alteragbes (mutacBes) modificam estruturalmente o sitio ativo da enzima, causando
aumento de sua acdo sobre as cefalosporinas. Como resultado, sua acao ndo se restringe apenas as
penicilinas e cefalosporinas de primeira e segunda geracdo, mas, também, sobre as oxiamino-
cefalosporinas  (cefotaxima, ceftazidima, ceftriaxona) e monobactans (aztreonam)
(STURENBURG e MACK, 2003).

As ESBLs, geralmente podem ser blogueadas por inibidores de beta-lactamases, como por
exemplo, o clavulanato, sulbactam e tazobactam. Além disso, as bactérias produtoras de beta-
lactamases de espectro estendido também apresentam resisténcia a outras drogas ndo-beta-
lactdmicas, 0 que causa duvidas quanto a conduta terapéutica para estes casos (WARREN et al.,
2008; MARRA et al., 2006; DHANJI et al., 2010).

Infelizmente, a utilizagdo indiscriminada e sem critérios destes antibacterianos, também
tem favorecido a selecdo de bactérias produtoras de ESBLs, que conferem resisténcia a estes
agentes (MEDEIROS, 1997). A primeira mutacdo observada na producdo de ESBLs foi a enzima
SHV-2, que foi encontrada em uma cepa de Klebsiella ozaenae, isolada na Republica Federal da
Alemanha, em 1983 (LIVERMORE, 1995). A partir destes primeiros achados, o isolamento
destas bactérias que carregam esses genes de resisténcia vem se tornando cada vez mais comum,
inclusive em animais, alimentos contaminados e ambientes aquaticos. Além disso, tem sido
encontrado em diversos géneros de enterobactérias, como em Escherichia, Klebsiella, Proteus, e
também em bacilos gram-negativos ndo-fermentadores de glicose, como a Pseudomonas
aeruginosa (AMBLER, 1980).

O método mais utilizado para triagem de ESBL é aproximacao de discos que consiste em
dispor discos de cefalosporinas (cefotaxima, ceftazidima, cefoxitina e cefepime), além de
aztreonam a aproximadamente 25 mm de distancia, centro-centro, do disco com inibidor
(clavulanato, tazobactam, sulbactam) (CARTER, 2000). O sinergismo indica a producdo de

ESBL (RADICE, 2002). A zona de sinergismo é comumente denominada de “zona fantasma”. A
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utilizagéo de fitas comerciais de E-test ESBL (BioMeérieux,
Marcy I'Etoile, France) também sdo utilizadas para triagem efou confirmacio do fenétipo de
ESBL, no qual a queda de pelo menos trés vezes na Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) do
antibidtico quando o mesmo é associado a um inibidor indica a producdo de ESBL
(FERNANDES, 2009).

1.2.3 Classificagcdo ESBL

Hoje, mais de 370 variantes naturais de ESBLs diferentes sdo conhecidas atualmente no
mundo todo (STURENBURGet al., 2005). Estas enzimas pertencem filogeneticamente a classe
de beta- lactamases denominadas “Serine-Beta-Lactamases” que, juntamente com as “Metallo-
Beta-Lactamases”, formam os dois grandes grupos de enzimas que possuem a capacidade de

degradar antibidticos beta-lactamicos (SHAH et al., 2004).

A relacdo entre as enzimas ESBLs foi mais bem representada pelo esquema de
classificacdo de Ambler, baseada na similaridade entre as seqiiéncias de aminoacidos também
conhecida como classificagdo molecular. Esta classificagdo baseia-se na sequéncia de

aminoéacidos e nucleotideos destas enzimas (AMBLER et al., 1991).

Atualmente, ha 04 classes moleculares conhecidas (A, B, C e D). As classes A, C e D
agem através do mecanismo baseado nas “Serinas”, enquanto a classe B ou Metallo-beta-
lactamases necessitam de Zinco (Zn) para sua acdo. A maioria das bactérias produtoras de
ESBLs estdo contidas na classe molecular “A” de Ambler (AMBLER, 1980), caracterizadas pela

presenga do sitio ativo “Serina”.

Outro esquema de classificacdo muito utilizado € o modelo descrito por Bush-Jacoby-
Medeiros (BUSH K. et al., 1995; BUSH, 2001) que recentemente apresentaram uma atualizacao
do esquema de classificacdo, no qual dividiram as enzimas em 4 grandes grupos (1, 2,3 e 4) e
subgrupos (a, b, ¢, d, e, f) (BUSH et al.,1995; BUSH, 2001; BUSH e JACOBY, 2010).

O grupo 01 no esquema de Bush-Jacoby-Medeiros é formado por cefalosporinases (beta-
lactamases) que ndo sofrem inibicdo pelo acido clavulanico, e que pertencem a classe molecular
C de Ambler. O grupo 02 séo penicilinases e/ou cefalosporinases (beta-lactamases) que sofrem

inibicdo pelo &cido clavulanico, também pertencentes as classes moleculares A e D de Ambler. O
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grupo 03 sdo enzimas que possuem no seu sitio ativo a necessidade de Zinco (Zn) para exercerem
seu efeito, e por esse motivo sdo chamadas de “Zinco-beta-lactamases” ou simplesmente
“Metallo-beta-lactamases”, e correspondem a classe molecular B de Ambler. E finalmente existe
0 grupo 04, onde se localizam as penicilinases (beta-lactamases) que nédo sao inibidas pelo acido
clavulanico e ainda ndo estdo inseridas em um grupo molecular definido (SHAH et al., 2004;
BUSH e JACOBY, 2010).

1.3 Quinolonas/Fluoroquinolonas

As quinolonas/fluoroquinolonas sdo um grupo de antibacterianos sintéticos, cujo espectro
de atividade é focado em bactérias gram-negativas, mas vem se expandindo sobre gram-

positivos, anaerobios e micobactérias.

Atualmente, outro problema de importancia epidemioldgica no Brasil é a emergéncia de
cepas resistentes as fluoroquinolonas (MINARINI et al., 2008; CASTANHEIRA et al., 2007),
lembrando que antibidticos como ciprofloxacina e enrofloxacina sdo amplamente utilizadas para
terapia de infecgdes clinicas humanas e veterinarias, respectivamente, e at¢é mesmo utilizados
como promotores de crescimento (THORSTEINSDOTTIR et al., 2009). Os antibidticos da classe
das fluoroquinolonas apresentam potente atividade contra grande nimero de bactérias gram-
positivas e gram-negativas, e como resultado de seu amplo espectro de a¢do, as fluoroquinolonas
tém sido prescritas como terapia empirica em muitos casos de infeccdo humana e animal
(HURST et al., 2002).

Na década de sessenta do século passado foi introduzido na pratica clinica o acido
nalidixico (primeira quinolona usada como antimicrobiano) (Figura 4). No entanto, a importancia
deste grupo reside nas mudancas ao final de 1970 quando criaram um grande numero de agentes

antibacterianos.

A primeira geracdo (&cido nalidixico, acido pipemidico), pouco utilizado hoje em dia, tem
atividade contra a familia bacteriana Enterobacteriaceae e alguns outros gram-negativos e sao

praticamente inativos contra bactérias gram-positivas, anaerdbios e atipicos (BOLON, 2011).

Embora muitas substituicbes tenham sido realizadas com o propdsito de expandir a

atividade contra diversos patégenos, o0 uso clinico de quinolonas de segunda geragdo



30

(norfloxacina) (Figura 4) permaneceu limitado pelo seu restrito espectro de atividade,
(APPELBAUM e HUNTER, 2000).

Em meados da década de 80, foi lancada a ciprofloxacina (primeira fluoroquinolona, com
amplo espectro de atividade) (Figura 4), desde entéo, surgiram outras quinolonas, cuja adicdo de
fldor levou a classificagdo de seus compostos como fluoroquinolonas (ciprofloxacina, ofloxacina,
levofloxacina). Em virtude da emergéncia da resisténcia bacteriana as geracfes anteriormente
citadas, iniciou-se o desenvolvimento de novas quinolonas, caracterizando a quarta geracao
(moxifloxacino) desses compostos com a adigdo de um grupamento metoxi (APPELBAUM e
HUNTER, 2000; BOLON, 2011).

Figura 4: Estrutura basica de quinolonas/fluoroquinolonas
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Fonte: Modificada de Jackson et al., 1998.

1.3.1 Mecanismos de acao e Resisténcia

As quinolonas associam-se as enzimas DNA gyrase e Topoisomerase 1V, impedindo o
enovelamento da molécula de DNA, tendo efeito bactericida. Muta¢bes no sitio ativos destas
enzimas (DNA gyrase e Topoisomerase 1V) constituiam o principal mecanismo de resisténcia as
quinolonas. A atividade antimicrobiana de fluoroguinolonas é baseada na inibicdo das

topoisomerases, enzimas heterotetraméricas compostas por duas subunidades A e B
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respectivamente codificadas pelos genes gyrA e gyrB na DNA girase e pelos genes parC e parE
na topoisomerase IV (NAKAMURA, et al., 1989; PAN e FISHER, 1996; KIM, et al., 2010).

Até 1998, todos os mecanismos conhecidos de resisténcia as quinolonas eram
cromossomal, porém, a partir dai, resisténcia a quinolonas mediada por plasmideos, PMQR tem
sido descritas (JOHNSON, et al, 2008; ROBICSEK, et al, 2006; MARTINEZ-MARTINEZ, et
al, 2008).

Desde a introdugdo do &cido nalidixico em 1960, o antibidtico ciprofloxacina €
considerado, entre a classe das quinolonas o agente antimicrobiano mais consumido em todo o
mundo (ACAR e GOLDSTEIN, 1997; CHENIA e PILLAY, 2006). O seu alto consumo, somado
aos erros em seu emprego na terapéutica, tem sido considerado fatores responsaveis pelo rapido
desenvolvimento da resisténcia bacteriana a esta classe de antibidticos (NAHEED et al., 2004;
BIEDENBACH et al., 2006).

1.3.2 PMQR

Determinantes de resisténcia do tipo PMQR incluem: as proteinas Qnr (QnrA, QnrB,
QnrS, QnrC e QnrD), que protegem a DNA girase e topoisomeraselV da inibi¢cdo por quinolonas;
a variante de aminoglicosideo acetiltransferase aac(6’)-lb-cr, capazes de acetilar e
subsequentemente reduzir a atividade de norfloxacina e ciprofloxacina, e; as recentemente
descritas bombas de efluxo, proteina QepA, envolvidas na expulsdo das fluoroquinolonas para
fora da células bacterianas (PERICHON,et al, 2007; YAMANE, et al, 2007; CATTOIR e
NORDMANN, 2009; CAVACO, et al, 2009; MARTINEZ-MARTINEZ, et al, 2008).

