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RESUMO

O conceito de One Health reconhece que a salude das pessoas esta claramente
ligada a saude dos animais e do meio ambiente, e a importancia dessa relacdo na
transmissao, persisténcia e disseminacao de bactérias resistentes aos antibioticos. A
disseminacdo de bactérias resistentes aos antibioticos preocupa a comunidade
cientifica devido as limitadas opcfes terapéuticas e tem como consequéncias,
aumento da morbimortalidade e aumento dos custos. Ainda pouco estudados, 0s
efluentes hospitalares podem ser veiculos de disseminacdo de inumeros
microrganismos patogénicos. Neste estudo foi investigada a presenca de
enterobactérias produtoras de carbapenemases em efluentes hospitalar e nao
hospitalar de Campo Grande — MS, de Setembro de 2021 a Fevereiro de 2022. Do
hospital, foram coletadas amostras de efluentes da Unidade coronariana; Enfermaria
de clinica médica, pediatrica e Unidade de Terapia Intensiva; Pronto Atendimento
Médico; Clinica Cirdrgica; Central de Esterilizacdo de Materiais; Enfermaria de
ginecologia e obstetricia e Saida do efluente do hospital. Dos ambientes néo
hospitalares, foram coletados da Odontologia; Laboratério de Analises Clinicas;
coérrego Anhandui; centro da cidade; bairro Moreninha; uma industria e reitoria da
Universidade. Para o isolamento das bactérias, foram semeadas 1 pL das amostras
de efluente em meios de cultivos seletivos. Os microrganismos produtores de
carbapenemase foram identificados e seu perfil de resisténcia determinado pelo
sistema automatizado VITEK-2. De 145 bactérias Gram-negativas isoladas 32%
apresentaram resisténcia aos antibidticos carbapenémicos testados. Em 16
enterobactérias com perfil fenotipico de produtor de carbapenemase fez-se a
identificacdo do gene blaKPC por PCR. Em 100% das amostras testadas confirmou-
se a presenca do gene pesquisado, todas provenientes de ambiente hospitalar. As
bactérias identificadas foram: Klebsiella pneumoniae ssp pneumoniae; Enterobacter
cloacae complex; Klebsiella pneumoniae ssp ozaenae; Klebsiella oxytoca;
Citrobacter farmeri e Kluyvera intermedia. Os resultados mostram bactérias
classificadas como prioridade critica/alta pela Lista de Patdogenos Prioritarios da
OMS (Enterobacteriaceae resistentes aos carbapenémicos) em efluentes
hospitalares e sdo inéditos em nosso estado. A identificacdo de bactérias
multidrogas resistentes apresentam grande importancia e desempenham um

relevante papel no elo de transferéncia de genes de resisténcia aos antimicrobianos



entre homem, animais e meio ambiente. Informacdo fundamental para o
estabelecimento de medidas de controle que possam ser adotadas pela instituicao

hospitalar e servico de saneamento municipal.

Descritores: efluentes; Enterobacteriaceae; Resisténcia Bacteriana a Antibidticos;
Enterobactérias Resistentes a Carbapenémicos.

ABSTRACT

The One Health concept recognizes that people's health is clearly linked to the health
of animals and the environment and the importance of this relationship in the
transmission, persistence and dissemination of antibiotic-resistant bacteria. The
spread of antibiotic-resistant bacteria worries the scientific community due to limited
therapeutic options and has the consequences, increased morbidity and mortality
and increased costs. Still little studied, hospital effluents can be vehicles for the
dissemination of numerous pathogenic microorganisms. In this study, the presence
of Carbapenemase-producing Enterobacteriaceae in hospital and non-hospital
effluents in Campo Grande - MS, from September 2021 to February 2022 was
investigated. From the hospital, samples of effluents from the Coronary Unit were
collected; Medical, pediatric and Intensive Care Unit wards; Emergency Medical
Care; Clinical Surgery; Material Sterilization Center; Gynecology and obstetrics ward
and Hospital output. From non-hospital environments, they were collected from
Dentistry; Clinical Laboratory; Anhandui stream; city center; Moreninha
neighborhood; an industry and university rectory. For the isolation of bacteria, 1 pL of
effluent samples were seeded in selective culture media. Carbapenemase-producing
microorganisms were identified and their resistance profile determined by the VITEK-
2 automated system. Of 145 Gram-negative bacteria isolated, 32% showed
resistance to the carbapenem antibiotics tested. In 16 Enterobacteriaceae with a
carbapenemase producer phenotypic profile, the blaKPC gene was identified by
PCR. In 100% of the samples tested confirmed the presence of the researched gene,
all from the hospital environment. The bacteria identified were: Klebsiella
pneumoniae ssp pneumoniae; Enterobacter cloacae complex; Klebsiella pneumoniae
ssp ozaenae; Klebsiella oxytoca; Citrobacter farmeri and Kluyvera intermedia. The
results show bacteria classified as critical/high priority by the WHO Priority Pathogen
List (carbapenem-resistant Enterobacteriaceae) in hospital effluents and are

unprecedented in our state. The identification of multidrug-resistant bacteria is of



great importance and plays an important role in the transfer of antimicrobial
resistance genes between humans, animals and the environment. Fundamental
information for establishing control measures that can be adopted by the hospital

institution and municipal sanitation service.

Descriptors: effluents; Enterobacteriaceae; Drug Resistance, Bacterial;
Enterobacteriaceae Resistant to Carbapenems.
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1 INTRODUCAO

O desenvolvimento e disseminacdo de bactérias resistentes aos antibiéticos
preocupa a comunidade cientifica e profissional da saude devido as limitadas
opcOes terapéutica para o tratamento (QUADRI et al., 2015). Infec¢des por bactérias
multidrogas resistentes (MDR) estdo associadas ao aumento no periodo de
internacéo do paciente e ao aumento na taxa de mortalidade (CHANDY et al., 2014).

Em 2019, infeccbes com bactérias resistentes aos antibidticos foram
responsaveis pela morte de 1,27 milhdes de pessoas, com um total de 4,95 milhdes
de mortes associadas a complicacbes de infeccbes causadas por bactérias MDR
(MURRAY et al., 2022).

As consequéncias do desenvolvimento e disseminacdo continua de
microrganismos resistentes aos antibioticos (MRA) podem ser catastroficas. E
necessaria uma acao imediata ou até 2050 podem causar até 10 milhBes de mortes
globalmente por ano, gerando também um impacto econémico significativo (UNEP,
2022).

O ambiente hospitalar com o0 uso em larga escala de farmaco antibacteriano
contribui com a resisténcia aos antibidticos pelas bactérias. A disseminacdo de
bactérias resistentes pelo sistema de efluentes hospitalares e ndo hospitalares tem
sido pouco estudada (CAHILL et al., 2019; CHAVEZ; CAICEDO; CASTILLO, 2019;
CONTE et al., 2022; SANTORO et al., 2015; THAMLIKITKUL et al., 2019).

O residuo hospitalar que é produzido em grande escala geralmente é diluido
em estacdes de tratamento de 4guas residuais municipais. No entanto, esse residuo
pode conter até dez vezes mais bactérias resistentes a antibiéticos do que aguas
residuais de fontes comunitarias (HASSOUN-KHEIR et al., 2020). Entre essas citam-
se bactérias Gram-negativas produtoras de B-lactamases de espectro estendido
(ESBL) e carbapenemases (HASSOUN-KHEIR et al., 2020).

No Hospital do estudo s&o atendidos muitos pacientes com doencgas crénicas
e com doencas infecto-parasitarias. E considerado referéncia no diagndstico e
tratamento de doencas infecciosas para todo o estado de Mato Grosso do Sul.
Pesquisas anteriores demonstraram elevado indice de enterobactérias multidrogas
resistentes causadoras de infeccao hospitalar em hospitais de Campo Grande — MS
(CHANG et al., 2013; PATRIAL et al., 2019; RODRIGUES et al., 2019).
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Ha evidencias de que os efluentes hospitalares podem ser veiculos de
disseminagdo de inUmeros microrganismos patogénicos e que se nao tratados,
podem contaminar e apresentarem relevancia nos nichos selecionados por
desempenharem um importante papel no elo de transferéncia de genes de
resisténcia aos antimicrobianos entre homem, animais e meio ambiente (CAHILL et
al., 2019; KARKMAN et al., 2018).

O conceito de One Health reconhece que a saude das pessoas esta
claramente ligada a saude dos animais e do meio ambiente e incentiva a
colaboragédo multi e interdisciplinar para alcancar uma saude melhor (COLLIGNON;
MCEWEN, 2019).

Apesar da relevancia, pouco se sabe sobre a disseminacdo de
enterobactérias MDR em efluente hospitalar e ndo hospitalar.

Neste estudo investigou-se a dispersdo de enterobactérias produtoras de
carbapenemases em efluentes hospitalares e ndao hospitalares em fluxo de aguas
residuais em Campo Grande — MS para assim agregar conhecimentos, informacfes
mediante a auséncia de estudos sobre o tema na regido Centro-Oeste do Brasil.

Os resultados encontrados neste estudo podem contribuir com a Comissao
com a Comissdo de Controle de Infeccdo Hospitalar e Setor de Infraestrutura
Hospitalar gerando informacfes técnicas e cientificas Uteis na conducdo de
estratégias e controle de contaminacdo ambiental por enterobactérias multidroga
resistentes, minimizando assim, os riscos de disseminacdo dessas bactérias. Dessa
forma, o hospital podera instituir medidas de prevencdo de dispersdo dessas
bactérias. Os resultados obtidos poderdo contribuir ainda com o avanco do
conhecimento, formacdo de recursos humanos para o aprimoramento da atencdo a
saude e vigilancia em saude.

Acredita-se que a identificacdo de Enterobacterales MDR e 0s seus principais
mecanismos de resisténcia propostos neste estudo poderdo melhorar a
compreensao das rotas de transmissdo de bactérias Gram-negativas
multirresistentes para que medidas de controle sejam adotadas pela instituicao

hospitalar e servico de saneamento municipal.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Enterobacterales

Enterobacterales compdem a ordem de bactérias de bacilos Gram-negativos,
anaerdbios facultativos, ndo formadores de esporos. Membros desta ordem,
principalmente da familia Enterobacteriaceae, sdo amplamente conhecidos como
patbgenos para humanos e animais. Exemplos sdo as espécies Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Enterobacter spp., Salmonella entérica e Yersinia pestis
(ADEOLU et al., 2016).

Essas bactérias fazem parte da microbiota intestinal humana e estédo
frequentemente associados com infec¢cdes adquiridas no ambiente hospitalar, que
tém origem nos tratos respiratorio, gastrointestinal e urinario, assim como na
corrente sanguinea (WEINSTEIN; GAYNES; EDWARDS, 2005). Patégenos Gram-
negativos MDR causam um numero crescente de infec¢fes, incluindo infeccbes
complicadas do trato urinario, pneumonia nosocomial e sepse (DIEKEMA et al.,
2019; GOLAN, 2015; JEAN et al., 2020).

Infec¢des causadas por patégenos MDR tornam-se cada vez mais frequentes
no ambiente hospitalar e a emergéncia de resisténcia aos carbapenémicos
(antimicrobianos utilizados para o tratamento de infeccbes graves) preocupa a
comunidade cientifica mundial. A resisténcia aos antibidticos é causada por diversos
mecanismos, dentre eles citam-se a producéo de carbapenemases que conferem
resisténcia aos potentes antibidticos carbapenémicos (ANDREY et al.,, 2020;
NORDMANN; POIREL, 2014).

2.2 Resisténcia bacteriana — Gram-negativos

A resisténcia aos antibidticos pelas bactérias Gram-negativas € um tema
preocupante. Estas bactérias podem disseminar seus mecanismos de resisténcia
rapidamente por meio de elementos genéticos moveis como plasmideos e
transposons (QUEENAN; BUSH, 2007), limitando as opcdes de tratamento e
aumentando as probabilidades de falha terapéutica.

A definicho do grau de resisténcia aos antibidticos é definida como:

Multirresistentes (MDR) - quando a bactéria € resistente a pelo menos trés classes
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de antimicrobianos diferentes; Resisténcia-extensa (XDR) - quando a bactéria é
resistente a quase todos os grupos de antibioticos, com excec¢do a 1 ou 2 classes; e,
Pan resisténcia (PAN) - resisténcia a todas as classes de antibidticos disponiveis em
combate a um determinado microrganismo patogénico (MAGIORAKOS et al., 2012).
Os mecanismos de resisténcia mais comuns entre as bactérias Gram-
negativas séo: a expressao de bomba de efluxo, a redugcédo da permeabilidade da
membrana, a modificacdo do sitio de acdo e a producédo de enzimas inativadoras de
antimicrobianos, como as Dbeta-lactamases (BUSH; JACOBY, 2010;
EICHENBERGER; THADEN, 2019). A Figura 1 ilustra os quatro principais
mecanismos de resisténcia bacteriana em bactérias Gram-negativas (BGN).

Figura 1 — llustrag&o dos principais mecanismos de resisténcia bacteriana em BGN

@ Antibibtico inativacao da

droga por enzima Célula bactenana

ativacao da bomba B Parede celular
deefluxo @ ‘
@

Croplasma

Plasmideo
permeabiidade da
droga inibida

Fonte: PORCINO, 2018.

As BGN possuem uma membrana extracelular lipoproteica que, em sua
estrutura, apresenta proteinas denominadas porinas. Estas funcionam como canais
gue conectam 0s meios extra e intracelular e facilitam o transporte de substancias
para dentro das células. Quando h& a diminuicdo no nimero de porinas, o transporte

das moléculas antimicrobianas para o interior da célula é prejudicado, pois as

porinas sao responsaveis. Essa caracteristica € responsavel pela resisténcia de
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bactérias Gram-negativas frente a algumas classes de antibioticos (NIKAIDO, 1994;
SUAY-GARCIA; PEREZ-GRACIA, 2019).

A expressdo da bomba de efluxo é caracterizada pela capacidade das
bactérias de bombear (ou seja, transportar de forma ativa) para o meio extracelular
as substancias antimicrobianas que acabaram de ser absorvidas. Essas bombas sé&o
codificadas principalmente no cromossomo, embora também possam ser codificadas
por plasmideo (LI; NIKAIDO, 2009).

Uma vez que moléculas antimicrobianas sdo extremamente especificas
quanto ao alvo de inativacdo, a alteracdo do sitio de agcdo é uma mutacado que
ocorre no DNA bacteriano. Essa mutacdo impede a ligacdo ou diminuicdo da
afinidade da molécula antimicrobiana com a célula bacteriana, levando a resisténcia.
Essa acdo ndo interfere na funcdo do alvo alterado, a bactérias mantem suas
funcdes e escapa da acéo dos antibiéticos (BRUCHMANN et al., 2013).

O principal mecanismo de resisténcia dos bacilos Gram-negativos é a
producdo de B-lactamases, enzimas que se encontram em altas concentragées no
espaco periplasmatico, entre a parede e a membrana celular dessas bactérias.
Essas enzimas s&o capazes de hidrolisar o anel B-lactamico presente nos
antibidticos B-lactamicos, inativando-os (BUSH; JACOBY, 2010; DRAWZ; BONOMO,
2010).

Devido ao aumento da quantidade de cepas produtoras (-lactamases de
espectro estendido (ESBL), e também ao seu espectro ampliado e sua estabilidade
frente aos carbapenémicos, os carbapenémicos tornaram-se os antibidticos de
escolha no tratamento de infeccbes graves por Enterobacterales. Eles fornecem
cobertura anaerdbica e Gram-negativa eficaz em comparagdo com outros [3-
lactamicos (NICOLAU, 2008).

Esta classe de antibidticos foi introduzida e aprovada na década de 1980,
tendo como primeiro representante o imipenem para uso clinico (MIYADERA et al.,
1983). Posteriormente, foram introduzidos meropenem, ertapenem e doripenem, e
até o final da década de 1990 havia uma baixa frequéncia de resisténcia aos
carbapenémicos (YIGIT et al.,, 2001). No entanto, a utilizagdo indiscriminada nas
ultimas décadas, somadas com a habilidade de alguns microrganismos em transferir
elementos genéticos mdéveis que conferem resisténcia, impulsionou a emergéncia de
bactérias resistentes a esta classe (DESHPANDE et al., 2007).
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Um dos mecanismos de resisténcia mais frequentemente observados em
bactérias hospitalares é a producdo de enzimas inativadoras de antibi6ticos, como
por exemplo, as betalactamases, oxacilinases e carbapenemases. A producao de
Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC) é o mecanismo de resisténcia mais
frequente (96,2%) em K. pneumoniae resistente a carbapenem (POIREL et al., 2004;
SAMPAIO; GALES, 2016).

2.3 Enterobacterales resistentes aos carbapenémicos (ERC)

As enterobactérias produtoras de carbapenemase (EPC) foram identificadas
como uma das principais ameacas a saude humana. Essas bactérias fazem parte da
lista de patdgenos prioritarios da Organizacdo Mundial da Saude (OMS),
considerados de importancia critica e para o0os quais novos antibidticos sao
necessarios (OMS, 2017).

Os hospitais sdo locais onde mais se usa antibidticos e a presséo seletiva
devido ao uso extensivo de antimicrobianos favorece a selecdo de superbactérias,
multidroga resistentes que podem contaminar o meio ambiente (CAHILL et al., 2019;
LIEN et al., 2016; MUTUKU et al., 2022; VERLICCHI et al., 2012).

Enterobactérias resistentes aos carbapenémicos (ERC) séo resistentes a pelo
menos um dos antibioticos carbapenémicos (ertapenem, meropenem, doripenem ou
imipenem) ou produzem uma carbapenemase (uma enzima que pode torna-los
resistentes aos antibiéticos carbapenémicos) e sdo chamadas de ERC. Em excec¢éo
aos géneros de Providencia spp., Proteus spp., e Morganella spp., em que a
resisténcia unicamente ao imipenem néo confere o critério de ERC, uma vez que
estes organismos tém concentragcfes inibitérias minimas (CIMs) intrinsecamente
elevadas ao referido antimicrobiano (CDC, 2019).

A incidéncia relatada de infeccdo por ERC nos Estados Unidos é de
2,93/100.000 pessoas (LIVORSI et al.,, 2018). As infeccbes por ERC estdo
associadas a maior morbidade e mortalidade especificamente em pacientes que
apresentam pneumonia e bacteremia, em Unidade de Terapia Intensiva (UTI). Os
maiores riscos estdo associados ao uso de antibidticos e internacdo em UTI. Em
estudo realizado em hospital terciario de referéncia na Arabia Saddita com casos de
infeccbes por ERC, a maioria dos isolados € de Klebsiella pneumoniae (77%). A alta

taxa de resisténcia e as opcoes de tratamento limitadas os tornaram com uma alta
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incidéncia na pratica clinica (KHAMIS et al., 2022). A Figura 2 ilustra a linha do
tempo com a introdugdo de carbapenémicos e 0 aparecimento de enzimas

carbapenemases.

Figura 2 — Linha do tempo representando a introducéo de carbapenémicos e o apa-
recimento de carbapenemases em todo o mundo
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Fonte: SUAY-GARCIA; PEREZ-GRACIA, 2019.

As ERC sédo bactérias emergentes descritas no mundo todo com habilidade
de disseminacéao por meio de plasmideos (LOGAN; WEINSTEIN, 2017).

Nos Estados Unidos estima-se que as infeccfes por ERC resultam em 26%
de mortalidade e um custo financeiro de aproximadamente 275 milhdes de dolares
anualmente (MCCANN et al., 2018). Em uma analise realizada em paises de baixa e
média renda conclui-se que ERCs causando infec¢des de corrente sanguinea foram
associados com o aumento de 75% de probabilidade de mortalidade hospitalar, uma
diminuicdo proxima a 40% na probabilidade de alta hospitalar com vida e um
aumento no tempo de hospitalizacao de 3,7 dias (MARTIN et al., 2018).

No Brasil, houve uma disseminacdo de [-lactamases mediadas por
plasmideos em Enterobacteriaceae. Sdo amplamente disseminadas no ambiente
hospitalar e a Klebsiella pneumoniae é a espécie predominante entre os produtores
de ESBL. Enterobactérias produtoras de carbapenemase tornaram-se amplamente

disseminadas no Brasil, a producdo de KPC & o mecanismo de resisténcia mais
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frequente (96,2%) em K. pneumoniae resistente a carbapenem. A resisténcia
antimicrobiana em Enterobacteriaceae no Brasil € um problema crescente que
precisa de agles urgentes (BARTLEY et al., 2019; SAMPAIO; GALES, 2016).

Klebsiella pneumoniae podem apresentar mais de um mecanismo de
resisténcia aos antibioticos (TAHERPOUR e HASHEMI, 2013; TSAI et al., 2011).
Isolados clinicos produtores de ESBL também podem expressar mecanismos de
resisténcia a outras classes de antimicrobianos tais como fluorquinolonas e
aminoglicosideos e, quando combinado com perda de porinas e bomba de efluxo,
também reduzem a sensibilidade aos carbapenémicos (CHA et al., 2015; CHARFI et
al., 2017). A hiperexpressao dessas bombas ou a perda de porinas aliada a outros
mecanismos podem resultar em altos niveis de resisténcia aos [p-lactamicos
(TAHERPOUR; HASHEMI, 2013).

Dentre os mecanismos de resisténcia, a producdo de enzimas € o principal.
Existem trés grupos principais de enzimas responsaveis pela maior parte da
resisténcia aos carbapenémicos: KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemase)
(classe A), NDM (Metallo-3-Lactamases) (classe B) e OXA-48-like (classe D). Todos
0os trés grupos de enzimas sdo mediados por plasmideos, o que implica uma
transferéncia horizontal mais facil e, portanto, uma disseminacdo mais rapida da
resisténcia aos carbapenémicos em todo o mundo (SUAY-GARCIA; PEREZ-
GRACIA, 2019).

2.3.1 Classificacdo das beta-lactamases

Com o tempo novas enzimas foram sendo descobertas e foram propostos
dois sistemas de classificacdo de B-lactamases. O primeiro baseado na sequéncia
de aminoacidos (AMBLER et al.,, 1991) e outro de acordo com caracteristicas
funcionais dessas estruturas (BUSH; JACOBY; MEDEIROS, 1995). Com o avanco
cientifico, a possibilidade de sequenciamento dos genes de resisténcia, novos
subgrupos e variantes sao constantemente adicionados aos esquemas de
classificacdo (BUSH; JACOBY, 2010).

A classificagdo molecular é baseada na sequéncia de aminoacidos e divide as
B-lactamases em enzimas de classe A, C e D que utilizam serina para hidrolise de -
lactamicos e metaloenzimas de classe B que requerem ions de zinco bivalentes para
hidrolise do substrato (BUSH; JACOBY, 2010; NAGSHETTY et al., 2021). A Tabela
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1 ilustra a classificacdo e o0s representantes das enzimas beta-lactamase de

espectro estendido.

Tabela 1 - Classificagéo e representantes das enzimas beta-lactamase de espectro

estendido
. Grupo Perfil de inibigio
Classificacdo Bush & - Exemplos de membros
de Ambler  Jacoby Acido
(Molecular)  (2009) substrato/alvo clavulanico Azobactam
2a Penicilinas Sim Nao PC-1
Penicilinas, algunas
2b cefalosporinas de 12 Sim N3do TEM-1, TEM-2, SHV-1
geracdo
Ibe Cefalosporina de espectro Sim N3o TEM-3, SHV-2, CTX-M-15,
estendido, monobactam PET-1, VEB-1
A 2br Penicilinas Nao Nao TEM-30, SHV-10
Jber Cefalosporina de espectro No No TEM- 50
estendido, monobactam
2c Carbenicilina Sim Nao PSE-1, CARB-3
2ce Carbenicilina, cefepima Sim N3ao RTG-4
Beta-lactamicos de espectro Sim N3o
2e estendido CepA
2f Mudando N3do KPC-2, 1M1-1, SME-1
B N30 Sim IMP-1, VIM-1, Ccr-A, IND-
3a Carbapenémicos 1, NDM-1
3b Carbapenémicos Nao Sim CphA, Sfh-1
C 1 Cefalosporinas Nao Nao MIR-1
le Cefalosporinas Ndo Sim GC1, CMY-37
Cloxacilina de espectro Mutavel N3o
2d estendido OXA-1, OXA-10
D Cefalosporina de espectro Mutavel N3o
2de estendido OXA-11, OXA-15
2df Carbapenémicos Variavel N3o OXA-23, OXA-48

Fonte: NAGSHETTY et al., 2021 (Adaptado).

Varios novos subgrupos de cada um dos grupos principais sdo descritos, com

base em atributos especificos de enzimas individuais, tais como as enzimas de

Classe A, B, C e D descritas a seguir.

Classe A - Beta-Lactamases

Beta-lactamases classe A na forma de variantes de SHV (varidvel reagente

de sulfidrila) sdo comumente encontradas em isolados de Escherichia coli e




25

Klebsiella pneumoniae resistentes a beta-lactamase associadas a infeccfes da
corrente sanguinea, respiratérias e urindrias adquiridas no ambiente hospitalar
(BUSH; JACOBY, 2010).