Genes do tipo gnr foram descobertos em 1998, e foram associados com a producdo de
pentapeptideos repetidos que protegem a enzima DNA gyrase da acdo desta classe de
quimioterapicos, ligando-se ao sitio ativo da enzima em vez de se ligarem ao DNA. Estes genes

foram encontrados em plasmideos.

A integracdo dos genes gnr em diferentes plasmideos proporcionou a rapida disseminacao
desse mecanismo de resisténcia as quinolonas. O surgimento e a propagacdo de resisténcia as

quinolonas dependem do patdgeno (que € mais ou menos sensivel), do antibiético (que é mais ou
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menos ativo), do local da infecgdo e da carga bacteriana (a mais elevada carga bacteriana, a maior
probabilidade de surgimento e selecdo de mutantes resistentes), da integridade dos mecanismos

de defesa do hospedeiro, e da dose utilizada (adequada ou baixa), entre outros fatores.

Além dos genes gnr, a resisténcia a quinolonas mediada por plasmideos (PMQR) pode ser
devido a inativacdo de fluoroquinolonas por uma transferase, aac-(6 ')-lb-cr, que leva a
acetilacdo das moléculas de fluoroquinolonas, tornando-as inativas. O gene aac-(6 ')-Ib-cr é uma
subvariante de uma outra acetilase, aac-(6 ')-lb aminoglicosideo acetiltransferase, com duas
mutagdes pontuais que permitem a ligacdo aoo sitio ativo da molécula, com posterior acetilacdo
de forma similar ao que ocorre com canamicina e amicacina (VETTING et al, 2008; ROBICSEK,
2006; WARBURG et al, 2009).

A aquisicdo e disseminacao de genes de resisténcia as cefalosporinas de amplo espectro e
fluoroquinolonas, apresentam-se como um grave problema de satde publica, uma vez que o meio
aquatico pode constituir uma fonte potencial para a mobilizacdo destes genes de resisténcia e a
disseminacdo das bactérias com perfil de multirresisténcia. Este panorama, requer a
implementacdo de controle principalmente na reducdo dos residuos de antibacterianos que sao

despejados diretamente nos ambientes aquaticos, assim como o0 esgoto comunitario e hospitalar.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a disseminacdo de enterobactérias, com perfil de resisténcia aos antibidticos em

ambientes aquaticos do estado de S&do Paulo, investigando o0s genes envolvidos.

2.2 Objetivos especificos

Isolar e identificar enterobactérias resistentes aos antibacterianos em ambientes aquéaticos

(estacOes de tratamento de esgoto, rios e represas).

Caracterizar fenotipicamente a resisténcia aos antibiéticos por métodos qualitativos

(Kirby-Bauer) e quantitativos (CIM, concentracdo inibitéria minima);
Caracterizar os genes de resisténcia aos antibidticos por PCR;

Observar a ocorréncia de plasmideos, dentre os isolados resistentes aos antimicrobianos e

sua associagdo com a mobilizacao de genes de resisténcia;

Avaliar a similaridade genética através da técnica de ERIC-PCR e correlacionar sua

disseminacéo clonal com o predominio de fenotipos multirresistentes.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Amostras bacterianas

Um total de 135 cepas da familia Enterobacteriaceae foram estudadas, sendo que 90 cepas
foram isoladas das amostras de agua coletadas no periodo de 2009 a 2010, nos Rios Tieté e
Pinheiros com o auxilio da CETESB, e 45 cepas foram cedidas pelo Laboratério de Saude
Publica em Vigilancia Sanitéria localizado na Faculdade de Saude Publica da Universidade de
Sao Paulo. Este Ultimo grupo sdo cepas previamente isoladas de Estacfes de Tratamento de
Esgoto (ETE's) de Barueri e Alphavile no Estado de Sdo Paulo. Todas as cepas foram semeadas
em Agar MacConkey e identificadas por série bioquimica (KONEMAN et al., 2001) e
conservadas em glicerol 20%, Soro Fetal Bovino (-20°C) e TSA semi-sélido (1%).

Amostras de agua (500 mL) com o apoio da CETESB, foram coletadas em ecossistemas
aquaticos, tais como rios, represas, e estacdes de tratamento de esgoto no estado de S&o Paulo. Na
figura abaixo estd representada a localizagdo simplificada dos locais onde foram coletadas as

amostras de agua, no caso dos rios urbanos (Figura 5).
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Na tabela 1. Representamos a descri¢ao dos pontos de coleta das amostras de dgua dos rios Tieté e

Pinheiros, de acordo com o cddigo da CETESB, o local exato da amostragem e o Municipio.

Tabela 1.Descri¢do dos Pontos de Amostragem

Corpo Cddigo Local de Amostragem Latitude Longitude Municipio
UGRHI*
Hidrico CETESB S w
Ponte na Rodovia que Liga Mogi 233354 46 0057 Biritiba
das Cruzes a Salesopolis (SP-88) Mirim
Rio Tieté TIET2050
Rio Tieté TIET3120 A Jusante da ETE de Suzano 233011 462013 Suzano
Rio Tieté TIET4180 Ponte das Bandeiras, na Avenida 233118 463752  Séo Paulo
Santos Dumont
Rio Tieté TIET4200 Ponte dos Remédios, na Avenida 233111 464447  Sao Paulo
Marginal (Rodovia Presidente
Castelo Branco)
Reservatério TIES4900 Proximo as Comportas da 232716 465436  Santanado
Edgard de Barragem do Reservatorio, apds a Parnaiba
Souza Rede de Retencéo de Aguapés
6
Rio Pinheiros PINH4250 Na Ponte do Socorro 233953 464235  S&o Paulo
Rio Pinheiros PINH4900 Préximo a sua Foz no Rio Tieté, 233152 464454  S&o Paulo
na Estrutura de Retiro
10 Reservatério de  TIBB2700 No Meio do Corpo Central, na 223239 482648 Séo
Barra Bonita Direcéo do Corrego Araquazinho Manuel

UGRHI*: Unidade de Gerenciamento de Recursos Hidricos

Amostras de agua foram retiradas de cada local (tabela 1) acondicionadas em frascos

estéreis e transportadas sob refrigeracdo para o laboratorio de Microbiologia do ICB-USP.

A figura abaixo (Figura 6) representa a localizagdo das Unidades de Gerenciamento de

Recursos Hidricos (UGRHI s) nas quais foram realizadas as coletas de amostras de agua.
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Figura 6: Mapa do Estado de S&o Paulo apresentando a localizagdo das UGRHI's (Unidade de
Gerenciamento de Recursos Hidricos).

Fonte: CETESB (www.cetesb.sp.gov.br)

3.2 Isolamento e Identificacdo

As amostras provenientes das Estacdes de Tratamento de Esgoto (ETES) foram recebidas
previamente isoladas. Por outro lado as amostras dos Rios foram filtradas no laboratorio
utilizando a técnica da membrana filtrante (APHA, 1998), modificada por Fontes e Lincopan,
2012 (no prelo), conforme esquema apresentado na figura 7, utilizando membranas (Millipore)
com poros de 0,45um para procedimento quantitativo visando a concentracdo da amostra. Apés a
filtragem, as membranas de nitrocelulose foram posicionadas em placas contendo meio de cultura
(a4gar MacConkey) e incubadas a 37° C por um periodo de aproximadamente 24 horas, a fim de
obter apenas crescimento de bactérias gram-negativas. Deste modo, seguindo uma padronizacao
propria mais apropriada para atingir os objetivos do presente estudo, as membranas contendo as
bactérias foram transferidas para caldo Muller-Hinton, agitadas e em seguida, foi realizado teste

simulando um antibiograma onde foram incluidas diferentes classes de antibacterianos.



Figura 7: Técnica da Membrana Filtrante modificada
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Fonte: (Lincopan e Fontes, 2012) A* - filtragem a vacuo, utilizando membrana de nitrocelulose; B* -
membrana Milipore transferida para tubo de ensaio; C*- tubo de ensaio contendo meio de cultura; D* -

simulagdo de antibiograma; E* - Col6nias satélites ao antibi6tico séo isoladas

A partir das coldnias resistentes aos antibiéticos testados e/ou observadas como coldnias

satélites aos halos de inibicao foi feito posterior re-isolamento para obtencao de col6nias isoladas.

As placas semeadas foram incubadas a 37° C durante 24 horas. Apds o periodo de incubacdo, a

partir de colonias de diferentes morfotipos, foram obtidas culturas puras que foram submetidas

aos testes bioquimicos convencionas (KONEMAN, 2001) para a identificacdo das espécies

bacterianas e subseqlientemente, novos testes para avaliagdo da susceptibilidade aos

antimicrobianos.
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3.3 Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos

Foram realizados os antibiogramas utilizando o método de kirby-Bauer estabelecido pelo
CLSI, para obter o perfil de resisténcia principalmente aos antibioticos da classe das
cefalosporinas e quinolonas de terceira e quarta geracdo. Os isolados identificados obtidos das
culturas puras foram submetidos a determinacdo do perfil qualitativo de resisténcia aos
antibidticos, por meio do método de difusdo em disco. Os discos foram concedidos pela Cefar
(Sensifar-Cefar, Diagndstica, Sdo Paulo, Brasil) Vinte e sete antibidticos pertencentes a todas as
classes foram selecionados para a realizacdo do antibiograma. Os antibioticos selecionados para
realizacdo dos testes foram: ertapenem (10ug), levofloxacina (5ug), norfloxacina (10ug),
cefalotina (30ug), acido nalidixico (30ug), amoxicilina/clavulanato (30ug), amicacina (30pg),
ampicilina (32ug), cefepime (30pg), cefoxitina (30ug), cefotaxima (30ug), ceftazidima (30ug),
cefuroxima (30ug), ciprofloxacina (5ug), cloranfenicol (32ug), enrofloxacina  (2uQ),
estreptomicina  (10ug), gentamicina  (10ug), imipenem (10uQ), ofloxacina,
sulfametoxazol/trimetoprima (4pg) e tetraciclina (16ug), aztreonam (30ug), nitrofurantoina
(300p9), tobramicina (10ug), canamicina (30ug). Foram utilizados, como controle de qualidade,
as amostras de referéncia Escherichia coli (ATCC 25922) e Klebsiella pneumoniae (ATCC
700603). Para as bactérias que apresentaram perfil de resisténcia aos antibidticos testados, foi
determinada a Concentracdo Minima Inibitéria (CLSI, 2009), utilizando a técnica de Disco
difusdo e depois usado fitas e-test para confirmacdo. Os testes de Concentracao Inibitéria Minima
(CIM) foram realizados pela técnica de diluicio em Agar, seguindo as padronizagdes

estabelecidas pelo CLSI para antibidticos beta-lactdmicos de interesse (CLSI, 2009).