Mutac6es em genes blaTEM-1 e blaSHV-1 pré-existentes deram origem ao
surgimento de ESBLs capazes de hidrolisar cefalosporinas de espectro estendido
com uma cadeia lateral oxiimino. Essas cefalosporinas incluem cefotaxima,
ceftriaxona e ceftazidima, bem como o0 oxiimino-monobactam aztreonam.
Cefotaximases sdo caracterizadas por genes CTX-M que surgiram por transferéncia
de plasmideo de genes ESBL cromossdmicos pré-existentes de bactérias Kluyvera
spp.- (DRAWZ; BONOMO, 2010). CTX-M ESBLSs representam uma grande proporgéo
de cepas ESBL globais e sdo as ESBLs dominantes nos EUA, principalmente entre
as infeccdes do trato urinario (SURGERS et al., 2018).

Classe A — Serina-carbapenemases
As beta-lactamases ndo metalicas podem hidrolisar carbapenémicos, bem
como cefalosporinas, penicilina e aztreonam (DRAWZ; BONOMO, 2010), marcando
a evolucao da atividade da beta-lactamase de direcionar principalmente penicilinas e
cefalosporinas para enzimas que hidrolisam os carbapenémicos. Representante de
serina carbapenemases classe A incluem as enzimas NMC-A, IMI, SME e KPC
(HANSEN, 2021). A Figura 3 ilustra a classificacdo de carbapenemases/(3-

lactamases dependendo do seu dominio catalitico central.

Figura 3 - Classificacao de carbapenemases/B-lactamases dependendo do seu do-
minio catalitico central

| Carbapenemases/[J-lactamases

v v
Serine-fi-lactamases Metallo-f-lactamases

Class A: KPC, IMI, SME, CTX-M,
GES", SHV, TEM

Class B: NDM, VIM, IMP

Class C: AmpC. ACT, CMY, DHA, FOX

Class D: OXA-48, OXA-181, OXA-23,
OXA-40, OXA-58
OXA-1, OXA-2, OXA-9, OXA-10

*Algumas variantes podem possuir atividade carbapenemase.
Fonte: NORDMANN; POIREL, 2019.
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As enzimas KPC sao as mais conhecidas e bem descritas desta classe, que,
embora inicialmente encontradas em K. pneumoniae, agora sao prontamente
detectadas em muitos membros da familia Enterobacteriaceae. Conferem resisténcia
a todos os beta-lactamicos (incluindo carbapenémicos e monobactamicos) (DRAWZ,;
BONOMO, 2010). As KPCs séao frequentemente carreadas por plasmideos e tém a
capacidade de hidrolisar carbapenémicos e sdo parcialmente inibidas pelo &cido
clavulanico (JI et al., 2015).

Organismos que expressam genes KPC sao produtores de enzimas
disseminadas mundialmente e frequentemente sao resistentes a outras classes de
antibiéticos, como quinolonas e aminoglicosideos, criando assim organismos
altamente MDR (LOGAN; WEINSTEIN, 2017, PORRECA; SULLIVAN; GALLAGHER,
2018).

O primeiro estudo que reportou uma cepa produtora de KPC no Brasil foi
publicado em 2009 (MONTEIRO et al., 2009). Oito anos antes, a enzima KPC-1 foi
reportada pela primeira vez em K. pneumoniae isolada de amostra de paciente
internado em hospital da Carolina do Norte — EUA (YIGIT et al., 2001).

No estado de Mato Grosso do Sul, o primeiro relato de K. pneumoniae
produtora de KPC foi isolada de urina em paciente com leucemia linfocitica admitida
no Hospital Universitario (HUMAP) no ano de 2010 (CHANG et al., 2013). Recente
estudo mostra que K. pneumoniae produtora de carbapenemase € muito frequente
nos grandes hospitais de nosso estado (CAMPOS et al., 2017).

As carbapenemases variantes do gene KPC sao as mais comuns,
globalmente encontradas, sendo as variantes dos genes blaKPC-2 e blaKPC-3 as
mais frequentes. Os paises com alta prevaléncia de K. pneumoniae produtores de
KPC incluem EUA, ltalia, Grécia, Reino Unido e Asia (China), bem como alguns
paises do Médio Leste (Israel) e América do Sul (Brasil, Coldmbia) (LOGAN;
WEINSTEIN, 2017). A Figura 4 mostra a distribuicdo global de carbapenemases em
Enterobacteriaceae.
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Legenda: IMP - imipenem metalo-B-lactamase; KPC - Klebsiella pneumoniae carbapenemase; NDM -

metalo-B-lactamase de Nova Deli; OXA - B-lactamase hidrolisada de carbapenem do tipo oxacilinase
e VIM -, metalo-B-lactamase codificada por integron de Verona.

Fonte: LOGAN; WEINSTEIN, 2017 (adaptado).

Na Figura acima, OXA refere-se principalmente a OXA-48, exceto na india,
onde se refere a OXA-181. Abreviaturas: IMP, ativo sobre imipenem metalo-3-
lactamase; KPC, Klebsiella pneumoniae carbapenemase; NDM, metalo-B-lactamase
de Nova Deli; OXA, B-lactamase hidrolisada de carbapenem do tipo oxacilinase;
VIM, metalo-B-lactamase codificada por integron de Verona.
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O alto poder de disseminacdo do gene blaKPC se deve a sua insercdo em
elementos genéticos moveis, como transposons e plasmideos conjugativos. O
principal elemento movel reportado na literatura € o transposon Tn4401 responsavel
pela disseminacao desse gene no Brasil e no mundo (MATHERS et al., 2011).

Outra  carbapenemase denominada BKC (Brazilian Klebsiella
carbapenemase) foi descrita em trés isolados na cidade de S&do Paulo (NICOLETTI
et al., 2015). O gene blaBKC foi relatado apenas no estado de S&o Paulo até a data
do trabalho e com baixa prevaléncia (0,3%). Essa carbapenemase foi encontrada
em elementos moveis e pode se disseminar para outras bactérias e outras regides
(MARTINS et al., 2016).

Classe B - Beta-Lactamases

S&o denominadas de metallo-B-lactamases (MBLs), e diferente das outras
classes que utilizam a serina como sitio para a hidrolise dos antibidticos. Essas
necessitam de pelo menos um cofator metélico (ion de Zn?) para exercer a atividade
hidrolitica em todos os antibidticos B-lactamicos, exceto o aztreonam (BONOMO,
2017).

Foram isoladas de Acinetobacter spp. e Pseudomonas spp., e estdo cada vez
mais associados a membros das Enterobacterales, como K. pneumoniae, K.
oxytoca, Escherichia coli e Enterobacter spp. MBLs sao codificadas por integron de
Verona (VIM), tipo Pseudomonas (IMP) e o Nova Delhi MBL (NDM), VIM e IMP sé&o
geralmente encontradas em Pseudomonas e NDM em enterobactérias (GAUTHIER
et al., 2019).

MBLs sdo comumente expressas a partir de elementos genéticos moveis,
como integrons, plasmideos e transposons, que contribuiram para a disseminacao
de MBLs. Elas hidrolisam efetivamente as beta-lactamases e néo sé&o inibidas por
inibidores de beta-lactamase (acido clavulanico, tazobactam, vaborbactam)
(QUEENAN; BUSH, 2007).

A MBL New Delhi Metallo-beta-lactamase-1 (NDM) foi descrita pela primeira
vez em K. pneumoniae proveniente de urina de uma paciente Indiana que vivia na
Suécia e havia viajado para Nova Delhi, india (YONG et al., 2009). No Brasil, essa
carbapenemase ja foi reportada em Providencia rettgeri oriundo de um paciente
situado na cidade de Porto Alegre — RS (CARVALHO-ASSEF et al., 2013).
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As NDM estao disseminadas no mundo e, geralmente, estdo presentes em
microrganismos MDR. Estudos demonstram que plasmideos que carreiam o gene
blaNDM também levam consigo outros determinantes de resisténcia a quinolonas,
aminoglicosideos e [-lactamases de amplo espectro (ESBL) (RARO et al., 2020).
Foram descritas 31 variantes destas enzimas que também se disseminam por meio
de elementos genéticos mdveis e possuem propriedades hidroliticas eficazes contra
a maioria dos B-lactamicos, exceto monobactams (DUIN; DOI, 2017; NAAS et al.,
2017).

No Brasil foram isolados Enterobacterales com coproducdo de ambas
enzimas KPC e NDM, chamados de coprodutores (QUILES et al., 2015, VIVAS et
al., 2020).

Também merecem destaque as enzimas VIM e IMP, ambas s&o originarias de
P. aeruginosa e foram transferidas para membros da ordem Enterobacterales. Além
disso, partiiham de similaridades relacionadas aos plasmideos as quais séo
carreadas € no seu mecanismo de agao, ambas hidrolisam B-lactamicos exceto
monobactam e s&o suscetiveis aos inibidores de B-lactamicos (BUSH, 2018).

As metalo [-lactamases do tipo IMP estdo entre as mais comuns
carbapenemases detectadas em Enterobacteriaceae e foram relatados
principalmente no leste da Asia, incluindo o Japdo (NORDMANN; POIREL, 2014).
No Brasil a mais frenquente é a NDM (CAMARGO, 2022). Embora as MBLs do tipo
IMP sejam beta-lactamases classe B, suas propriedades hidroliticas para os
carbapenémicos séo fracas, muitas vezes resultando em elevada resisténcia ao

meropenem enguanto mantem a suscetibilidade ao imipenem (TADA et al., 2015).

Classe C - Cefalosporinases baseadas em serina

S&o enzimas serino-dependentes comuns em cromossomos de bacilos Gram-
negativos ndo fermentadores e enterobactérias (BUSH; JACOBY, 2010). Entre as
cefalosporinases, as B-lactamases do tipo AmpC séo clinicamente importantes por
conferir espectro de resisténcia as cefalosporinas (JACOBY, 2009).

As AmpC B-lactamases sdo comumente associados a Serratia spp.,
Pseudomonas aeruginosa, Providencia spp., Proteus mirabilis/vulgaris indol-positivo,
Citrobacter spp., e Enterobacter spp., que coletivamente sdo muitas vezes referidos
como organismos “SPICE”. Sdo geralmente resistentes a penicilinas, inibidores de
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beta-lactamase e cefalosporinas como cefoxitina, cefotetan, ceftriaxona e cefotaxima
(HANSEN, 2021).

Sao maioritariamente enzimas codificadas por genes cromossomais
(cAmpCs) mas que em alguns casos também podem ser mediadas por aquisicao
plasmidial (pAmpCs). Ndo degradam os carbapenémicos. Porém, sdo capazes de
impedir fisicamente a ligagdo entre antibidtico e seu alvo nestes microrganismos
(GOESSENS et al.,, 2013; QUEENAN et al., 2010). Os produtores de cAmpCs
frequentemente possuem altos niveis de suscetibilidade as fluoroquinolonas e
aminoglicosideos (CHAUBEY et al., 2014; HILTY et al., 2013).

Em muitas Enterobacterales, a expressdo de AmpC é baixa, mas induzivel

em resposta a exposicao de B-lactamicos (HANSEN, 2021).

Classe D - Serina oxacilinases

As oxacilinases sdo enzimas que tém capacidade de hidrolisar as penicilinas,
nao sao inibidas por inibidores de B-lactamases e foram inicialmente descritas em
bacilos Gram-negativos ndo fermentadores. Apesar da alta variabilidade quanto a
sequéncia de aminoacidos e em relacdo ao espectro de acdo, de forma geral,
conferem resisténcia a ampicilina, cefalotina, cloxacilina e oxacilina (BUSH,;
JACOBY, 2010). Essas se tornaram recentemente uma preocupacdo clinica
(HANSEN, 2021).

Beta-lactamases classe D, e variantes OXA, possuem significativas atividades
carbapenemase e, geralmente, ndo sao inibidas pelo acido clavulanico, tazobactam
e sulbactam (com algumas excec¢des; por exemplo, OXA-2 e OXA-32 sao inibidos
pelo tazobactam, mas ndo por sulbactam e clavulanato, e OXA-53 é inibido pelo
clavulanato) (DRAWZ; BONOMO, 2010).

Os casos iniciais de um produtor de OXA-48 em K. pneumoniae
apresentaram-se como uma cepa altamente resistente a drogas porgue coexpressou
outras betalactamases (B-lactamase de espectro estendido classe A SHV-2a e as [3-
lactamases de espectro estreito TEM-1 e OXA-47), bem como defeitos dentro das
proteinas da membrana externa (POIREL; POTRON; NORDMANN, 2012).

Quase um terco das variantes de OXA hidrolisam o0s antibidticos
carbapenémicos. OXAcarbapenemases sdo predominantemente isoladas em

Acinetobacter spp. Entretanto, a carbapenemase OXA-48 foi descrita em um isolado
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MDR de K. pneumoniae em 2004 em um paciente com infeccdo do trato urinario
(POIREL et al., 2004).

As oxacilinases sao enzimas também carreadas por plasmideos e tém a
habilidade de mutar-se e expandir seu espectro de atividade. Mais de mil variantes
foram reportadas do grupo das oxacilinases (NAAS et al., 2017). No Brasil, uma
variante também capaz de hidrolisar os carbapenémicos, OXA-370, foi descrita em
Enterobacter hormaechei resistente aos carbapenémicos, oriundo de um swab retal
de um paciente (SAMPAIO et al., 2014). Esta enzima ja foi identificada também em
K. pneumoniae isolados no estado do Rio de Janeiro e em outras cidades no sul do
Brasil (MAGAGNIN et al., 2017, PEREIRA et al., 2015).

Enquanto OXA-48 é uma B-lactamase classe D com a mais alta eficiéncia
catalitica para imipenem (DOCQUIER et al., 2009), organismos contendo o
plasmideo mediado pelo gene blaOXA-4 hidrolisa eficazmente as penicilinas, mas
hidrolisam carbapenémicos em niveis baixos e mostram atividade fraca para
cefalosporinas e baixa atividade hidrolitica contra ceftazidima e cefepima (HANSEN,
2021).

Os microrganismos abrigando diferentes tipos de enzimas, incluindo as mais
importantes e predominantes KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemase), VIM
(Verona imipenemase), IMP (Imipenemase), NDM (New Delhi metallo-B-lactamase)
e OXA-48 (Oxacillinase), sédo relatados rotineiramente e estdo frequentemente

presentes em muitas infec¢gdes em todo o mundo (HANSEN, 2021).

2.4 Testes de suscetibilidade antimicrobiana e testes para deteccdo de

carbapenemases

Os testes de suscetibilidade antimicrobiana (TSA) fornecem evidéncias
guantitativas se um isolado tem ou nado suscetibilidade reduzida a um antibiético
carbapenémico especifico. Os resultados de tais testes sdo usados principalmente
para orientar as modalidades de tratamento e prever o sucesso terapéutico (HARA
et al., 2013). Embora esses resultados também possam ser usados para identificar
ERC para fins epidemiolégicos e preventivos, sdo necessarios testes adicionais para
identificar de forma confiavel EPC e identificar o tipo de carbapenemase responsavel
pela diminuicdo da suscetibilidade observada (ANDERSON; BOERLIN, 2020).
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De acordo com BrCAST (2018) os valores de cut off epidemiolégico (ECOFF)
definidos pelo EUCAST podem ser utilizados para detectar produtores de
carbapenemase. O Meropenem oferece a melhor combinacao entre sensibilidade e
especificidade em termos de deteccdo de produtores de carbapenemase.
Ertapenem tem excelente sensibilidade, mas pouca especificidade, particularmente
em espécies como Enterobacter spp., devido a sua relativa instabilidade frente as
ESBLs e B-lactamases AmpC em associacdo com perda de porinas. A Tabela 2
mostra os pontos de corte clinicos para triagem de Enterobacteriaceae produtoras
de carbapenemases.

Tabela 2 - Pontos de corte clinicos para triagem de Enterobacteriaceae produtoras
de carbapenemases (de acordo com a metodologia do BrCAST)

Diametro do halo de inibicdo (mm) com discos de 10

Carbapenémico Mg
Valor de corte S/I Valor d_e corte para
triagem
Meropenem =22 < 28*
Ertapenem =25 <25

*|solados com 25-27mm sé necessitam ser investigados para producdo de carbapenemases se forem
resistentes a piperacilina/tazobactam e/ou temocilina (temocilina contribui mais para especificidade).
Investigacdo de carbapenemases é sempre necessaria se o diametro da zona para meropenem for <
25 mm.

Para a confirmacédo de produtores de carbapenemases varios métodos foram
desenvolvidos. Podem ser divididos da seguinte maneira: a) testes baseados em
inibidores de carbapenemase; b) testes de crescimento baseados na inativacédo de
carbapenémicos; c) testes baseados na deteccdo de produtos de hidrélise de
carbapenémicos; d) testes imunocromatograficos para deteccdo de
carbapenemases; e) Dessorcao a Laser Assistida por Matriz/lonizagdo-Tempo de
Massa de V6o Espectrometria (MALDI-TOF) (ANDERSON; BOERLIN, 2020).

O teste do disco combinado, método baseado em inibidores, embora néo
possam identificar todas as classes ERC, fornecem informacdes (teis. Esse teste é

usado em conjunto com TSAs, principalmente como parte de testes de difusdo em
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disco, para os quais discos contendo combinagdes de carbapenémicos e inibidores
sdo agora comercialmente acessiveis (ANDERSON; BOERLIN, 2020).

Neste teste o acido bordnico inibe carbapenemases da classe A (embora
dados além de KPC sejam raros) e o acido dipicolinico e o &cido
etilenodiaminotetracético (EDTA) inibem carbapenemases classe B. Cloxacilina, que
inibe B-lactamases AmpC, foi adicionada aos testes para diferenciar entre
hiperproducdo de AmpC com perda simultanea de porinas e producdo de
carbapenemase. A principal desvantagem é que eles podem demorar 18 horas (na
pratica a incubacao é feita durante a noite), por essa razdo novos metodos rapidos
estdo sendo atualmente pesquisados (BrCAST, 2018).

Os testes de crescimento baseados na inativacdo de carbapenémicos sao o
teste Hodge modificado (THM) e o método de inativacdo do carbapenémico (CIM)
(ANDERSON; BOERLIN, 2020). O THM é o estriamento de um isolado clinico em
uma linha de distancia de um disco impregnado com ertapenem ou meropenem que
foi previamente colocado em uma placa de agar inoculada com cepa de E. coli
ATCC 25922 suscetivel a carbapenem (TAMMA; SIMNER, 2018).

O THM além de ser barato e préatico, tem excelente sensibilidade para
detectar isolados de enterobactérias que produzem carbapenemases classe A
(KPC) e classe D (OXA-48). Porém sua sensibilidade é baixa para produtores de
NDM. No entanto, este teste tem uma baixa especificidade e € demorado
(NORDMANN; GIRLICH; POIREL, 2012). Devido a essas limitacbes, o THM foi
retirado do Documento CLSI M100 em 2018, a medida que abordagens fenotipicas
mais recentes com maior precisdo se tornaram disponiveis (CLSI, 2018).

De acordo com o BrCAST (2018) o principio do método de mCIM é detectar a
hidrolise enzimatica pela incubacdo de um carbapenem com uma suspensao
bacteriana. Utiliza discos de teste de sensibilidade a antibidticos como substrato.
Apés duas horas de incubagdo de uma alga carregada de col6nias bacterianas com
um disco de meropenem, o disco é colocado em um &gar previamente inoculado
com Escherichia coli ATCC 25922. A inativacdo enzimatica é indicada por auséncia
de zona de inibicdo, enquanto que auséncia de atividade de carbapenemase
implicara na formacgéo de zona de inibicdo visto que o meropenem no disco néo foi
hidrolisado.

O mCIM mostrou-se um método de triagem fenotipico econdmico e robusto

que pode detectar de forma confiavel atividade de carbapenemases (VAN DER
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ZWALUW et al., 2015), mas sao necessarios testes moleculares para a identificacéo
dos genes produtores de carbapenemases (TIJET; PATEL; MELANO, 2016). O
complemento eCIM, com a adicdo de quelante catidnico bivalente EDTA permite a
diferenciacdo de metalo-p-lactamases de serina carbapenemases em isolados de
Enterobacteriaceae que séo positivos para o mCIM (CLSI, 2018). A Figura 5 ilustra a

interpretacdo do teste fenotipico mCIM e eCIM.

Figura 5 - llustrac&o da interpretacéo do teste fenotipico mCIM e eCIM

Resultado positivo do mCIM,;

Resultado negativo de mCIM;

mCIM e eCIM resultados positivos para um produtor de serina carbapenemase, pois ndo ha
inibicdo da atividade da carbapenemase na presenca de EDTA.

mCIM e eCIM positivos para um produtor de metalo-beta-lactamase, pois ha inibicdo da
atividade da carbapenemase na presenca de EDTA.

Fonte: TAMMA,; SIMNER, 2018

ow>
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Os testes baseados na deteccdo de produtos de hidrélise de carbapenem,
consistem em variacbes do teste Carba NP, que € um ensaio bioquimico que
detecta a hidrélise de um carbapenem por extratos bacterianos por meio de um
indicador de pH (Potencial de hidrogénio), produzindo uma mudanca de cor
resultante de um indicador vermelho de fenol de vermelho para amarelo (VASOO et
al., 2013). A principal vantagem do teste Carba NP e seus derivados sobre outros
testes fenotipicos € que pode ser lido apés 2 horas de incubacdo (ANDERSON;
BOERLIN, 2020). A Figura 6 ilustra a interpretacéo deste teste.
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Figura 6 - llustrac&o da interpretacéo do teste Carba NP (ensaio bioquimico que
detecta a hidrélise de um carbapenem)

____Positive test = : Negative test

A B A B

Fonte: CLSI, 2018.

Outra metodologia desenvolvida recentemente € o teste imunocromatografico
para deteccdo de carbapenemases, que sdo baseados em anticorpos e usados
rotineiramente na forma de imunoensaio de fluxo lateral. BOUTAL et al. (2018)
validou um painel imunocromatogréfico suficientemente amplo de enzimas, ou seja,
NDM-, KPC-, IMP-, VIM- tipo e carbapenemases semelhantes a OXA-48. No
entanto, esses tipos de testes ainda sdo muito caros para triagem de rotina de EPCs
(ANDERSON; BOERLIN, 2020). A Figura 7 ilustra o teste imunocromatografico.

Figura 7 - llustracdo do teste imunocromatografico NG-Teste Carba 5 (NG Biotech)

CARBA

Control line
—— KPC
—— OXA-48 like
— VIM
— IMP

NDM

~J

Legenda: Control line — linha controle; IMP - imipenem metalo-B-lactamase; KPC - Klebsiella
pneumoniae carbapenemase; NDM - metalo-B-lactamase de Nova Deli; OXA-48 like - B-lactamase
hidrolisada de carbapenem do tipo oxacilinase e VIM - , metalo-B-lactamase codificada por integron
de Verona.

Fonte: TAMMA; SIMNER, 2018

A técnica de lonizacdo e dessorcdo a laser assistida por matriz utilizando
equipamento para MALDI-TOF (sigla em inglés Matrix-Assisted Laser Desorption
lonization Time-of-Light) foi utilizada para detectar a diminuicdo ou desaparecimento

de certos picos especificos de carbapenémicos em um espectro de massa quando a
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suspensdo é previamente incubada com o carbapenémico (HRABAK et al., 2012,
LASSERRE et al.,, 2015). Tal como acontece com outros métodos, o MALDI-TOF
também pode ter problemas com produtores do tipo OXA-48. Este problema de
sensibilidade foi melhorado pela adicdo de bicarbonato de aménio (NH4HCO3) ao
tampdo da reacdo (PAPAGIANNITSIS et al., 2015). Apesar destes resultados
promissores, 0 uso rotineiro de MALDI-TOF para identificar produtores de
carbapenemases em laboratérios de diagndéstico e vigilancia pode ter que esperar,
até que protocolos automatizados e as configuracdes do instrumento sejam
estabelecidos (ANDERSON; BOERLIN, 2020).

Existem ainda os métodos baseados em acido desoxirribonucleico (DNA) que
sdo o0 padrao-ouro para a deteccdo de EPCs. A reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) é a ferramenta mais comum utilizada para detectar a presenca de um gene
de interesse. Além de ser rapido, a PCR também é capaz de detectar genes de
carbapenemase que podem ser dificeis de detectar de outra forma, como aqueles
para enzimas semelhantes a OXA-48 (KOROSKA et al., 2017).

2.5 Disseminagdo ambiental de bactérias resistentes a antibiéticos

A disseminacdo ambiental de bactérias resistentes a antibidticos é
reconhecida como uma ameaca crescente a saude publica (BERENDONK et al.,
2015; WILLIAMS et al., 2016).

O uso imprudente e excessivo de antibidticos nos setores agricola, veterinario
e médico contribuem para o0 aumento epidémico global da resisténcia
antimicrobiana. Fator contribuinte a disseminacdo de bactérias resistentes a
antibioticos e seus genes de resisténcia também esta associado a residuos de
antibioticos liberados ao meio ambiente (SAMREEN et al., 2021). A Figura 8 ilustra a
ecologia dos antibiéticos e a resisténcia aos antibiéticos.
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Figura 8 — Ecologia dos antibioticos e resisténcia a antibidticos

Medidna Humana Criagdo animal  Agricuftura  Aquicultura

Uso terapéutico Bacterlas resistentes o5 terapéutico, preventivo, e promogdo do crescimento
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D e . WYL
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Antibidticos Bactérias Antibioticos Bactérias resistentes
(Urina e fezes) resistentes {Urina & fezes) (Propagacdo direta)
vy Ty
Meio Ambiente
Lagos, Rios e solo

'Y
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Industria Farmacéutica

Liberag3o acidental ¢
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antibiéticos pelas
plantas de producgao
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Fonte: ANGELO, 20109.