Para determinar a Concentracdo Inibitéria Minima, os agentes antimicrobianos foram
testados em uma faixa de concentracdo entre 0.03 — 512ug/ml. As diluicBes seriadas foram
realizadas a partir de uma solucéo estoque em tubos contendo 19 mL de Agar Mueller Hinton
(Merck, Darmstad- Alemanha) previamente esterilizados a uma temperatura entre 45 - 50° C.
Uma vez estabilizados, 1 mL da solugdo do antimicrobiano com concentragcdo 20 vezes superior
para cada diluicdo testada foi adicionada aos 19 mL de Agar Mueller-Hinton. Apds

homogeneizacao, o conteudo foi depositado em placas de petri estéreis de 90x15mm.
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Para cada amostra, 10 pL de cultura crescida overnight foram cultivadas em 2 mL de
caldo MH e incubadas a 37° C durante 2-3 horas para atingir uma turbidez equivalente a 0,5 na
escala de MacFarland na fase de crescimento exponencial da bactéria. A seguir, 300 puL dessa
suspensdo foram transferidos para o replicador/inoculador de Steers. Desse modo, 1 a 3 pL de
cada amostra foram inoculados simultaneamente em Agar Muller Hinton e incubadas por 18-24h.
A CIM foi definida como a menor concentracdo de cada antimicrobiano capaz de inibir o
crescimento bacteriano e foram interpretadas de acordo com os critérios de sensibilidade

estabelecidos pela CLSI para a familia Enterobacteriaceae (CLSI, 2011).

3.4 Deteccdo de beta-lactamases de espectro estendido (ESBL)

Para avaliar a presenca de ESBL foi feita uma triagem por meio do teste de dupla difusdo
com disco utilizando-se como substrato, ceftazidima (30 pg), cefotaxima (30 g), ceftriaxona (30
Kg) e aztreonam (30 pg). Os discos contendo antibioticos foram alinhados a uma distancia de 2

cm de um disco unico com o inibidor &cido clavulanico em uma concentracdo de 4 pg/mL.

Posteriormente, fitas de E-test foram utilizadas para confirmar a producéo de ESBL.

3.5 Extracdo de DNA total bacteriano

O DNA de todas as cepas resistentes a pelo menos um antibiético (n=135) foi extraido
pelo método da fervura (CHAPMAN et al, 2001), que consistiu em aliquotar 2 ml de cultura
bacteriana e centrifuga-la durante 3 minutos a 4000 rpm a 4° C. O precipitado foi ressuspendido
em 100l de &gua destilada estéril e submetido a fervura por 10 minutos e depois deixado em
banho de gelo por 5 minutos. Em seguida, a suspenséo foi centrifugada a 10000 rpm a 4°C e 0

sobrenadante contendo DNA foi aliquotado e armazenado a -20°C.

3.6 Amplificacdo de genes de resisténcia aos antibioticos por PCR (Polymerase Chain

Reaction)

Bactérias que apresentaram resisténcia aos antibioticos de interesse foram submetidas a
pesquisa dos principais genes de resisténcia pela técnica de PCR. Os iniciadores usados constam

nas tabelas que se seguem.
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Tabela 2: Iniciadores especificos para determinantes de resisténcia as cefalosporinas em enterobactérias

Gene alvo Sequéncia do iniciador (5’- 3°) Pares de Temp. de REFERENCIAS
bases anelamento

blargm F:GAG TATTCAACATTTCCGTGTC g1 51 OC Baraniak, et al., 2005
R: TAATCAGTG AGG CACCTATCT

blages F: ATGCGCTTC ATT CACGCAC 827 53°C Wachino et al., 2004.
R:CTATTT GTC CGT GCT CAG

blaper F: GTAGTATCA GCC CAATCCCC 700 54°C Bauernfeind et al., 1996
R: CCA ATA AAG GCC GTC CAT CA

blasiy F: ATGCGT TATATTCGCCTGTG 573 53°C Chen, et al,, 2006
R: GTT AGC GTT GCC AGT GCT CG

blacrx.m F:CGCTTT GCG ATG TGC AG 544 56 °C Edelstein et al., 2003.
R: ACC GCGATATCGTTG TG

blacrx.m-2 F: ATG ATG ACT CAG AGC ATT CG 876 52 OC Hopkins et al., 2005.

R: TGG GTT ACGATT TTC GCC GC

Iniciadores para amplificagdo dos genes bla (beta lactamases), seguidos do tamanho do fragmento amplificado
esperado e temperatura 6tima de anelamento.

Tabela 3: Iniciadores especificos para determinantes de resisténcia a fluoroquinolonas em enterobactérias

Gene Sequéncia do iniciador (5’- 3) Pares de Temp. de REFERENCIAS

alvo bases anelamento

gnrA F: ATT TCT CAC GCC AGG ATT TG 516 53°C Robicseket al., 2006
R: GAT CGG CAA AGG TTAGGT CA

qnrB F: GAT CGT GAA AGC CAG AAA GG 469 53°C Robicseket al., 2006
R: ACG ATG CCT GGT AGT TGT CC

gnrs F: ACG ACATTC GTC AAC TGC AA 417 53°C Robicseket al., 2006
R: TAA ATT GGC ACC CTG TAG GC

gac6-lb- F: TTGCGATGCTCTATGAGTGGCTA 482 55°C Park et al. (2006)

R: AAACACGCCAGGCATTCGAG

Iniciadores para amplificacdo dos genes gnr (quinolon resistant) e aac6-Ib, seguidos do tamanho do fragmento
amplificado esperado e temperatura 6tima de anelamento.

Além desses iniciadores, foram usados iniciadores para a pesquisa dos genes dos isolados

multirresistentes aos aminoglicosideos (genes aadA, aadB, aadD, aac6, ant2 e ant4), tetraciclinas

(genes tetA e tetB) e sulfametoxazol/trimetoprim (genes sull e sul2) ( RIBEIRO, 2007).

Os genes de resisténcia foram pesquisados por PCR com volume final da reagdo 50 uL
contendo: 100ng DNA; 10X PCR buffer [Tris-HCI (pH 8,4), 50mM KCI] (Fermentas, USA),
1,5mM MgCl, (Fermentas); 200uM de cada dNTP (Fermentas); 25pmol de cada iniciador, e 1U
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de Taq DNA polimerase (Fermentas). O produto de PCR foi detectado apos eletroforese em gel
de agarose 1%, correndo em paralelo um marcador de DNA de peso molecular de3 kb (New
England Biolabs, UK) . Foram utilizados controles positivos de cada gene para validar as reacdes
de PCR.

Os genes alvos foram amplificados nas seguintes condic¢bes: 94°C por 5 minutos; 30
ciclos de 94°C por 30 segundos, anelamento com temperatura especifica para cada iniciador, por
30 segundos; e 72°C por 2 minutos para extensao; seguido de um passo de extensdo final de 72°C
por 5 minutos. Aliquota de cada produto amplificado foi aplicada em gel agarose 1% para ser
submetido a eletroforese, correndo em paralelo um marcador de DNA de peso molecular (New
England Biolabs, UK)

3.7 Extracao plasmideal

Para extracdo de plasmideos de resisténcia foi utilizada o método de lise alcalina descrita
por Birnboim e Dolly (1979) que consistiu em aliquotar 3 mL de cultura overnight em caldo LB
(Lysogeny Broth), aliquotas de 0,5 mL foram submetidas a centrifugacdo de 9000 giros durante
15segundos, o sobrenadante foi removido cuidadosamente e o sedimento ressuspenso em 100 pL
de solucdo | (glicose 50mM, Tris-HCI 25 mM, EDTA 10 mM, Lizosima 20 mg/mL). Apo6s
incubacdo a 0° C por 30 minutos, foram adicionados 200 pL da solugédo 11 (0.2 N NaOH, SDS
1%) e misturados cuidadosamente em vortex. Apos 5 minutos de incubacédo a 0° C, 150 pL da
solucdo Il (Acetato de sédio 3 M, pH 4.8) foram adicionados e misturados por inversdo para a
precipitacgdo do DNA cromossomico. O tubo foi incubado a 0° C por 60 minutos. Apds a
centrifugacdo a 9000 giros por 5 minutos, 400 pL do sobrenadante foram transferidos para um
novo microtubo e precipitados com 1mL de etanol gelado. Ap6s uma incubagéo a -20°C por 30
minutos, o precipitado foi coletado novamente apds centrifugacdo a 9000 giros por 2 minutos.
Posteriormente, o sedimento foi ressuspenso em 100uL de acetato de sodio 0,1M/Tris 0,05 M) e
novamente precipitado com 200 pL de etanol gelado e incubado a -20° C por 10 minutos para ser
coletado por centrifugacdo. Esta etapa foi repetida mais uma vez para finalmente o sedimento ser
suspendido em 40 pL de 4gua milli-Q (BIRNBOIM e DOLLY, 1979).
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3.8 Transformacao bacteriana

A técnica usada para a transformacdo bacteriana foi a descrita por Sambrook (1989)
utilizando como cepa receptora do plasmideo, ao invés da bactéria E. coli DH10B, a E. coli
TOP10.

A mobilizagdo geneética dos genes determinantes da producdo de ESBL e dos genes do
tipo gnr, foi avaliada mediante ensaios de transformacéo utilizando a cepa E. coli Top 10 como

linhagem receptora.

Cultura da linhagem receptora (TOP 10), em meio LB crescida por 18 horas foi
aliquotada, 1 mL em 100 mL de meio LB e incubadas no shaker. Apos 3 horas de incubacéo, a
cultura foi submetida a centrifugacdo (2700 giros por 10 minutos a 4° C) e o pellet foi
ressuspendido em 30 ml de solucéo contendo 80 mM de cloreto de magnésio e 20 mM de cloreto
de calcio. A suspensdo foi novamente centrifugada nas mesmas condi¢Ges da anterior e o pellet
ressuspendido em 2 mL de cloreto de calcio e aliquotado em eppendorf. Posteriormente, 5ul do
plasmideo extraido foi adicionado a 50 pl de suspensédo de células competentes. A mistura foi
submetida a incubacdo a 0° C por 30 minutos seguida de incubacdo em banho-maria a 42° C por
90 segundos e uma segunda incubacdo de 2 minutos a 0° C. Logo apds as incubacdes, a
suspensao foi plaqueada em meio Mueller Hinton contendo 0,8 pg/ml de cefotaxima para a
aquisicdo de genes codificadores de beta-lactamases e 0,03 pg/ml de ciprofloxacina para possivel
transferéncia dos genes gnr. Para avaliar o sucesso da transformacdo, foi extraido DNA das
linhagens E. coli TOP10 transformadas, e a confirmacéo da aquisi¢do dos genes de resisténcia foi
feita pela analise dos produtos de PCR-multiplex, contendo os genes em questdo, além de

verificar o tamanho do plasmideo transferido.

3.9 Avaliacéo da clonalidade por ERIC-PCR

A andlise de ERIC PCR é um método de tipagem baseado na amplificacdo de segmentos
conservados presentes no DNA das Enterobactérias. As regides conservadas do DNA das cepas
em estudo foram amplificadas segundo a técnica de PCR, a partir de um primer Unico ERIC-2
(5- AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG - 3) (SNEATH, 1973) especifico para estes
segmentos. A reacdo ocorreu nas seguintes condicdes: etapa de desnaturacao inicial a 94° C por
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10 min; etapa de amplificacdo com 30 ciclos de desnaturacdo a 94° C por 1 min, hibridacdo a
52°C por 1 min, extensdo a 72°C por 8 min; extensao final a 72°C por 16 minutos. A visualizacédo
dos segmentos foi obtida por eletroforese em gel de agarose 1,5%. A avaliacdo da clonalidade
foi realizada a partir do perfil de amplificagdo obtido, utilizando o coeficiente de Dice numa
tolerancia de 0,5% que foram comparados mediante a constru¢do de dendrograma utilizando o
software Bionumerics (Applied Maths, Kortrijk, Belgium).Os perfis que apresentaram coeficiente

de similaridade igual ou superior a 90% foram considerados clonais.

3.10 Determinacéo do grupo filogenético de E.coli

Para determinar a que grupo filogenético as linhagens de E. coli pertencem, foi realizado
PCR nas seguintes condi¢fes: desnaturacdo por 5 minutos a 94° C; 30 ciclos de 30 segundos a
94° C,30sa55° C,and 30 s a 72° C; e uma extensdo final de 7 minutos a 72° C. Os iniciadores
utilizados para amplificacdo dos genes foram ChuA.F (5'-GACGAACCAACGGTCAGGAT-3")
and ChuA.R (5'-TGCCGCCAGTACCAAAGACA-3", YjaA.F (5'-
TGAAGTGTCAGGAGACGCTG-3") and YjaA.R (5'-ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC-3"),
and TspE4C2.F (5'-GAGTAATGTCGGGGCATTCA-3) e TspE4C2.R (5-
CGCGCCAACAAAGTATTACG-3") (CLERMONT, 2000).
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4 RESULTADOS

4.1 Isolamento e identificacdo de Enterobactérias com fendtipo de resisténcia

antibacteriana isoladas de amostras de ambientes aquaticos

Uma anélise da alta prevaléncia de E. coli (n=80), seguida de K. pneumoniae (n=48) esta
representada simplificadamente no grafico abaixo (Figura 8). As bactérias foram identificadas
por testes bioquimicos convencionais (KONEMAN, 2001). As outras bactérias identificadas ndo
foram estudadas, visto que o numero de isolados ndo foi significante e o foco foi de fato os

fenotipos de resisténcia as quinolonas e cefalosporinas de amplo espectro.

Figura 8: Grafico representativo da biodiversidade das enterobactérias identificadas.
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4.2 Perfil de susceptibilidade aos antibacterianos dos isolados estudados

Do total de 135 cepas da familia Enterobacteriaceae recuperadas do ambiente
aquatico,resistentes a pelo menos um antibidtico testado (Figura 9), a freqiiéncia foi: ampicilina

(96%) seguido de tetraciclina (46%), sulfametoxazol/trimetoprim (44%), &cido nalidixico (41%),
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cefalotina (31%) e estreptomicina (30%). Oitenta e sete (64%) isolados se mostraram
multirresistentes, ou seja, resistentes a pelo menos trés antibidticos de classes diferentes
(MAGIORAKOS, et al., 2011). Além disso, ndo foi detectada resisténcia ao imipenem,
ertapenem e piperacilina/tazobactam.

Figura 9. Porcentagem de isolados resistentes a cada um dos antibi6ticos testados durante o

estudo.
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Antibacterianos

EST (estreptomicina), KAN (canamicina), AMI (amicacina), TOB (tobramicina), GEN (gentamicina), AMP
(ampicilina), CAZ (ceftazidima), CTX (cefotaxima), FOX (cefoxitina), CPM (cefepima), CFL (cefalotina), CRX
(cefuroxima), ATM (aztreonam), IMP (imipinem), ERT (ertapenem), TET (tetraciclina), NIT (nitrofurantoina), CLO
(cloranfenicol), SUT (sulfametoxazol-trimetopriml), PIT (piperacilina/tazobactam), AMC (amoxicilina/clavulanato),
NAL (4cido nalidixico), ENO (enrofloxacina), OFX (ofloxacina), NOR (nofloxacina), LVX (levofloxacina), CIP
(ciprofloxacina).

4.3 Determinacdo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

A Concentracgdo inibitoria minima foi realizada pelo método de diluicdo em agar para 0s

antimicrobianos abaixo listados e fitas de E-test foram utilizadas para confirmacdo da CIM para
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as PMQR-positivas e ESBL-positivas. Os valores da CIM encontrados para os antibiéticos sdo

representados na tabela 4.

Tabela 4: Concentracgdo Inibitéria Minima de antibidticos de uso clinico e veterinario para 135 isolados de
enterobactérias analisadas.

CLASSE DE ANTIBIOTICOS ANTIBIOTICO (breakpoint — CLSI, 2011)* MICqq MICs,
pg/mL
Aminoglicosideos Gentamicina (=16) 32 24
Tobramicina =16) 24 24
Amicacina (>64) 12 2
Kanamicina (>64) 512 512
Quinolona Acido Nalidixico (>32) 64 32
Fluorquinolonas Ciprofloxacina =4) 32 32
Levofloxacina (=8) 18 2
Enrofloxacina (=4) 32 32
Sulfametoxazole Sulfonamidas (=512) >512 >512
Anfenicois Cloranfenicol (>32) 256 96
Tetraciclinas Tetraciclina (=16) 4 2
Penicilina Ampicilina (>32) 256 256
Cefalosporinas Ceftazidima (=16) 12 8
Cefotaxima =4 64 64
Cefepime (>32) 512 512
Ceftriaxona (=4) 256 256
Monobactamico Aztreonam (=16) 24 24

Isolados resistentes a antibidticos; MICg, = Minima concentragdo do antibiético capaz de inibir o crescimento de 90% dos
isolados; MICs, = Minima concentracdo do antibiotico capaz de inibir o crescimento de 50% dos isolados;*nd = ndo determinada;
Enrofloxacina foi determinada pelo CLSI veterinario, 2008. *

4.4 Gendtipos de resisténcia

Os isolados que apresentaram perfil de multirresisténcia aos antibioticos testados e valores de
CIM igual ou acima do ponto de corte (breakpoint) foram submetidos a pesquisa dos genes de

resisténcia. O resultado dessa pesquisa se encontra na tabela 5.
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Tabela 5. Porcentagem de genes de resisténcia encontrados em isolados com perfil de multirresisténcia

Antimicrobianos N de isolados Genes identificados (%)
resistentes

EST 40 aadA(35), aadB (27), aac6 (57), ant2(2), ant4(27)
KAN 15 aadA(20), aadB(13), aac6(20), ant2(6), ant4(40)
AMI 9 aadA(22), aadB(22), aac6(22), ant4(44)
TOB 12 aadA(33) aadB(33), aac6(50), ant2(8), ant4(25)
GEN 12 aadA(50), aadB(33), aac6(66), ant2(16), ant4(8)
CAZ 5 blacryx.m--like, (40)blarey-like (20), blasyy-like (20)
CTX 8 blacrym-like (62),blarey-like (25), blas.~like (50)
FOX 12 blacrxm--like (16),blarey-like (16), blasy,-like (16)
CPM 2 blacrx(100), blasyy-like (100)
CFL 42 blacrxm-like (14), blaem-like (7), blasyy-like (12)
TET 62 tetA(14), tetB(8)
SUT 60 Sull (11) e sul2(6)
ENO 30 gnrB(23), qnrS(16)
OFX 23 gnrB(21), qnrS(21)
NOR 24 qnrB(20), gnrS (25)
LVX 14 qnrB(28), qnrS (14)
CIP 26 qgnrB(23), qnrS (23)

EST (estreptomicina), KAN (canamicina), AMI (amicacina), TOB (tobramicina), GEN (gentamicina), CAZ
(ceftazidima), CTX (cefotaxima), FOX (cefoxitina), CPM (cefepima), CFL (cefalotina), TET (tetraciclina), SUT
(clotrimoxazol), ENO (enrofloxacina), OFX (ofloxacina), NOR (nofloxacina), LVX (levofloxacina), CIP

(ciprofloxacina)

4.5 Caracterizagao de fenotipo e genotipos ESBL nos isolados estudados

Com relacdo a deteccdo de ESBL, tanto os testes de combinacdo de discos (Figura 10)
quanto E-test ESBL (Figura 11) detectaram a producdo de ESBL em 12 isolados todos com a
presenca do gene blacrx-m-like. Dos 12 isolados CTX-M positivos, 11 foram do tipo CTX-M-2.
Todas as cepas fenotipicamente multirresistentes foram testadas quanto ao genotipo de resisténcia

pela técnica de PCR nos 12 isolados com fené6tipo ESBL (tabela 4).

Figuras 10 e 11: Teste fenotipico para triagem de ESBL (Extended-Spectrum Beta-Lactamase)

CIM - CTX = Concentrac¢do Inibitéria Minima do antibiético Cefotaxima.
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4.6 Caracterizacao dos genoétipos PMQR

Para avaliar o mecanismo de resisténcia as fluoroquinolonas, direcionamos a pesquisa
para a caracterizacdo dos genes gnr. A presenca dos genes qnr-like foi confirmada em 10
isolados, segundo tabela 5. Além disso, a presenca de gene aac(6°)Ib-cr recentemente descrito,
codifica uma acetiltransferase que inativa aminoglicosideos e confere redugdo da sensibilidade a
ciprofloxacina e norfloxacina (ROBICSEK, et al., 2006), foi confirmada em 2 isolados. O gene

gnrA ndo foi encontrado em nenhum dos isolados, apenas gnrB e gnrs.
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Tabela 6. Perfil fenotipico e genotipico de Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae produtoras de ESBL e com perfil PMQR.