Em junho de 2017, a Comissao Europeia publicou a acdo de saude da Unido
Europeia (UE), um plano contra a resisténcia antimicrobiana (RAM) com base no
plano de acdo da Unido Europeria contra a RAM lancado anteriormente em 2011. O
novo plano de acdo contra a RAM preconiza uma abordagem de saude Unica e
destaca a importancia da interconexdo ambiente, salde humana e saude animal
(EUROPEAN COMMISSION, 2017).

Em 2018 a Secretaria de Vigilancia em Saude do Brasil publicou o Plano de
acao nacional de prevencéo e controle da resisténcia aos antimicrobianos no ambito
da saude Unica 2018-2022 (PAN-BR) que possui varios objetivos. O objetivo geral é
garantir que se mantenha a capacidade de tratar e prevenir doencas infecciosas
com medicamentos seguros e eficazes, que sejam de qualidade assegurada e que
sejam utilizados de forma responsavel e acessivel a todos que deles necessitem
(BRASIL, 2018). Como parte do seu plano de acdo, o Plano de Agcdo Nacional de
Prevencdo e Controle da Resisténcia aos Antimicrobianos no ambito da

Agropecuaria, o PAN-BR AGRO foi elaborado visando o desenvolvimento de um
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sistema de vigilancia e monitoramento da resisténcia aos antimicrobianos no ambito
da agropecuéria (BRASIL, 2018).

Embora a resisténcia microbiana seja um fendmeno de ocorréncia natural,
esse processo pode ser acelerado por alguns fatores, como o uso excessivo de
antibioticos (JO et al., 2021; KARAKONSTANTIS, KALEMAKI, 2019). Um agravante
€ 0 emprego desses medicamentos também na agricultura, na pecuaria e em outras
atividades de producdo de proteina animal (MANYI-LOH et al., 2018; MELETIS et
al., 2015; VIDOVIC, VIDOVIC, 2020).

O plano de agédo global sobre resisténcia antimicrobiana (RAM) enfatiza
lacunas particularmente importantes no conhecimento que precisam ser
preenchidas, incluindo informacées sobre a magnitude da RAM em humanos,
animais, agricultura e meio ambiente; e o entendimento aprimorado sobre como a
resisténcia se desenvolve e se espalha, incluindo como a resisténcia circula dentro e
entre seres humanos e animais e por meio de alimentos, agua e meio ambiente.
Essas informacdes e entendimento sdo importantes para o desenvolvimento de
novas ferramentas, politicas e regulamentos para combater a RAM (THAMLIKITKUL
et al., 2019).

O conceito One Health (Saude Unica) é definido como uma abordagem
colaborativa, multissetorial e transdisciplinar a nivel local, regional, nacional e global
gue tem como objetivo alcancar 6timos resultados de saude. A fim de facilitar a
prevencdo e contencdo da RAM deve-se valorizar a interconexao entre pessoas,
animais, plantas e ambiente (THAMLIKITKUL et al., 2019).

Os efluentes hospitalares caracterizam-se como possiveis veiculos de
disseminacdo de inUmeros microrganismos patogénicos, além de apresentar
grandes concentracfes de contaminantes utilizados por servicos de saude, que séo
excretados pelas vias urinarias e fecais de pacientes. Sendo assim, quando nao
tratados sdo importantes contaminantes dos recursos hidricos (AREND; HENKES,
2014).

As bactérias Gram-negativas resistentes a antibiéticos, principalmente da
familia Enterobacteriaceae, sdo cada vez mais relatadas em aguas residuais
hospitalares (CAHILL et al., 2019, PARVEZ; KHAN, 2018).

As aguas residuais e as estacdes de tratamento de efluente sdo consideradas
como potenciais focos de transferéncia dos genes de resisténcia bacteriana. As

bactérias sem e com genes de resisténcia estdo presentes nos efluentes e podem
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adquirir genes de resisténcia por trés vias, sao eles: a) transformacéo, onde a
bactéria interioriza fragmentos de materiais genéticos mdveis com genes de
resisténcia, integrando-os em seu cromossomo; b) transducdo, onde um
bacteriéfago insere seu material genético (DNA ou RNA) com genes de resisténcia;
e C) conjugacdo, onde uma bactéria duplica o plasmideo portador de genes de
resisténcia e, através do pilus sexual, transfere tais genes para a bactéria, até entéo,
sensivel. A Figura 9 ilustra esses mecanismos de transferéncia e aquisicdo de genes
(KARKMAN et al., 2018).

Figura 9 - llustracdo dos mecanismos de transferéncia e aquisicao de genes de re-
sisténcia por bactérias em efluentes

Gene

S: sensitive bacteria
R: resistant bacteria

== mobile genetic element

w resistance gene for A
resistance gene for B

= resistance gene for C
resistance gene for D

Fonte: KARKMAN et al., 2018.

Conforme consta na legislacdo brasileira, Resolucdo RDC n° 50 de 21 de
fevereiro de 2002, que dispde sobre o regulamento técnico para planejamento,
programacao, elaboracdo e avaliacdo de projetos fisicos de estabelecimentos
assistenciais de saude (EAS), da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), determina que se a regido onde estd o EAS possuir coleta publica e
tratamento de efluente, o efluente resultante desses servicos pode ser langado na
rede coletora sem qualquer tratamento. Entanto, consta no Art. 11 da Resolugéo
CONAMA n° 358, de 29/04/2005, que os efluentes liquidos provenientes de

instituicbes hospitalares, devem atender a critérios estabelecidos pelos 6rgaos
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ambientais, gestores de recursos hidricos e de saneamento competentes, para
poderem ser lancados a rede publica de efluente ou a um corpo receptor. Ainda de
acordo com a Resolucdo do CONAMA n. 430 de 2011, devem ser lancados direta ou
indiretamente nos corpos d'aguas os residuos liquidos somente apos tratamento
prévio obedecendo aos padrdes previstos (BRASIL, 2005, 2011).

Partindo do pressuposto da existéncia de bactérias multirresistentes aos
antibioticos no efluente hospitalar, reitera-se a significancia da realizacdo de estudos
nessas matrizes a fim de verificar a contribuicdo destas para a contaminacao de
aguas superficiais locais e o potencial risco a populagédo e ao meio ambiente e ainda
preencher a lacuna que existe em nosso estado.

Pesquisa realizada na base de dados do Pub med de 2008 a 2023 com as
palavras: “sewage”; “Brazil”; “hospital”; “carbapenemase”; e outra pesquisa com as
palavras chaves: “bacteria”; “hospital”; "effluent”, “Brazil’, mostram que existem
poucos estudos publicados sobre o tema e com maior nimero de estudos na regido

sudeste do Brasil (Figura 10).

Figura 10 - Distribuicdo de estudos com identificacdo de bactérias em efluente hospi-
talar em diferentes estados brasileiros

CHAGAS et al,, 2011
PRADO et al., 2008

9 MIRANDA ef al, 2015
| PEREIRA et al., 2022 | SANTORO et al., 2015

PICAO et al., 2013
ZAGUI et al., 2022

CONTE et al, 2022
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Caracterizar as enterobactérias multidroga resistente isoladas de efluente

hospitalar e n&o hospitalar, em Campo Grande — MS.

3.2 Objetivos especificos

a) Investigar a presenca de bactérias produtoras de carbapenemase isoladas
de efluente hospitalar e ndo hospitalar;

b) Investigar a producéo de Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC) em
Enterobacteriaceae isoladas de efluente hospitalar e ndo hospitalar;

c) Analisar a suscetibilidade aos antimicrobianos de enterobactérias
produtoras de KPC, isoladas de efluente hospitalar e ndo hospitalar;

d) Determinar a frequéncia de enterobactérias multidrogas resistentes,
extensivamente resistentes e pan resistentes, isoladas de efluente

hospitalar e ndo hospitalar.
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4 METODOLOGIA

4.1 Tipo, local e periodo da pesquisa

Trata-se de pesquisa descritiva, transversal, com coleta de dados priméarios,
realizada no municipio de Campo Grande — Mato Grosso do Sul, considerando
enterobactérias multidrogas resistentes isoladas de efluente hospitalar e nao
hospitalar. Realizado no periodo de Setembro de 2021 a Fevereiro de 2022.

4.2 Sitio de coleta de amostras

4.2.1 Coleta de amostras

Para realizar a caracterizacdo de enterobactérias e bactérias multidroga
resistente foram incluidas amostras de efluente hospitalar e ndo hospitalar,
amostragem nao probabilistica por conveniéncia, calculada de acordo com o tempo
da coleta de dados.

Durante a coleta das amostras foi utilizado Formulario de dados de coleta de
amostras e teste de laboratério (APENDICE A) impresso para registrar os dados
como: local, data, horario e os resultados obtidos.

As amostras foram coletadas uma vez por més, durante seis meses. Foram
coletadas 42 amostras de efluentes de diferentes locais de um hospital terciario, de
ensino, na cidade de Campo Grande — MS. Do hospital, foram coletadas aguas
residuais da Unidade coronariana (UCO); Enfermaria de clinica médica; Enfermaria
pediatrica e Unidade de Terapia Intensiva (UTI); Pronto Atendimento Médico (PAM);
Clinica Cirargica; Central de Esterilizacdo de Materiais (CEM); Enfermaria de
ginecologia e obstetricia e Saida do efluente do Hospital - Setor de manutencéo e
local com autorizacéo para coleta da empresa Aguas Guariroba: saida do efluente
do hospital para estacdo de tratamento da Aguas Guariroba. Para efluentes
residuais de ambientes ndo hospitalares, foram 42 amostras: Odontologia — entrada
do efluente no hospital; Laboratério de Analises Clinicas Hospitalar, coérrego
Anhandui; centro da cidade; bairro Moreninha (regido sul); indUstria da regiéo e local

com autorizacdo para coleta da empresa Aguas Guarirobas: reitoria da
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Universidade, ponto antes da entrada do efluente do hospital. A Figura 11 ilustra os
locais de coleta.

Figura 11 — Desenho esquematico ilustrando os locais de coleta de amostra

IVLIASOH ON 3UANANT4A3 00 OXNIA
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¢ Unadede corenetiane. Erdermens de * Cartes Cinrgla
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* Prosto Atendroemnn Medco

Fonte: A Autora

As amostras foram coletadas de cada um dos pontos em frasco de vidro
estéril, em média 200 mL ou mais, de acordo com o acesso ao efluente. Para auxilio

na coleta utilizou-se uma corda, conforme Figura 12.
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Figura 12 — Foto ilustrando a coleta das amostras

Fonte: A Autora

4.2.2 Isolamento e triagem de bactérias resistente aos carbapénemicos (Agar KPC)

Apés a coleta, rapidamente o frasco foi fechado e as amostras foram
transportadas para o Laboratério de Pesquisas Microbiolégicas em isopor contendo
barras de gelos reaproveitaveis. Posteriormente, os efluentes foram semeados
guantitativamente em agar MacConkey — lonlab (Lote: 0719/0369), com alca de 1 pl
e incubados aerobicamente em 37° C por 24 horas. Apés a incubacdo, com base na
morfologia da colbnia, as colbnias foram classificadas e quantificadas. A Figura 13

ilustra a placa de Agar MacConkey com diferentes coldnias de bactérias Gram-
negativas.
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Figura 13 — Foto ilustrando placa de Agar MacConkey com diferentes col6nias de
bactérias Gram-negativas

Fonte: A Autora
ApOs contagem e classificacdo, as coldnias isoladas foram semeadas em
Agar cromogénico KPC — Probac (Brasil) e incubadas aerobicamente em 37° C por
24 horas. Conforme instrucdo de uso, o agar KPC isola e diferencia os
microrganismos com fator de resisténcia a antibiéticos do grupo Carbapenémicos. A

Figura 14 mostra a interpretacao e classificagdo do agar cromogénico KPC - Probac.

Figura 14 — Interpretacao e classificacdo do agar cromogénico KPC - Probac

Interpretacido dos Resultados:

K. pneumoniae KPC

Crescimento de coldnias de coloragdo azul escuro de K
pneumoniae (KPC) resistente a classe de antibidticos

Carbapenémicos.
Cor tipica da colonia Micro-organismo pré-identificado e
resistente aos carbapenémicos
Rosa escuro a Vermelho E.coli
Azul metalico Klebsiella, Enterobacter, Citrobacter spp
Creme, translicida Pseudomonas spp
Inibicdo Micro-organismos sensiveis aos
carbapenémicos

Inibicdo Bactérias Gram positivas

Frequentemente inibidas Leveduras

Fonte: Bula AGAR CROMOGENICO KPC — Probac
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Apébs o tempo de incubacgédo, todas as colbnias suspeitas de resisténcia aos
Carbapenémicos foram purificadas e armazenadas em caldo BHI com glicerol a 15%
(CASTRO et al., 2020).