Amostra Local de Perfil atb Mecanismo CIM-(pug/mL) Genes
coleta CT/CTL
152 EC TIETO4200 EST, AMP, CAZ, CTX, CFL, CIP, OFX, ENO, NAL, NIT, TET ESBL 12/0,64 blacrx-m-2
153 EC TIETO4200 EST, AMP, CIP, OFX, ENO, NAL, SUT, TET ESBL 16/0,064 blacrx-m-2
150 EC TIETO3120 TOB, EST, AMP, CTX, CFL, CIP, LVX, NOR, OFX, ENO, NAL, AMC, SUT, PMQR/ESBL 16/0,064 qgnrS, blacrx-m
CLO, TET, ATM
151 EC TIETO4180 TOB, EST, AMP, CTX, CFL, CIP, LVX, NOR, OFX, ENO, NAL, AMC, SUT, ESBL 16/0,019 blacrx-m-2
CLO, TET, ATM
42 EC PINHO4250 AMP, CAZ, CTX, CIP, NOR, OFX, ENO, NAL, SUT, TET, ATM PMQR/ESBL 12/0,064 qnrs,
43 EC PINHO4250 EST, AMP, CIP, LVX, NOR, OFX, ENO, NAL, SUT, TET PMQR - qgnrs,
89 EC TIESO4900 AMP, CIP, NOR, OFX, ENO, NAL, SUT, TET PMQR - blacrx-m-2
88 EC TIES04900 EST, AMP, CIP, NOR, OFX, ENO, NAL, SUT, TET PMQR - blacrxm-2
102 EC TIESO4900 AMP, CIP, LVX, NOR, OFX, ENO, NAL, SUT, TET PMQR - qnr qnrs,
121 EC ETE GEN, KAN, AMP, CFL, CIP, NOR, ENO, NAL, AMC, SUT, CLO, TET PMQR - gnrB, aac(6’)Ib-cr
154 EC TIETO4200 TOB, EST, AMP, CTX, CFL, CIP, LVX, NOR, OFX, ENO, NAL, AMC, SUT, ESBL 16/0,64 blacrx-m-2
190 EC ETE (E:IS_T?, AMP, FOX, CFL, CIP, LVX, NOR, OFX, ENO, NAL, SUT, TET, CTX PMQR - gnrB
23 KP PINHO4900 EST, AMP, CAZ, CTX, CFL, CIP, LVX, NOR, OFX, ENO, NAL, SUT, NIT, ATM, PMQR/ESBL 16/0,047 qnrB, blacrx-m-2
24 KP PINHO4250 AMP, CFL, LVX, ENO, NAL, AMC, CTX PMQR/ESBL 16/0,064 qgnrB, blacrxm-2
26 KP TIETO4170 AMP, CFL, SUT, NIT,CIP PMAQR - qnrB,
100 KP TIESO4900 GEN, TOB, AMI, KAN, AMP, CTX, CFL, CIP, ENO, NAL, NIT, ATM ESBL 16/0,19 blacrx-m-2,
137 KP TIESO4900 AMP, CIP, NOR, NAL, CLO PMQR - qnrS
14 KP TIBBO2700 AMP, FOX, CFL, CIP, NOR, ENO, NAL, AMC, SUT, TET PMQR - gnrB, aac(6’)Ib-cr
99 KP TIESO4900 EST, AMP, FOX, CFL, CIP, LVX, NOR, OFX, ENO, NAL, SUT, TET, CTX, CAZ ESBL 16/0.125 blacrx-m-2
61 KP TIETO2050 AMI, KAN, AMP, CAZ, CFL, LVX, ENO, NAL, SUT ESBL 16/0.064 blacrx-m-2,
199 KP ETE EST, AMP, FOX, CFL, CIP, LVX, NOR, OFX, ENO, NAL, SUT, TET, CTX PMQR - qnrS
18 KP ETE TOB, EST, AMP, CTX, CFL, CIP, LVX, NOR, OFX, ENO, NAL, AMC, SUT, ESBL 16/0.064 blacrx-m-2
CLO, TET

EST (estreptomicina), KAN (canamicina), AMI (amicacina), TOB (tobramicina), GEN (gentamicina), AMP (ampicilina), CAZ (ceftazidima), CTX (cefotaxima), FOX (cefoxitina),
COM (cefepima), CFL (cefalotina), CRX (cefuroxima), ATM (aztreonam), IMP (imipinem), ERT (ertapenem), TET (tetraciclina), NIT (nitrofurantoina), CLO (cloranfenicol), SUT
(clotrimoxazol), PIT (piperacilina/tazobactam), AMC (amoxicilina/clavulanato), NAL (4cido nalidixico), ENO (enrofloxacina), OFX (ofloxacina), NOR (nofloxacina), LVX
(levofloxacina), CIP (ciprofloxacina).
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4.7 Extracdo Plasmideal e Transformacao Bacteriana

A extracao plasmidial foi realizada visando a obtencdo de DNA plasmidial de todos os

isolados que foram positivos para a producéo de ESBL e com perfil PMQR.

A extracdo plasmideal foi realizada segundo protocolo de Birnboim e Dolly (1979) e
subsequentemente foi realizado a transformacéo bacteriana dos plasmideos dos isolados ESBL-
positivo e gnr-positivos em cepas receptoras E. coli TOP10 seguindo a técnica descrita por
Sambrook (1989).

Do total de 22 cepas ESBL- positivo e gnr-positivos, foi possivel a extracdo plasmidial de
19 isolados bacterianos. A extracdo plasmidial foi confirmada correndo-se um gel 0.8% afim de
visualizar as bandas contendo DNA. Bandas de varios tamanhos foram identificadas, assim como

varios plasmideos em um mesmo isolado.

A transferéncia plasmideal realizada pela transformacdo da cepa TOP10 foi realizada
utilizando DNA plasmideal de 19 cepas, no entanto, apenas 15 foram transformados conforme
tabela 7.

4.8 Tipagem molecular e analise de cluster

Em relacdo a avaliacdo da clonalidade, através de ERIC-PCR, feita por analise de cluster
segundo coeficiente de DICE (0,5%), a analise dos perfis obtidos por ERIC-PCR de 10 isolados
de K. pneumoniae blactx-m positivo e gnr positivo mostrou uma grande diversidade genética
demonstrando que estas foram ndo clonalmente relacionadas (Figura 12),0u seja, a técnica de
ERIC-PCR mostrou uma grande diversidade genética entre as cepas de K. pneumoniae enquanto
doze isolados de E. coli blacrx-m positivo, e gnr positivo foram agrupadas em nove clusters,

mostrando uma similaridade apenas entre 3 isolados (Figura 13).
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Tabela 7. Resultado da Extracdo de Plasmideos e Transformacéo Bacteriana

CEPA Tamanho aproximado TRANSFORMACAO
(gene identificado) dos plasmideos (Kb) E.coliTOP10 E.coli TOP10 E. coli TOP10
identificados (gnrB +) (gnr S +) (blactxm +)
14 KP (gnrB) 42 kb +
23 KP (gnrB/blactx.m) 42 kb, 35 kb, 24 kb, 2 kb + i +
24 KP (gnrB/blactx-m) 42 kb, 35 kb + ) +
26 KP (gnrB) 42 kb, 35 kb +
42 EC (gnrS, blactx-m)  25kb ) + +
61 KP (qnrS, blactx-vm) 42 kb, 35 kb, 14 kb ; + +
88 EC (gnrS) 25 kb ) + +
89 EC (gnrS) 25 kb ; +
100 KP (gnrS/blactx-m) 48 kb, 42 kb, 35 kb ; + +
102 EC (gnrS) 25 kb ; +
110 KP (blacTx-m) 42 kb, 12 kb ] } N
137 KP (gnrS) 42 kb, 35 kb, ] +
150 EC (gnrB/blactx-m) 25 kb + ] +
153 EC (blacTx-m) 25 kb ; - +
154 EC(blactx-m) 12 kb - - -
190 EC(gnrB) >40 kb - - -
152 EC(blactx-m) 12 kb, 4 kb - - -
151 EC(blactx-m) >40 kb, 25 kb - - -
43 EC(gnrS) 25 kb, 1 kb - - -
121 EC (gnrB) Ni* - - -
199 KP(gnrS) Ni* - - -
18 KP(blacTx-m) Ni* - - -

*plasmideo ndo identificado. EC (E. coli) e KP (K. pneumoniae).
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4.9 Grupo filogenético de E. coli

A analise filogenética tem demonstrado que as linhagens de E. coli podem ainda ser
agrupadas em quatro principais grupos (A, B1l, B2 e D), sendo que a maioria das linhagens
capazes de produzir infeccdo pertencem ao grupo B2 e, em menor escala, ao grupo D,
considerados de alta viruléncia. Por outro lado, linhagens comensais pertencem aos grupos
filigenéticos A e B1, de baixa viruléncia. Assim para identificar esses diferentes grupos
filogenéticos, Clermont et al. (2000) desenvolveram um método répido baseado na identificacdo
de trés genes: chuaA, yjaA e TspE4.C2, gerando fragmentos de 279 pares de bases, 211 pares de
bases e 152 pares de bases, respectivamente. A identificacdo destes genes permite elucidar se as
cepas de E. coli séo linhagens comensais (grupo filogenético A e B1) de baixa viruléncia ou se

sdo linhagens patogénicas (grupo filogenético B2 e D) altamente virulentas.

Como representado na tabela 8, do total de 12 amostras de E. coli ESBL e/ou PMQR
positivos, 8 pertenciam ao grupo A (de baixa viruléncia), 2 pertenciam ao grupo B1 (também de
baixa viruléncia), ambos caracterizados como grupo de bactérias comensais. Por outro lado, 2
isolados foram agrupados no grupo D, descrito como altamente virulento e também referido

como grupo de bactérias patogénicas.

Tabela 8. Perfil de viruléncia de cepas Escherichia coli

Amostra Mecanismo Virulencia Genes

152 EC ESBL A blasyy, blacrxm2
153 EC ESBL A blasyy, blacrxm
42 EC PMQR/ESBL A qnrs,

43 EC PMQR A qnrs,

150 EC PMQR/ESBL D gnrs, blacrym
151 EC ESBL D blasy, blacrym-
89 EC PMQR A blacrxm blacrwv-2
88 EC PMQR A blasyy, blacryxm-
102 EC PMQR A qnrs,

121 EC PMQR B1 qnrB

154 EC ESBL A blacrym-2

190 EC PMQR B1 qnrB
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5 DISCUSSAO

As bactérias sdo microrganismos ubiquos que podem adquirir genes de resisténcia,
contaminando produtos alimentares, ambientes domésticos, colonizando animais de estimacéo e
humanos (RIBEIRO, 2007). A agua, sendo um habitat importante para as bactérias, representa
um veiculo de disseminacao destes genes e das entidades bacterianas associadas. Os residuos de
antibacterianos acabam atingindo os recursos hidricos, o que aumenta o risco do desenvolvimento
de bactérias resistentes, além de eventuais impactos na biota aquética. Em paises em
desenvolvimento, os sistemas de coleta e tratamento de esgotos sdo precarios e sem sistemas
eficientes e seguros para tratamento de agua. Isto se torna um grave problema de salude publica

com a urgente necessidade de uma ag¢ao conjunta para mudar esse panorama.

Principalmente no periodo de inundagfes, os esgotos transbordam, a disseminacdo das
bactérias resistentes vai além destes ambientes e o problema aumenta. A incidéncia de infeccBes
resistentes a drogas atinge niveis muito elevados e muitas vezes ndo sendo possivel combaté-las
com as drogas existentes. A cada ano, milhares de pessoas morrem no mundo todo em
decorréncia de infeccbes de bactérias que driblam até mesmo antibidticos recém-lancados
(WALSH, et al., 2011). H4, portanto a necessidade urgente de se produzir novos medicamentos.
Além disso, os sistemas de tratamento de agua, em geral, ndo foram concebidos para eliminar

tracos de antimicrobianos ou composto quimicamente relacionados.