4.2.3 Teste de suscetibilidade frente aos carbapenémicos

Posteriormente, as colbnias isoladas foram triadas para a producdo de
Carbapenemase, de acordo com a padronizacdo do Comité Brasileiro de Testes de
Sensibilidade aos Antimicrobianos (BrCAST, 2018). O Teste de Sensibilidade aos
Antimicrobianos (TSA) foi realizado pela técnica de disco difusdo de Kirby-Bauer
(BAUER et al., 1966), com 145 isolados com possivel probabilidade de ser produtor
de carbapenemase, de acordo com item 4.2.2.

Segundo BrCAST, 2018 os valores de corte apropriados para a detecgcao de
possiveis produtores de carbapenemase, em diametro do halo de inibicdo (mm) com
discos de 10 pug, € de <28 mm para Meropenem e <25 mm para Ertapenem.

Para a triagem foi preparado o agar Mueller Hinton (lonlab — Brasil) de acordo
com as instrugbes do fabricante. De inicio, os isolados foram descongelados e
semeados pela técnica do esgotamento em &gar Mdiller-Hinton (MH), sendo
incubados a temperatura de 35°C. Esse processo foi realizado com finalidade de
obter colénias isoladas, para producdo de uma suspensdo bacteriana, em salina,
com turbidez de 0,5 da escala de McFarland.

Foram utilizadas colbnias morfologicamente similares, e a inoculagéo se deu
por meio de uma alca estéril. A suspenséo foi utilizada para semear o agar MH por
meio de um swab de algodao estéril. O swab foi pressionado contra a parede do
tubo antes da semeadura para retirada do excesso de inoculante. A inoculacdo do
agar se deu uniformemente em trés direcdes em placas circulares de 90 mm em
temperatura ambiente e com in6culo produzido até 15 minutos antes do
procedimento. Conforme instru¢gdes para o teste de suscetibilidade bacteriana pela
técnica de disco difusdo em &gar de acordo com a padronizagdo do Comité
Brasileiro de Avaliagdo de Suscetibilidade Antimicrobiana (BrCAST, 2021).

Nas placas semeadas foram dispostos os discos de Meropenem e Ertapenem
10 pg (SENSIFAR — BRASIL), com os discos em temperatura ambiente e até 15

minutos apos a inoculacdo. Os discos foram dispostos de modo a evitar interferéncia
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entre antimicrobianos e sobreposi¢do de halos. Para incubacéo, as placas foram
dispostas invertidas em estufa a 35 °C por 24 horas em ambiente aerdbio.

Apoés a incubacdo, com uma régua calibrada, os diametros dos halos de
inibicdo foram aferidos e registrados. Posteriormente, estes dados foram
interpretados com base no documento Orientagdes do EUCAST para a deteccao de
mecanismos de resisténcia e resisténcias especificas de importancia clinica e/ou
epidemioldgica do BrCast (2018).

As colbnias com critérios de para a producdo de carbapenemase foram

submetidas a teste de detecgéo fenotipica conforme item a seguir (BrCAST, 2018).

4.2 .4 Teste fenotipico para deteccdo de carbapenemase

Para deteccdo fenotipica de carbapenemase foi utilizado o método de
inativacdo de carbapenémico modificado (mCIM) e EDTA-CIM (eCIM), segundo
CLSI (2018), PIERCE et al., 2017 e TSAI et al., 2020. O método de mCIM é apenas
para Enterobacteriaceae e Pseudomonas aeruginosa, € o0 método mCIM e eCIM
Enterobacteriaceae = apenas para identificar  especificamente metalo-
carbapenemases.

O &gar Mueller Hinton - MH (lonlab — Brasil) e caldo TSB (Tryptic soy broth —
KASVI — Brasil) foram preparados de acordo com as instrugbes do fabricante.
Usando uma alca de inoculagéo estéril, 1 pl da colénia bacteriana a ser testada foi
inoculada em um tubo contendo 2 mL de caldo TSB (Tubo 1). Em um segundo tubo
contendo 20 pl de EDTA 0,5M (Sigma-Aldrich — EUA) e 2 mL de caldo TSB (Tubo 2),
também foi inoculado 1 pl da colbnia bacteriana a ser testada.

Apoés a inoculacdo a suspensao bacteriana foi agitada em vortex por 10 a 15
segundos. Em seguida, um disco de Meropenem 10 pg foi adicionado
assepticamente a suspensao bacteriana dos dois tubos. Os tubos foram entédo
incubados por 4 horas a 35°C. Antes da conclusdo da etapa de inativacdo do
carbapenémico de 4 horas, uma suspensdo da bactéria indicadora do mCIM
(Escherichia coli ATCC 25922, uma cepa suscetivel a carbapenem) com turbidez
equivalente a um padréao de McFarland 0,5 foi preparada e inoculada a superficie de
uma placa de agar MH, de acordo com o método de disco-difusdo (BrCAST, 2021).

Finalizada a incubacdo dos dois tubos, o disco de Meropenem foi entao
removido da suspenséao bacteriana de TSB usando uma alga de inoculacdo de 10 pl,

a alca foi arrastada na borda do tubo durante a remocéo para remover o excesso de
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liquido, e o disco foi colocado na placa de agar MH inoculada, e assim foi incubada
em posigao invertida por 24 horas a 35°C.

Os resultados de mCIM e eCIM foram interpretados da seguinte forma: o
mCIM é considerado negativo se o tamanho do halo formado for = 19 mm, o isolado
do teste ndo produz carbapenemase, o meropenem no disco ndo é hidrolisado e
inibe o crescimento da E. coli ATCC 25922 sensivel ao meropenem.
Carbapenemase positivo se o tamanho do halo for de 6 a 15 mm, ou intermediario
(definido como positivo) se houver colonias presentes dentro do halo de 16 a 18 mm,
o0 isolado produz carbapenemase, o meropenem no disco é hidrolisado e ndo havera
inibicdo ou inibicdo limitada do crescimento da E. coli ATCC 25922 sensivel ao
meropenem (CLSI, 2018).

O teste de eCIM foi interpretado apenas quando o teste mCIM for positivo.
Metalo-B-lactamase positivo quando ha um aumento de = 5 mm no didmetro do halo
para eCIM em comparagdo ao didametro da zona para o mCIM. O isolado produz
uma metalo-B-lactamase, no qual a atividade da carbapenemase € inibida na
presenca do EDTA de modo que o Meropenem no disco ndo seja hidrolisado tao
eficientemente quanto no tubo sem EDTA. Metalo-B3-lactamase negativo quando ha
um aumento <4 mm no didmetro do halo para eCIM em comparacao ao didametro da
zona para o mCIM (CLSI, 2018). A Figura 15 e 16 ilustra a interpretagéo do teste

mCIM e eCIM. E a Figura 17 ilustra o resumo do processamento das amostras.
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Figura 15 — Figura demonstrando interpretacdo do teste mCIM e eCIM

Legenda: Interpretacé@o de testes mCIM e eCIM de 4 isolados clinicos de K. pneumoniae. O isolado
459 foi negativo para carbapenemase; 429 positivo para metalo-B-lactamase (blaNDM-5); 448
positivo para serina carbapenemase (blaOXA-48) e 451 positivo para serina carbapenemase
(blaKPC-2).

Fonte: TSAI et al., 2020.

Figura 16 — Foto ilustrando resultado e interpretacéo da deteccao fenotipica de
carbapenemase

Fonte: A autora.
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Figura 17 — Esquema ilustrando resumo do processamento das amostras
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Fonte: A autora.

4.2.5 Teste genotipico para deteccdo do gene blaKPC

Para a deteccdo dos genes de carbapenemase as técnicas baseadas em
DNA séo as mais confiaveis e precisas do que outras técnicas para detectar ERC
(HRABAK; CHUDACKOVA; PAPAGIANNITSIS, 2014). A reacdo da cadeia da
polimerase (PCR), técnicas baseadas em hibridizacdo e sequenciamento do
genoma completo sdo os métodos de detecgdo molecular usados para identificar a
ERC. A PCR convencional ou em tempo real sdo métodos mais comuns para usar a
amplificagdo de &cidos nucleicos para identificar carbapenemases e foram os
métodos utilizados neste estudo (EUCAST, 2017).

O DNA bacteriano para as técnicas de Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) foi extraido pelo método in house, conforme procedimento descrito no Anexo
3. ApOs a extragdo para conferéncia foi realizado eletroforese em gel de agarose
1%. A extracdo do DNA foi realizada no Laborat6rio de Biologia Molecular/[FAMED
da UFMS.

O gene codificador de resisténcia blaKPC foi pesquisado pela técnica de PCR
simples, utilizando primers e condi¢cdes de reacdo descritos por Monteiro (2009) e
Remya, Shanthi, Sekar (2018). Em cabine de seguranca bioldgica, foi preparada
uma solucdo mae para cada um dos genes a serem pesquisados. Para a pesquisa
dos genes, a solugdo mae foi preparada com 0,75 pyL de cada um dos primers, 12,5
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pL de PCR Master MIX Promega 2x (Promega Corporation, Madison, WI, EUA), 7,25
uL de &gua ultrapura e 1,25 pL de DMSO 5%.

Os primers utilizados para a amplificagédo do gene blaKPC foram: forward 5'-
TGTCACTGTATCGCCGTC-3'; reverse 5-CTCAGTGCTCTACAGAAAAACC- 3.
ApOs preparada a solugdo mée, foram distribuidos 22,5 pL em microtubos de 200
pL. Adicionou-se 2,5 pL do sobrenadante contendo o DNA de cada amostra. Todos
0s microtubos foram devidamente identificados. O volume final para a reacao foi de
25 pyL. A reacdo de amplificacdo do DNA foi realizada em termociclador (Veriti 96—
Well Fast Thermal Cycler, Thermo Fisher Scientific, EUA) com condi¢Bes especificas
para o gene.

As condicbes de reacdo foram: desnaturacéo inicial a 94 °C por 5 minutos,
seguido por 30 ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 25 segundos, anelamento a 56
°C por 40 segundos e extensao a 72 °C por 50 segundos. Apés os ciclos, uma ultima
etapa de extensdo a 72 °C por 6 minutos. A revelacdo do produto amplificado foi
feita por eletroforese em gel de agarose (Invitrogen - Thermo Fisher Scientific, EUA)
a 2% corado com Gel Red® (Biotium, Hayward, EUA). A visualizac&o do gel foi feita
sob luz ultravioleta em transiluminador (BIO-RAD - ChemicDoc XRS). Para o
controle positivo, foram utilizadas cepas caracterizadas como produtoras dos genes
blakPC. Para o controle negativo, uma aliquota da solucdo méae foi utilizada. A
deteccdo molecular dos genes de resisténcia foi realizada no laboratério de Biologia
Molecular/FAMED da UFMS.

4.2 .6 ldentificacdo bacteriana e teste de suscetibilidade aos antimicrobianos

A identificacdo e a suscetibilidade antimicrobiana foram realizadas pelo
sistema automatizado Vitek 2 compact system (bioMérieux, Marcy L'Etoile, France)
seguindo os protocolos do BrCast, 2021. Os antibibticos testasdos utilizando o
cartdo AST-409 do Vitek 2 foram: Meropenem, Imipenem, Ertapenem, Amicacina,
Amoxicilina/Acido clavulanico, Aztreonam, Ceftazidima, Cefepime, Ceftriaxona,
Ciprofloxacino, Piperacilina/Tazobactam, Gentamicina, Ceftazidima/Avibactam e
Ceftolozone/Tazobactam.
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4.3 Organizacédo e andlise dos dados

Para as analises estatisticas, as variaveis categoricas foram expressas em
termos de frequéncia relativa e absoluta e as variaveis numeéricas em termos de
médias e desvio padrdo para aquelas que apresentaram distribuicdo normal e
mediana, primeiro e terceiro quartis para aquelas que nao apresentaram distribuicao
normal. A normalidade da distribuicdo das variaveis numeéricas foi verificada pelo
teste Kolmogorov-Smirnov.

Para verificar a hipétese de associacao entre as variaveis numéricas, aplicou-
se o teste Kruskal-Wallis e post teste de Dunn. Para verificar a hip6tese de
associacao entre variaveis categoricas, aplicou-se o teste Chi-quadrado de Pearson
ou teste Exato de Fisher, quando indicado. Para todas as analises foi adotado o
nivel de significancia de 0,05.

A andlise estatistica foi realizada utilizando o R (versao 4.1.1) usando a
interface RStudio (R Core Team, 2021). O pacote ggplot2 R foi usado para
desenvolver graficos (WICKHAM, 2014).