No Brasil, 0 uso indiscriminado de antibiéticos tem atingido areas além da clinica médica
e veterinaria, como 0 agronegdcio e aquicultura, isto tem resultado na emergéncia de bactérias
resistentes amplamente disseminadas na comunidade e nos hospitais brasileiros, assim como no
aparecimento de novos mecanismos de resisténcia (LINCOPAN et al., 2005; 2006; PAVEZ et
al., 2008), tendo o ambiente como uma possivel fonte de disseminagdo (BALSALOBRE et al.,
2009) e com consequente risco para a transmissdo de agentes de infeccBes relacionadas a area da
salde (FONTES et al., 2011).

Se por um lado a emergéncia de bactérias resistentes tem contribuido com um alto indice
de morbidade e mortalidade no Brasil, por outro lado, tem afetado a qualidade e seguranca de

alimentos brasileiros direcionados ao consumo interno e a exportacdo (WARREN et al., 2008;
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DHANJI et al., 2010) tendo adicionalmente um impacto ambiental (REGITANO et al., 2010;
FUENTEFRIA, et al., 2011).

O controle da resisténcia a antimicrobianos tem se tornado prioridade em servigcos
relacionados a salde. No Brasil, problemas endémicos tem sido caracterizados nos diferentes
servicos de satde (DOYLE, et al, 2011), porém, no caso do ambiente os dados de resisténcia séo
escassos e restritos a algumas regides (FONTES, et al., 2011; FUENTEFRIA, et al., 2011)

A resisténcia de Enterobactérias aos antimicrobianos tem sido relatada em diversos
setores, demonstrando a necessidade de vigilancia do panorama geral da resisténcia e de medidas
de intervencdo para um uso mais adequado dos antibioticos. Assim, com o intuito de contribuir
com informacdo sobre o0 panorama da resisténcia em ambientes aquaticos no estado de Sao Paulo,

monitoramos rios urbanos e estacdes de tratamento de esgoto.

No periodo de 2009-2010 foram processadas oito amostras de agua coletadas de
diferentes pontos, nos rios Tieté e Pinheiros. Adicionalmente, foram recebidas 45 isolados de
enterobactérias recuperadas de amostras coletadas de ETEs, encaminhadas pelo laboratério de
Salde Publica da USP (Figura 5).

Nas amostras de rios urbanos, foram isoladas 90 espécies de enterobactérias resistentes
pelo menos a um antibidtico testado, totalizando 135 isolados do ambiente aquatico que foram

caracterizados no presente estudo.

Os isolados apresentaram um perfil de multirresisténcia [i.e., resisténcia a pelo menos trés

antibidticos de diferentes classes, segundo a definicdo de Magiorakos e colaboradores (2011)].

Entre os isolados resistentes, foi confirmado o predominio de Escherichia coli (n=80)

seguido de Klebsiella pneumoniae (n=48).

Os fendtipos de resisténcia identificados mostram um comportamento diversificado das
bactérias com relacdo a resisténcia aos antibacterianos. Foram encontradas cepas resistentes a
todas as classes de antibacterianos, sendo altas as taxas de resisténcia para ampicilina (96%)
seguido de tetraciclina (46%), sulfametoxazol/trimetoprim (44%), éacido nalidixico (41%),
cefalotina (31%) e estreptomicina (30%). Por outro lado, ndo foram detectadas cepas resistentes a

ertapenem, imipenem e piperacilina/tazobactam.
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Um dado importante foi a identificacdo de isolados resistentes a cefalosporinas de amplo
espectro e fluoroquinolonas, principalmente entre E. coli e K. pneumoniae, com resisténcia a
cefotaxima (6%), ceftazidima (4%), cefoxitina (9%), cefepime (1%), cefalotina (31%) e
ceftriaxona (16 %), acido nalidixico (41%), enrofloxacina (22%), ofloxacina (17%), norfloxacina
(15%), levofloxacina (10%) e ciprofloxacina (19%).

Com relacdo aos valores da CIM, a interpretacdo foi baseada no CLSI 2011. Os isolados
inicialmente caracterizados pelo método de Kirby-Bauer exibiram altos valores de CIM, alguns
muito acima do ponto de corte como é o caso de cefotaxima (64 ug/mL), ciprofloxacina (32
pg/mL), canamicina (512ug/mL). Estes resultados nos levam a pensar que muito provavelmente,
por atividades antropogénicas, existe uma descarga alta destes compostos ou produtos
quimicamente similares com caracteristicas de antimicrobianos nos locais de coletas das amostras
de &gua, uma vez que os valores da CIM foram elevados. Além disso, a elevada CIM foi
caracteristica em isolados de diferentes pontos de coleta, 0 que nos leva a crer que a concentragao
desses compostos se distribui homogeneamente ao longo dos pontos de coleta dos rios.
Independente do possivel agente com atividade antimicrobiana ser especifico para a expressao de
um tipo de gene é importante lembrar que elementos de mobilizagdo genética como plasmideos
carregam genes para resisténcia a desinfetantes como aménios quaternarios, assim existe um
ambiente que favorece a sobrevida e duplicacdo de plasmideos contendo diversos genes de
resisténcia, ou seja, pode existir a resisténcia cruzada no sentido de favorecer a disseminacéo e

amplificacdo do elemento movel carregando diversos genes.

Do ponto de vista de urgéncia epidemioldgica e clinica, observamos a resisténcia a
cefalosporinas de terceira e quarta geracao e fluoroquinolonas, assim caracterizamos 0s possiveis

mecanismos de resisténcia para ambas as classes de antibacterianos.
5.2 Fenotipos ESBL e PMQR

Ambos os testes, combinacao de discos e E-test revelaram 12 amostras de enterobactérias
produtoras de ESBL e 14 amostras com perfil PMQR. Todas as cepas foram recuperadas de
ETEs e rios urbanos no Estado de Sdo Paulo. Nos rios Tieté e Pinheiros os pontos de coleta
positivos foram TIET 2050, TIET 3120, TIET 4180, TIET 4200, TIES 4900, PINH 4900 e TIBB
2700, que constam no mapa (Figura 5). Fendtipos ESBL positivos tém sido amplamente
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identificados em bactérias gram-negativas isoladas de amostras clinicas de pacientes
hospitalizados, porém, estudos nacionais tém mostrado a disseminacdo destes fenotipos para a
comunidade (MINARINI et al., 2007). Um dado interessante, € que mesmo se tratando de
amostras ambientais, a expressdo do fendtipo ESBL nas cepas identificadas foi exacerbada uma
vez que, era de se esperar que cepas ambientais ndo expressassem o fen6tipo por ndo estarem
expostas ao contato direto com o antibiético, ou mesmo pelo efeito de diluicdo do mesmo no
ambiente aquatico. Assim, a marcada expressdo do fenétipo ESBL nos isolados estudados revela
que existe uma carga antibacteriana continua no préprio ambiente aquatico (LOCATELLI et al.,
2011) ou existe uma descarga continua da bactéria resistente para 0 ambiente aquético, seja, a

partir da prépria comunidade ou de um ambiente hospitalar da regido urbana.

5.3 Gendtipos de resisténcia

Focamos a caracterizacdo dos isolados de K. pneumoniae e E. coli que se mostraram
multirresistentes aos antibioticos. A analise dos produtos de PCR confirmou a presenca do gene
blactx-m €m todos os isolados produtores de ESBL, além da confirmacdo da presenca de gene

gnr em 10 dos 30 isolados resistentes a antibioticos fluoroquinolonas.

A pesquisa de genes que conferem resisténcia a aminoglicosideos também foi realizada
para todos os isolados, obtendo 54/135 cepas multirresistentes aos antibidticos aminoglicosidicos
testados. Desses 54 isolados, 12 foram positivos para o gene aadA, 12 para o gene aadB, 27 para
0 gene aaC6, 2 para o gene ant2 e 14 para o gene ant4. O gene aadD foi negativo para todas as
54 amostras. Além disso, durante a realizagdo do trabalho, foi possivel realizar o isolamento de
uma Pseudomonas aeruginosa produtora de Metallo-Beta-Lactamase, do tipo SPM-1 co-
produzindo uma metilase 16S ribossomal RmtD-1, e a partir deste isolado foi possivel a
publicacdo de um artigo em revista de alto impacto (FONTES ET. AL., 2011).

A realizacdo da pesquisa de genes que conferem resisténcia a aminoglicosideos foi feita
de forma adicional a proposta original, uma vez que os resultados fenotipicos se mostraram muito
interessantes. Além disso, foram encontradas cepas resistentes a todas as classes de antibioticos,
exceto aos carbapenémicos, sendo altas as taxas de resisténcia a ampicilina (96%) seguido de
tetraciclina (46%), sulfametoxazol/trimetoprim (44%), acido nalidixico (41%), cefalotina (31%) e
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estreptomicina (30%). Estes antimicrobianos sdo antigos, alguns de uso veterindrio, uso na
aquicultura (CARNEIRO, et al., 2007). Estes fatores poderiam parcialmente explicar a mais alta

incidéncia de resisténcia a estes compostos.

Como citado anteriormente, além da resisténcia a cefalosporinas e fluoroquinolonas, mais
de 80% das amostras de E. coli e K. pneumoniae apresentaram resisténcia a antibioticos de outras
classes, incluindo, tetraciclinas, aminoglicosideos e inibidores da via do folato, exibindo altos
valores de CIM. Com relacdo a isso, os determinantes de resisténcia adicional podem estar
localizados no mesmo elemento mével que carrega os genes que codificam ESBLSs e genes gnr, o
que contribui para o fen6tipo de multirresisténcia. Sob esse aspecto, elementos mdveis, do tipo
integron, tem sido frequentemente relacionados a fenotipos de multirresisténcia. Em
contrapartida, a pesquisa de integrons ndo foi realizada nesse trabalho, e no futuro sera digna de

estudo.

A multirresistencia pode ser explicada devido ao fato de existirem integrons que carregam
obrigatoriamente genes de resisténcia a sulfonamidas (i.e., classe 1). Estes integrons quando se
inserem em plasmideos, que também possuem genes de resisténcia aos antimicrobianos, tornam-
se elementos que carregam mais de um gene de resisténcia. Essa multirresisténcia pode ser

transferida a outras bactérias por mobilizacdo horizontal dos genes (SHAKIBAIE ET AL., 2009).

Além de resisténcia a cefalosporinas, todas as cepas produtoras de CTX-M apresentaram
resisténcia a antibidticos de varias classes, incluindo quinolonas, tetraciclinas, e

aminoglicosideos.

5.4 Triagem de ESBL fendtipo e gendtipos

Um dos mecanismos de resisténcia mais comum e mais importante contra
antimicrobianos beta-lactdmicos em microrganismos gram-negativos € a producdo de beta-
lactamases. Entre as beta-lactamases estdo as conhecidas ESBLs (beta lactamases de espectro
estendido), presentes principalmente em espécies da familia Enterobacteriaceae, dificultando as
opcdes terapéuticas quando h& a necessidade de se tratar infecgdes hospitalares graves
(HERNANDEZ et al., 2005). ESBL &, portanto endémico no Brasil e tem correlagdo com nossos

resultados que pode explicar em partes a infecgdo comunitaria.
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Klebsiella pneumoniae é a espécie na qual mais se observa a producdo de beta-lactamase
de espectro estendido. A localizacdo dos genes que codificam estas enzimas se encontra no DNA
plasmidial, o que facilita a transferéncia horizontal dos mesmos para muitas outras bactérias da
mesma espécie e de espécies diferentes. Segundo Tosin e colaboradores (2003) o problema da
transferéncia horizontal de genes de resisténcia poderia ser controlado pela restricdo do uso de
antimicrobianos. Em relacdo ao tipo de gene responsavel pela expressdo de ESBL foi encontrada
uma alta incidéncia do gene blacrtx.w carregado por um plasmideo transferivel. A pesquisa de
genes blaper, blages, blasyy € blatgw foi realizada também. Segundo Li et al (2003), quando o
mesmo clone apresenta diferentes genes bla, isto é devido a presenca de diferentes plasmideos

entre estes isolados.

A forma pela qual as enzimas CTX-M se disseminam, ou seja, por mobiliza¢do horizontal
(CANTON, et al 2011; COQUE et al, 2008) explica ndo apenas de disseminacdo de clones
especificos, mas também de elementos genéticos moveis entre diversas espécies de

enterobactérias.

A rapida disseminacdo das enzimas CTX-M por todo mundo pode ser conseqiiéncia ndo
s0 do uso indiscriminado de cefalosporinas, mas sim de uma série de eventos em que genes

blacTx-m estdo envolvidos. Pois ndo existe apenas um mecanismo associado.

Os testes fenotipicos para deteccdo de ESBL identificaram 12 amostras produtoras de
ESBL, sendo 8 amostras (4 E. coli e 4 K. pneumoniae) carregando unicamente blactx.m € 4
amostras (2 E. coli e 2 K. pneumoniae) carreando tanto blactx-m quanto o gene gnr-like. Das
amostras produtoras de ESBL, 11 carregavam o0 gene blactx.m-2 € uma Unica cepa nao foi
elucidado o tipo de CTX-M.

No Brasil, o primeiro caso de producdo de CTX-M-2 reportada ocorreu no ano de 2000,
em cepas de Proteus mirabilis isoladas em hospitais e, no ano de 2007, foi reportado pela
primeira vez cepas Escherichia coli de origem comunitéria produtoras de CTX-M-2 . Diante
destes relatos presentes na literatura, acredita-se que as enzimas do grupo CTX-M-2 sejam
prevalentes dentre membros da familia Enterobacteriacea, sendo descritas em varios estados,
dentre eles Sdo Paulo, Rio de Janeiro e Minas Gerais, especialmente em E. coli e Klebsiella

pneumoniae, 0 que concorda com os resultados encontrados no presente trabalho. Assim, a
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presenca de blacrtx-m-2 em E. coli tem sido intensamente relatada no Brasil, tanto em amostras de
origem clinica, comunitaria e animal. Além do gene blactx.m-2, as amostras produtoras de ESBL
carregavam também genes do tipo SHV e TEM. Estas enzimas tém sido bastante documentadas
em isolados de diversos estados brasileiros, incluindo Pernambuco, Sergipe, Bahia, Rio de
Janeiro, Minas Gerais, Sdo Paulo e Rio Grande do Sul.

Para a pesquisa dos referidos genes, neste trabalho, foi realizado a técnica de PCR e
posterior visualizacdo em gel de agarose visando confirmar a ocorréncia dos genes que indicam
producdo de ESBL. A identificacdo precisa dos genes podera ser determinada por meio do

sequenciamento dos genes detectados em estudos posteriores.

A presenga desses gene foi confirmada em K. pneumoniae e E. coli, 0 que sugere a
importancia dos plasmideos na disseminacdo desta resisténcia independentemente do género

bacteriano.

5.5 Triagem de PMQR

A resisténcia as fluoroguinolonas de terceira geracdo se tornou um grave problema,
principalmente entre as espécies E. coli e K. pneumoniae. As fluoroquinolonas sao utilizadas para
combater infecces causadas por enterobactérias produtoras de ESBL, no entanto, o aparecimento
da resisténcia as fluoroquinolonas em enterobactérias produtoras de ESBL é preocupante, visto
que pode restringir as opgdes terapéuticas. Estes novos mecanismos de resisténcia tém um

impacto epidemioldgico, tendo aumentado as porcentagens de resisténcia.

Em um artigo, Warburg et al.,2009 estudou os genes responsaveis pela producdo de QNR
e AAC (6 ")-Ib-cr em uma colecdo de cepas de Escherichia coli isoladas de amostras clinicas no
periodo 1991-2005. Os autores relatam a ocorréncia de cepas portadoras de genes aac (6 ')-1b-cr
pela primeira vez em 1998, coincidindo com um aumento de resisténcia a ciprofloxacina. A
presenca do gene aac (6 ")-1b-cr tinha caracteristicas multiclonais e também foi relacionada com

a presenca beta-lactamases de espectro estendido (ESBLS).
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As quinolonas sdo agentes antibacterianos sintéticos e uma molécula muito estavel no
meio ambiente, inclusive nos ambientes aquaticos, o seu uso indiscriminado e exagerado nestas
areas provavelmente esta associado ao envolvimento de microrganismos resistentes as quinolonas
nas infecc¢des oriundas da comunidade (CATTOIR et al, 2008).

Do total de 33 enterobactérias resistentes a pelo menos 3 fluoroquinolonas, 8 carregavam
0 gene gnrB e 6 carregavam o gene gnrS. Nenhuma delas carregava 0s genes gnrA e duas das
cepas qnr-positivas carregavam 0 gene aac (6’)Ib-cr, que também conferem resisténcia a

quinolonas.

Os genes gnr codificam pentapeptideos que exercem efeito protetor contra a acdo das
fluoroquinolonas, resultando em baixo nivel de resisténcia a esses antibioticos. Outros
mecanismos de resisténcia, especialmente a ocorréncia de mutacdes nos genes gyrA e parC
conferem alta resisténcia as quinolonas, tornando os antibiéticos inativos. As amostras que
carregam tanto os genes gnrB quanto gnrS apresentam altos valores CIM, sugerindo que
possuam outro mecanismo de resisténcia, alem dos genes gnr. Diante disso, acredita-se que essas
amostras apresentam mutagdes nos genes gyrA e parC, o que resulta em enzimas com
conformagdo incapaz de se ligar a fluoroquinolonas, tornando o tratamento com esses antibioticos
ineficaz (NAKAMURA, et al., 1989; PAN e FISHER, 1996; KIM, et al., 2010).

Para a confirmacdo da presenca dos genes qnrB e gnrS foi feito o sequenciamento parcial
desses genes, confirmando os resultados obtidos por PCR. Essas sequéncias foram submetidas ao
GenBank para comparacdo com as ja existentes contendo essas sequéncias. Embora o percentual
da resisténcia a quinolonas mediada por plasmideos pesquisada nesse estudo (genes do tipo gnr)
seja relativamente baixo, a ocorréncia destes em ambientes aquaticos preocupa, Vvisto que a
disseminacgdo por transferéncia horizontal de genes plasmideais aumenta a incidéncia destes

genes.

Os genes qnr-like envolvidos codificam proteinas que interferem com a acdo das
quinolonas em DNA girase bacteriana e topoisomerase IV, resultando em baixos niveis de
resisténcia a quinolonas (ROBICSEK , 2006).

Quatro tipos principais de genes gnr (qnrA, gnrB, gnrC e gnrS), ja foram identificados.
PMQR associado ao gene gnr foi detectada primeiro nos EUA em 1994 de uma Klebsiella

pneumoniae e foi reportado entre as espécies de enterobactérias na Asia, em varios paises da
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Europa e, recentemente, na America do Sul (ROBICSEK, 2006;CATTOIR , 2007; MINARINI ,
2007; PEREIRA , 2007). O gene gnrB foi identificada pela primeira vez em um isolado da india,
em seguida, nos EUA, Coreia, Kuwait, Franca e Taiwan. .(ROBICSEK , 2006, CATTOIR V,
POIREL, 2007; CATTOIR V, POIREL L, NORDMANN , 2007). O gene gnrS foi detectado pela
primeira vez em uma Shigella flexneri isolada no Japdo e tem sido encontrado em
Enterobacteriaceae da Alemanha , nos EUA, Taiwan, Vietnd e Franca (ROBICSEK , 2006).
Muito recentemente, o gene qnrC foi identificado a partir de um Proteus mirabilis isolado clinico
da China (WANG, 2009).

Em 4 das 14 cepas gnr-positivas, houve a associagdo de mecanismos de resisténcia
plasmideais de resisténcia as quinolonas e as cefalosporinas de amplo espectro, havendo a
producdo de CTX-M2. Os determinantes do tipo gnrB ja foram encontrados em enterobactérias
produtoras de CTX-M2 (MINARINI, et al 2006). Os plasmideos carreando determinantes gnr
foram transferidos por transformacao em 11 das 22 cepas.

Enterobactérias produtoras de ESBL e resistentes as fluoroquinolonas tem sido detectadas
em alguns centros médicos brasileiros, indicando que estes isolados estdo realmente
disseminados no Brasil (PEREIRA, et al., 2007)

Diante disso, a escolha terapéutica se torna cada vez mais dificil, uma vez que,
considerando que as fluoroquinolonas juntamente com as cefalosporinas eram uma escolha facil e
confidvel no tratamento de infecgdes comunitarias causadas por Enterobacteriaceae.
Consequentemente, cada vez mais esta sendo utilizados aminoglicosideos e carbapenémicos (para

0s quais as bactérias ja desenvolveram mecanismos de resisténcia) (DENTON, 2007).

Os plasmideos sdo importantes na producdo de ESBL assim como na resisténcia a
quinolonas, uma vez que mecanismos para estes perfis sdo passiveis de transferéncia horizontal e

0 ambiente aquatico em especial favorece esse tipo de mobilizacdo genética.

5.6 Extracdo de plasmideos e transformacao dos genes

Primeiro pesquisamos a existéncia de plasmideos nas bactérias em estudo. Estas
apresentaram um ou mais plasmideos de diferentes tamanhos. A caracterizagdo total destes

plasmideos ndo foi realizada, visto que houve uma infinidade de plasmideos em uma mesma
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bactéria e que estes podem se apresentar superenovelados ou ndo, 0 que tornaria esta pesquisa
muito extensa. Para o presente estudo, nos interessava a saber se existiam plasmideos de

resisténcia e tentar transferi-los a uma bactéria receptora.