4.4 Aspectos éticos

Este projeto foi aprovado pela Geréncia de Ensino e Pesquisa do Hospital
Universitario Maria Aparecida Pedrossian- HUMAP (Resolucéo n° 48, de 21 de Julho
de 2021 - Anexo 1) e foi aprovado pela Concessionaria dos Servigcos Publicos de
Abastecimento de Agua Potavel e de Esgotamento Sanitario do Municipio de Campo
Grande (MS) — Aguas Guariroba (Protocolo n. 2082/2021 - Anexo 2).

Por ser um estudo que nao envolve diretamente seres humanos, este projeto

n&o foi enviado ao Comité de Etica em Pesquisa da UFMS.

5 RESULTADOS

Entre setembro de 2021 a fevereiro de 2022 foram coletadas 84 amostras de
efluentes na cidade de Campo Grande — MS, sendo 42 (50%) amostras hospitalares
e 42 (50%) nao hospitalares (Tabela 3). Em 84 amostras de efluentes foram isoladas
um total de 7.299 x 10° unidades formadoras de col6nias (UFC)/ml, com uma
mediana de 2,5 a 19 x 10 UFC/mI de bactérias Gram-negativas (BGN) por amostra

coletada. Houve uma equivaléncia com o nimero de UFC em amostras de efluentes
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hospitalares (n=3633) e efluentes n&do hospitalares (n=3666). Ao aplicar teste de
Kolmogorov-Smirnov para avaliar a normalidade dos dados, foi encontrado um valor-
p<0,001, apontando para uma nao-normalidade na amostra. Portanto foi utilizado o
teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis para avaliar as diferencas entre 0s grupos.

Os resultados sao demonstrados na Tabela 3.

Tabela 3 — Numero de UFC/ml de bactérias Gram-negativas isolados de efluentes
em diferentes locais de coleta. Campo Grande— MS, 2021-2022

UFC/ml de efluente

. 3 P-valor’
Local de coleta do efluente (n=7.299 x 107)

N (x 10% Mediana 1° e 3° quartil
Ambiente Hospitalar
Unidade coronariana; Clinica médica;
Pediatria e Unidade de Terapia Intensiva 951 15,0 (4,75 - 25,26)
Pronto Atendimento Médico 205 7,5 (4,00 - 19,76)
Clinica Cirargica 732 14,0 (3,00 - 30,00)
Unidade de ginecologia e obstetricia 355 13,0 (8,00 - 28,76)
Saida do efluente do Hospital 1330 10,5 (5,76 - 18,00)
Central de Esterilizagdo de Materiais 60 6,0 (2,26 - 7,0)
Ambiente N&o-Hospitalar

. <0,001

Odontologia 537 19,0 (4,50 - 40,00)
Labor_atono de Analises Clinicas 489 12.0 (5,00 - 25,00)
Hospitalar
Cérrego Anhandui 137 2,5 (1,00 - 6,50)
Centro da cidade 315 4,0 (9,00 — 15,00)
Bairro Moreninha 1445 16,0 (7,75 - 45,01)
IndUstria da regiao 682 18,0 (10,0 - 26,0)
Reitoria da Universidade 51 3,0 (1,76 - 6,01)

*Teste de Kruskal Wallis.

A Tabela 3 compara a mediana de UFC/ml de BGN encontrado nas unidades
de coleta. O maior niumero de UFC observada nas amostras abrangendo a area
hospitalar foi na saida do hospital. Entretanto, um ponto externo (bairro) obteve
guantidade ainda maior (n=1445), provavel por ser muito populoso. Dentro das
unidades hospitalares o0 menor niamero de colbnias isoladas foi encontrado na
Central de Esterilizacado de Materiais (CEM) e no Pronto Atendimento Médico (PAM).

Dos pontos nao hospitalares as menores quantidades de UFC foram
observadas na Reitoria e Cérrego Anhandui. Quando comparadas todas as

unidades, observou-se diferenca estatistica significativa (<0,001).
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A fim de identificar quais grupos especificos eram diferentes, foi realizado o
teste de Dunn com correcdo de Bonferroni. Essa comparagdo € representada na
Tabela 4.



Tabela 4 - Resultados do Teste de Dunn para comparacéo multipla apds o Teste de Kruskal-Wallis demonstrando diferencas
no numero de UFC/ml de BGN por unidade de coleta. Campo Grande- MS, 2021-2022

(4]
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= O L_«;; < > —| £ 3 o) z x S T = SE£©
CME 0,001*
Centro da cidade 0,024* | 0,088
Clinica Cirargica 0,065 | 0,027* | 0,277
Cérrego Anhandui 0,000* | 0,342 | 0,014* | 0,001*
Unidade de Terapia 0,107 | 0,023* | 0,231 0,425 | 0,001*
Intensiva
IndUstria da regido 0,351 | 0,002* | 0,043 0,114 | 0,000* | 0,175
Laboratorio 0,088 | 0,018* | 0,217 0,422 | 0,001* | 0,496 0,151
Odontologia 0,170 | 0,008* | 0,126 0,276 | 0,000* | 0,358 0,270 0,341
Pronto Atendimento 0,017* | 0,117 0,432 0,223 | 0,025* | 0,185 | 0,031* | 0,170 | 0,095
Médico
Reitoria da 0,000* | 0,281 | 0,018* | 0,003* | 0,394 | 0,003* | 0,000* | 0,001* | 0,001* | 0,028
Universidade
Saida do efluente do | 0,046 0,028 0,298 0,461 | 0,001* | 0,386 0,084 | 0,379 | 0,233 | 0,237 | 0,003*
Hospital
Bairro Moreninha 0,026 0,057 0,427 0,330 | 0,005* | 0,273 0,049 0,259 | 0,149 | 0,358 | 0,009* | 0,367
Unidade de 0,079 | 0,017* | 0,219 0,431 | 0,000* | 0,486 0,138 0,490 | 0,328 | 0,171 | 0,002* | 0,289 | 0,637
ginecologia e
obstetricia

*Resultados com diferencas significativas
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No teste de triagem de bactérias resistente aos carbapenémicos (Agar
cromogénico KPC) houve crescimento de 145 BGN com provavel resisténcia a
esses antimicrobianos. Entre essas, 78 foram isoladas de efluentes hospitalares e
67 de nado hospitalares. Cento e dezoito colonias (n=81%) pertenciam a familia
Enterobacteriaceae e 27 colbnias (n=19%) eram de bacilos Gram-negativos nao
fermentadores. A Tabela 5 mostra a distribuicdo e frequéncia das bactérias de

acordo com o local de coleta.

Tabela 5 - Distribuicdo e frequéncia de bactérias Gram-negativas com resisténcia a
carbapenémicos (dgar cromogénico KPC, Probac) de acordo com local
de coleta. Campo Grande-MS, 2021-2022

Provavel resisténcia a
carbapenémicos

Bactérias (N=145)
N&o Sim
N % N % N %

N&o hospitalar 67 100% 51 76,10% 16 23,90%
Escherichia coli 31 46,3 % 25 49,0 % 6 37,5%
S';p'j’gﬁruorggggfls irgembacrer 21 313% 17 333% 4  250%
Pseudomonas spp 15 224 % 9 17,6 % 6 37,5%
Hospitalar 78 100% 46 59% 32 41%
Escherichia coli 32 41,0 % 25 54,3 % 7 21,9%
S*;p'j’gft’forggggfls F;)rge“’ba“er 34 436% 17 370% 17  531%
Pseudomonas spp 12 15,4 % 4 8,7 % 8 25,0%

Nas amostras hospitalares isolou-se maior quantidade de colbnias resistentes
(41%) do que em amostras de origem nao hospitalar (23,9%). No agar cromogénico,
colonias azuis sugestivas de pertencerem aos géneros K. pneumoniae, Enterobacter
spp e Citrobacter spp foram observadas em maior numero (n=17) do que
Escherichia coli (colonia vermelha, n=7) e Pseudomonas spp (colonia creme, n=8).

A Figura 18 ilustra a identificacéo fenotipica obtida no agar cromogénico (KPC
- Probac), por ponto de coleta. Apenas 4 pontos nao tiveram uma distribuicdo
homogénea entre as identificacbes. O ponto ndo hospitalar da Reitoria da
Universidade apresentou pouco crescimento bacteriano e 100% de E. coli. Do ponto

hospitalar da Central de esterilizacdo de materiais (CEM) observou-se reduzido



namero de colbnias de E. coli e Pseudomonas sp. Em amostras da enfermaria de
Clinica Cirurgica ndo apresentou crescimento de col6nias bacilos Gram-negativos
ndo fermentadores e no Pronto Atendimento Médico foram isoladas maior numero
de coldnias sugestivas de K. pneumoniae/Enterobacter/Citrobacter spp.

Figura 18 - Identificacdo fenotipica e frequéncia relativa dos isolados, segundo local

de coleta. Campo Grande-MS, 2021-2022

Locais de coleta
Unidade coronariana; clinica médica; Pedlatria e UTI
Pronto Atendimento Médico
Clinica Cirdrgica
Unidade de ginecologia e obstetricia
Saida do efluente do Hospital

Central de Esterilizagdo de Materiais

Odontologia
Laboratério de Andlises Clinicas Hospitalar

Cérrego Anhandul
Centro da cidade

Bairro moreninhas
Indastria da regido

Reitoria da Universidade
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15% (n=2)
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Identificacdo fenotipica por agar cromogénico
B Eschericia coli | K. Pneumoniae/Enterobacter spp/Citrobacter spp

No teste de suscetibilidade frente por disco difusédo, 32% (n=48) das bactérias
testadas apresentaram resisténcia ao antibidtico ertapenem e/ou meropenem. Na
Figura 19 estdo apresentados os resultados do perfil de resisténcia por local de

coleta.
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Figura 19 - Suscetibilidade de bactérias Gram-negativas aos antibiéticos carbape-
némicos (meropenem e/ou ertapenem) isoladas de efluentes
hospitalar e ndo hospitalar, segundo local de coleta. Campo Grande,

2021- 2022

Resistentes a carbapenémicos
Unidade coronariana; clinica médica; Pediatria e UTI
Pronto Atendimento Meédico
Clinica Cirurgica
Unidade de ginecologia e obstetricia
Saida do efluente do Hospital
Central de Esterilizacdo de Materiais
Odontologia
Laboratdrio de Andlises Clinicas Hospitalar
Carrego Anhandui
Centro da cidade
Bairro moreninhas
Industria da regido

Reitoria da Universidade
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Nos locais de coleta ndo hospitalares Odontologia e Reitoria da Universidade

nao foram isoladas BGN resistentes a carbapenémicos. Entre os pontos nao

hospitalares a maior quantidade de microrganismos resistentes foi observada na

BN

indUstria da regido. Entre as amostras hospitalares a CEM devido a pequena

guantidade de colonias apresentou 75% (n=3) de resisténcia, superior aos demais

locais.

No teste fenotipico para a produgcdo de carbapenemase pelo método de

inativacdo de carbapenémico modificado (mCIM) 33% (n=16) dos BGN foram

positivas para a classe A ou D de Ambler. A Tabela 6 mostra a distribuicdo e

frequéncia das amostras com resultado positivo para o teste realizado.
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Tabela 6 - Distribuicdo e frequéncia de amostras positivas para o teste de inativacao
de carbapenémico modificado (mCIM). Campo Grande-MS, 2021-

2022
mCIM
Negativo Positivo P-valor*

(classe A ou D)
Microrganismo (n=48) N % N %
Pseudomonas spp 14 100 0 0,00
Escherichia coli 9 69,2 4 30,8 <0,001
K. pneumoniae/Enterobacter 42,8 48,2

i 9 12

spp/Citrobacter spp

*Teste Exato de Fisher

N&o observamos nenhuma bactéria ndo fermentadora com resultado positivo
para o teste fenotipico e bactérias dos géneros K. pneumoniae/Enterobacter
spp/Citrobacter spp apresentaram maior de carbapenemase do tipo classe A ou D
(serina carbapenemase). Os resultados encontrados possuem diferenca significativa
(p-valor <0,001).

Este resultado sugere que existe uma diferenca estatisticamente significativa
entre 0s grupos de microrganismos em termos de inativacdo do carbapenémico.
Mas especificamente, a probabilidade de que as diferencas observadas sejam
devido ao acaso é extremamente baixa (menor que 0,05), indicando uma forte
evidéncia de uma relacdo dependente entre o tipo de microrganismo e a inativagao
do carbapenémico. Portanto, podemos inferir que o fenbmeno de inativacdo do
carbapenémico ndo é uniformemente distribuido entre os diferentes microrganismos
examinados neste estudo.