Para estudar a transferéncia dos genes de resisténcia, foi realizados ensaios de
transformacdo bacteriana que inicialmente ndo foram bem sucedidos, provavelmente por
incompatibilidade das cepas receptoras (E. coli DH10B) sugeridas pelo protocolo seguido
(SAMBROOK, 1989). Quando comecamos a utilizar a cepa Escherichia coli TOP 10, a

transformacéo obteve exito, porém, nem todas as cepas foram transformaveis.

Os ensaios de transformacéo tiveram como objetivo elucidar a mobilizacao horizontal dos

determinantes de resisténcia a cefalosporinas e quinolonas.

Os testes para transferéncia dos plasmideos foram positivos para 14/22 cepas,

confirmando a natureza transferivel de ambos 0s mecanismos de resisténcia.

A associacdo de genes do tipo gnr e determinates de beta-lactamases em um mesmo
elemento genético movel tem sido frequentemente relatado na literatura como um ponto de
urgéncia epidemioldgica, uma vez que as fluoroquinolonas constituem uma alternativa
terapéutica a produtores de beta-lactamases e a existéncia concomitante desses dois mecanismos
de resisténcia restringe as alternativas terapéuticas no tratamento de infeccdes por fenotipos

resistentes.

Assim, o constante isolamento de cepas produtoras de ESBL resistentes as
fluoroquinolnas e o risco de falha terapéutica pela administracdo de cefalosporinas tem forcado

um uso maior das outras classes de antibidticos, forcando também a selecdo da resisténcia.

5.7 Tipagem

A anélise do dendrograma dos perfis obtidos por ERIC-PCR revelou a disseminacao
multiclonal dos isolados de E. coli produtores de CTX-M-2, sugerindo um alto grau de

transferéncia horizontal do plasmideo.

A analise obtidos por ERIC — PCR agrupou as cepas de E. coli em 9 clusters (> 90% de

similaridade), ja as cepas de K. pneumoniae foram clonalmente néo relacionadas.



65

Entre as cepas localizadas em um mesmo cluster, duas cepas de E. coli foram isoladas de
amostras de agua coletadas em pontos proximos um do outro no rio e no mesmo dia, porém, a
outra cepa com similaridade clonal também foi coletada em local proximo, mas em uma diferente
época do ano, o que confirma que o ambiente aquatico, além de ser um veiculo de disseminacdo
destes agentes de resisténcia, é também um ambiente propicio para que as bactérias mesmo que

comensais se mantenham nesses locais.

Para isolados produzindo ESBL, a auséncia de clonalidade é um fenémeno descrito, cujo
fundamente se baseia da origem plasmidial da resisténcia. Mesmo plasmideos geneticamente
idénticos (grupo de compatibilidade) carregando um gene especifico, podem ser mobilizados por
diferentes géneros e espécies. A alta promiscuidade do plasmideo denota a importancia
epidemioldgica do elemento genético na disseminacao da resisténcia. Por outro lado, mesmo um
tratamento de efluente direcionado para diminuir a carga bacteriana, talvez pudesse ser
ineficiente em eliminar o elemento moével, lembrando que, o préprio elemento ndo precisa de
uma bactéria hospedeira para se manter no ambiente e disseminar para qualquer bactéria
receptora, seja comensal ou patogénica, por um mecanismo de transformacdo. Por outro lado, a
transferéncia horizontal por conjugacdo de espécies e géneros ndo relacionados pode acontecer
favoravelmente no ambiente aquético, denotando uma disseminacdo policlonal no ambiente

aquatico.

5.8 Grupos filogenéticos de E. coli

Considerando os grupos filogenéticos dos isolados de E. coli produtores de CTX-M-2,
quatro cepas pertenciam aos grupos de baixa viruléncia A, enquanto dois dos isolados pertenciam
ao grupo D, de alta viruléncia. E interessante ressaltar que as cepas de E. coli pertencentes ao
grupo D (de alta viruléncia) foram isoladas de amostras de agua coletadas no mesmo dia e de

pontos proximos.

A resisténcia aos carbapenémicos esta aparecendo gradualmente, sendo que nos ultimos
anos espécies como K. pneumoniae tem adquirido rapidamente genes do tipo KPC
(WOODFORD, et al., 2008). Assim, a auséncia de isolados resistentes ao imipenem e ao

ertapenem pode indicar que por se tratar de um fendmeno recente nesta familia de
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antibacterianos, muito provavelmente ainda ndo haviam atingido o ambiente aquéatico estudado
no periodo em que foram coletadas as amostras. De fato, um estudo recente do nosso grupo
caracterizou a presenca de K. pneumoniae produtora de KPC-2 nos rios Tieté e Pinheiros no ano
2011 (OLIVEIRA, et al 2011). Deve-se atentar que o uso indiscriminado dos carbapenémicos
tem acarretado no desenvolvimento de resisténcia em bactérias gram-negativas nos ultimos anos
em decorréncia de diversos fatores e pressdo seletiva (NORDMANN e POIREL 2002).

Bactérias produtoras de ESBL estdo freqlientemente sendo isoladas ndo s6 de ambiente
hospitalar e comunidade (LINCOPAN et al, 2006.; CANTON et al, 2011, MINARINI et al.;
2006), mas também em produtos alimenticios, agua de esgoto (PITOUT et al., 2005;
CARATTOLI et al.,, 2005) e mais recentemente em efluentes urbanos (Fontes, 2011). Este
aumento destes mecanismos de resisténcia nestes ambientes mostram a necessidade urgente de
entender os meios de disseminagdo dos genes a fim de implantar uma estratégia de vigilancia

sanitarias para casos que estdo se tornando pandémicos.

O isolamento de amostras de enterobactérias multiresistentes no ambiente aquatico é
preocupante, devido a facilidade de disseminagdo dos genes de resisténcia em corpos d’agua, ndo
sO entre espécies, mas também de uma espécie para outra diferente. Os genes de resisténcia que
se encontra em plasmideos sdo passados para outras bactérias por transferéncia horizontal de
genes e a bactéria receptora se torna tambem resistente a tais antibioticos causando grande
impacto em saude publica. Assim, bactérias comensais do trato gastrointestinal de humanos e
outros animais, podem adquirir estes determinantes de resisténcia com um risco potencial para
trasformar-se em patdgenos oportunistas. Nosso estudo confirma a presenca de isolados
resistentes carregando genes de importancia clinica, sugerindo uma possivel disseminagdo de
cepas multirresistentes dos hospitais para 0 ambiente, muito provavelmente pelo esgoto. Por
outro lado, a alta polui¢do dos rios urbanos pode sustentar a selecdo e disseminacéo de bactérias
multirresistentes e/ou seus genes de resisténcia em ecossistemas associados a entornos aquéticos

urbanos disseminando esse perfil de resisténcia as comunidades.
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6 CONCLUSOES

e Houve predominancia de isolados das espécies E. coli e K. pneumoniae nas amostras de

agua coletadas.

e As taxas de resisténcia aos antimicrobianos foram altas tanto em E. coli quanto em K.

pneumoniae

e Os valores da Concentragdo Inibitéria Minima ultrapassou os valores do ponto de corte
para todos os antimicrobianos para 90% dos isolados, exceto no caso da tetraciclina que

tanto a CIMgoquanto a ClMspapresentou valores abaixo do ponto de corte.
e Todas as amostras foram sensiveis ao imipenem, ertapenem e pip/tazobactam;

e Um total de 87 isolados da familia Enterobacteriaceae se mostraram multirresistentes, ou

seja, resistentes a pelo menos 3 antibacterianos de diferentes classes.

e Um total de 12 cepas de E. coli e 10 cepas de K. pneumoniae eram produtoras de ESBL
e/ou PMQR.

e O grupo filogenético A foi o mais frequente dentre as amostras de E. coli, sendo
identificada duas cepas pertencente ao grupo Bl (ambas caracterizadas como de baixa
viruléncia ou comensais) e duas cepas pertencentes ao grupo D, caracterizadas como

altamente viruluntas (patogénicas).

e Seis amostras de E. coli carregavam o gene gnr , quatro carregavam o gene blacrx-m € 2

carregavam ambos 0s genes,

e Quatro amostras de K. pneumoniae carregavam 0 gene gnr, quatro carregavam o gene

blacTx-m2 carregavam ambos o0s genes,

e A tipagem por ERIC-PCR, nos isolados carregando genes blactx-m €/ou genes qnr,
revelou auséncia de relacdo clonal entre as cepas de K. pneumoniae (n=10), enquanto que

cepas de E. coli (n=12) foram agrupadas em nove clusters (> 90% de similaridade).
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Background: Antibiotics are widely used to human infections or to promote growth in food animals, contributing to
the emergence and dissemination of multidrug-resistant (MDR) bacteria. The aim of this study was to determine
clonal diversity and prevalence of ESBL, MBL, Qnr and RmtD encoding genes in MDR Escherichia coli,Klebsiella
pneumoniae and Pseudomonas aeruginosa strains recovered from water samples in an urban river, in Sdo Paulo,
Brazil. Methods: From 2009 to 2010, 85 MDR E. coli (n=45), K. pneumoniae (n=37)and P. aeruginosa (n=3)
strains were isolated from eight locations throughout Tieté River. Isolates were identified by biochemical tests;
antimicrobial susceptibility testing was performed by CLSI disk-difussion and agar dilution methods; resistance
genes were screened by PCR; and molecular genotyping was performed by ERIC-PCR. Results: Presence of blacrx-
w-like genes was confirmed in 4/45 (9%) and 4/37 (11%) E. coli and K. pneumoniae isolates, respectively, and gnr-
like genes were identified in 7/45 (15.5%) E. coli and 3/37 (8.1%) K. pneumoniae strains. In this regard, while the
gnrB gene was identified in 3 E. coli and 2 K. pneumoniae strains, the identification of the gnrS gene was confirmed
in 4 E. coli and 1 K. pneumoniae, respectively. K. pneumoniae isolates were unclonally related, whereas E. coli
strains were grouped in two clusters (>90% similarity). Isolates harboring blacrxm and gnr genes were collected
from all sites on Tieté River. Finally, the presence of blaspm.1 and rmtD1 genes was confirmed in three P. aeruginosa
strains collected from two different sites in the river. Surprisingly, these isolates were clonally related (> 90%
similarity) to clinical MDR P. aeruginosa. Conclusions: Presence of blacrx-m, gnrB, gnrS, blaspm-1 and RmtD genes in
Gram-negative bacteria confirm the environmental contamination of urban rivers in Brazil. These isolates could act
as a source and/or reservoir of resistance genes with clinical relevance, and with potential for dissemination in

communities through river environments.