A producéo de carbapenemase foi confirmada pela deteccédo do gene blakKPC
nas 16 amostras que foram positivas no método de inativacdo de carbapenémico
modificado (mCIM) . Todas as 16 bactérias com o gene blaKPC foram provenientes
de ambiente hospitalar sendo: 8 (50%) Saida total do efluente hospitalar, 3 (19%)
Pronto atendimento médico, 3 (19%) Clinica Cirargica, 2 (13%) Unidade
coronariana; Enfermaria de clinica médica; Enfermaria pediatrica e Unidade de

Terapia Intensiva. As Figuras 20 e 21 ilustram o resultado do teste genotipico.
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Figura 20 — Foto ilustrando a extracdo do DNA das bactérias positivas no teste
fenotipico

Fonte: A autora

Figura 21 — Foto ilustrando o resultado da técnica de PCR simples utilizada para de-
tectar o gene de resisténcia blakPC. Campo Grande-MS, 2021-2022

2000 pb
798 pb

M 2 3 4 5§ 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 N 17 P

Legenda: M: marcador de peso molecular; P: Controle positivo; N: Controle negativo; Bandas 1-17:
amostras testadas. blaKPC: 798 pb.

Fonte: A autora

Das 16 bactérias hospitalares que apresentaram carbapenemases do tipo

KPC, fez-se a identificacdo em nivel de género e espécie, sendo: 5 (31%) Klebsiella
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pneumoniae ssp pneumoniae; 4 (25%) Enterobacter cloacae complex; 2 (12%)
Klebsiella pneumoniae ssp ozaenae; 2 (12%) de Klebsiella oxytoca; 2 (12%) de
Citrobacter farmeri e 1 (6%) de Kluyvera intermedia.

No teste de suscetibilidade aos antimicrobianos (painel Vitek 2, nimero 409)
todas as 16 (100%) das bactérias foram consideradas multidrogas resistentes
(MDR), 11 (69%) XDR e 2 (12%) de PAN resistentes. As Tabelas 7 e 8 mostram a

identificacdo automatizada e o perfil de resisténcia das bactérias.



Tabela 7 — Perfil de resisténcia antimicrobiana de 16 bacilos Gram-negativos isoladas de efluentes hospitalares de acordo com a

deteccado de carbapenemase e do gene blaKPC. Campo Grande-MS, 2021-2022

Meropenem

Data coleta Local Identificacdo no Vitek

08/09/2021 PAM Enterobacter cloacae complex

08/09/2021 Clinica Cirurgica Enterobacter cloacae complex
Saida do efluente

08/09/2021 do hospital Klebsiella pneumoniae ssp pneumoniae
Saida do efluente

08/09/2021 do hospital Klebsiella pneumoniae ssp ozaenae

29/10/2021 UCO/EMP/UTI Klebsiella oxytoca

29/10/2021 UCO/EMP/UTI Citrobacter farmeri

29/10/2021 Clinica Cirurgia Kluyvera intermedia

29/10/2021 Clinica Cirurgia Klebsiella pneumoniae ssp ozaenae
Saida do efluente

19/11/2021 do hospital Klebsiella pneumoniae ssp pneumoniae
Saida do efluente

03/12/2021 do hospital Citrobacter farmeri
Saida do efluente

07/01/2022 do hospital Enterobacter cloacae complex

11/02/2022 PAM Enterobacter cloacae complex

PAM

11/02/2022 Klebsiella pneumoniae ssp pneumoniae
Saida do efluente

11/02/2022 do hospital Klebsiella pneumoniae ssp pneumoniae
Saida do efluente

11/02/2022 do hospital Klebsiella oxytoca
Saida do efluente

11/02/2022 Klebsiella pneumoniae ssp pneumoniae

do hospital
ﬂ Resistente

| N&o testado

Imipenem
Ertapenem

Sensivel

Amicacina

Amoxicilina/acid
o clavulanico

Aztreonan

Piperacilina/Tazo

bactam

Ciprofloxacino
Ceftazidima/Avib
actam

Certaarzima
Ceftriaxona
Gentamicina

Cefepime

Sensivel, aumentando exposi¢cdo

Ceftolozane/Tazo

Fendétipo de
resisténcia

MDR/XDR
MDR/XDR

MDR/XDR

MDR/XDR

MDR/XDR

MDR/XDR

MDR/XDR

MDR/XDR

MDR/XDR/
PAN
MDR/XDR

MDR/XDR/
PAN
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Legenda: PAM — Pronto atendimento médico. UCO/EMP/UTI — Unidade coronariana/Enfermaria clinica médica e Enfermaria Pediatria/Unidade terapia intensiva. MDR — Multirresistente. XDR — Resisténcia-extensa.
PAN — Pan resistente.
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Tabela 8 — Perfil de resisténcia antimicrobiana de 16 bacilos Gram-negativos de acordo com a deteccéo de carbapenemase e do
gene blaKPC. Campo Grande MS, 2021-2022

N° do perfil | Perfil de resisténcia antimicrobiana N° de N° de Producédo de KPC pelo | Presenca
de antimicro | cepas mCiM de
resisténcia bianos (%) blakPC
1 AMI/AMO/PIT/ICAZICTX/C-TICPM/IAZT/ERTMER/GEN/CIP 12 2 Positivo classe” A ou D Sim
2 AMO/PIT/CAZICTX/CZA/C-T/ICPM/AZT/ERT/MER/GEN/CIP 12 3 Positivo classe* A ou D Sim
3 AMO/PIT/ICAZICTX/C-T/ICPM/AZT/ERT/MER/GEN/CIP 11 3 Positivo classe* Aou D Sim
= AMO/PIT/ICAZICTX/C-TICPM/AZT/ERT/MER/CIP 10 1 Positivo classe* Aou D Sim
5 AMO/PIT/ICTX/CPM/AZT/IERT/MER/GEN/CIP 9 1 Positivo classe* Aou D Sim
6 AMO/PIT/ICTX/C-T/IAZT/IERT/MER/GEN/CIP 9 1 Positivo classe” Aou D Sim
7 AMO/PIT/ICTX/AZT/IERT/MER/GEN/CIP 8 1 Positivo classe®* Aou D Sim
8 AMO/PIT/ICAZICTX/C-TIAZT/ERT/MER 8 2 Positivo classe* Aou D Sim
9 AMO/PIT/CAZICTX/C-T/EERT/MER/GEN 8 1 Positivo classe* Aou D Sim
10 AMO/PIT/CTX/ERT/IMER/GEN 6 1 Positivo classe* A ou D Sim

Legenda: AMI — Amicacina, AMO — Amoxicilina/Acido clavulanico, PIT — Piperacilina/Tazobactam, CAZ — Ceftazidima, CTX — Ceftriaxona, CZA —

Ceftazidima/Avibactam, C-T — Ceftolozane/Tazobactam, CPM — Cefepime, AZT — Aztreonam, ERT — Ertapenem, MER — Meropenem, GEN — Gentamicina,
CIP — Ciprofloxacina. KPC — Klebsiella pneumoniae carbapenemase. mCIM - método de inativagcao de carbapenémico modificado. *classe de Ambler
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6 DISCUSSAO

A pesquisa de enterobactérias neste estudo foi motivada por ser um grupo de
bactérias comum em efluentes hospitalares e nédo hospitalares (BARTLEY et al.,
2019; CAHILL, et al., 2019; CHAGAS et al., 2011; CONTE et al., 2022; LIEN et al.,
2017; THAMLIKITKUL et al., 2019).

A origem de Enterobacteriaceae potencialmente patogénicas nos efluentes
hospitalares deve-se ao fato destas estarem presentes no ambiente hospitalar como
em roupas, utensilios, mobiliarios, camas e colchdes, pisos, banheiros, pias,
descarte inadequado de solucdes, fluidos e secrecodes.

Infeccbes causadas por enterobactérias, produtoras de carbapenemases,
representam uma crescente ameaca para a saude humana devido as limitadas
opcOes de tratamento disponiveis. Recentemente, grande énfase foi colocada no
conceito One Health que mostra a indissociavel relagdo da saude humana, dos
animais e do meio ambiente e a importancia dessa relacdo na transmisséao,
persisténcia e disseminacao de bactérias resistentes aos antibioticos (CAHILL et al.,
2019). Microrganismos multidroga resistentes sdo classificados como prioridade alta
pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS, 2017).

Apesar do encontro de microrganismos em efluentes ser um fato comum,
pouco se sabe, sobre a existéncia e a disseminacdo de bactérias multidrogas
resistentes de efluentes hospitalares e nao hospitalares (CHAGAS et al., 2011,
CONTE et al., 2022; MAGALHAES et al., 2016; PICAO et al., 2013; PRADO et al.,
2008; SANTORO et al., 2015).

Bactérias Gram-negativas MDR ja foram descritas em amostras ambientais
de muitos lugares, como no continente europeu (HRENOVIC et al., 2016; HUBENY
et al., 2022), na Africa (MOGES et al., 2014), no Japdo (TANAKA et al., 2019) e na
América Latina (CHAVEZ; CAICEDO; CASTILLO, 2019; JORQUERA et al., 2021).

Apbs pesquisa realizada na base de dados pubmed com as palavras chaves:
“‘environment”; ‘resistant”; “Gram negative”; “bacteria”; “brazil” e “water” e uma
segunda pesquisa utilizando como palavras chaves: “environment”; “resistant”;
“Gram negative”; “bacteria”; “brazil” e “effluent’, constatou-se no Brasil estudos que
abordam este tema (CHAGAS et al., 2011; CONTE et al., 2022; MAGALHAES et al.,
2016; PICAO et al., 2013; PRADO et al., 2008; SANTORO et al., 2015). Bactérias

Gram-negativas MDR isoladas de amostras ambientais ja foram descritas na Regiéo
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Amazonica (FREITAS et al., 2019; MAGALHAES et al., 2016), no Nordeste
(BARTLEY et al., 2019); regido Centro Oeste, (RESENDE, 2009) e no Sudeste do
Brasil (DOMINGOS et al., 2011; RESENDE et al., 2012; RESENDE et al., 2014).

E até o presente momento, ndo ha nenhum estudo que tenha registrado a
presenca de bactérias MDR em efluentes da cidade de Campo Grande-MS, nem
mesmo no estado do Mato Grosso do Sul. Novos estudos sdo necessarios com
maior numero de amostras para determinar o impacto ambiental que essas bactérias
podem causar.

Na presente investigacdo foram detectadas bactérias MDR em efluente
hospitalar, mas n&o foram encontradas em efluentes n&o hospitalares. Este fato
pode relaciornar-se com o0 uso extensivo de antimicrobianos no hospital e que
podem sair pelos efluentes do mesmo (MORRIS et al., 2016).

A quantidade de unidades formadoras de colbnias (UFC) por mL de amostra
coletada pode fornecer informacéo a respeito do grau de contaminagdo microbiana
no efluente e pode variar de um local de coleta para outro. Considerando que nédo ha
no Brasil legislacdo que determine valores de UFC de referéncia, ndo dispomos de
parametros para dizer se as UFC de BGN/ml de amostra coletada encontradas neste
estudo sdo um valor aceitavel ou ndo. Na Unido Europeia também n&o hé
regulamentos especificos sobre residuos antimicrobianos ou bactérias resistentes
aos antibioticos (MORRIS et al., 2016).

Embora o teste de Kruskal-Wallis tenha indicado diferencas entre os grupos,
a andlise posterior com o teste de Dunn permitiu a identificacdo de quais pares de
grupos especificamente apresentaram diferencas significativas. 1sso sugere que as
diferencas detectadas nas UFC/placa pelo teste de Kruskal-Wallis ndo séo
uniformemente distribuidas entre todos os pares de grupos, mas sim concentradas
em determinados pares especificos. Apontando assim para uma variabilidade no
crescimento de agentes bacterianos, o que pode ser influenciado por ambiente,
temperatura, local (GORDON et al.,, 2017; MAIER e PEPPER, 2015). Pesquisas
futuras sdo necessarias para analisar essa influéncia nos efluentes.

Dados da literatura revelam que ambientes com pacientes graves em uso de
antibioticoterapia € apontado como um dos fatores para a multirresisténcia
bacteriana (CAMPOS et al.,, 2017; GARCIA-VIDAL et al., 2018; SANTORO et al.,
2020).
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Apesar da crescente preocupacdo com a disseminagdo de bactérias MDR em
efluentes hospitalares pouco é feito para controlar a disseminagéo dessas bactérias.
Normalmente, no tratamento de aguas residuais urbanas o principal objetivo é
eliminar contaminantes organicos e inorganicos e nao eliminacdo de residuos de
antibioticos ou bactérias resistentes aos antibiéticos (MORRIS et al., 2016).

Faz-se importante destacar que a avaliacdo de residuos antimicrobianos e
BRA € uma prioridade para determinar se ha grandes riscos ao meio ambiente e a
saude humana e animal (MORRIS et al., 2016).

No presente estudo, o rastreio das ERC foi possivel com a utilizagdo de meio
cromogénico seletivo. O uso destes meios em Microbiologia Ambiental,
principalmente para a analise de efluente, ainda ndo é muito difundido (ABRANTES,
2022). Porém, ha relatos do uso em pesquisa com efluente hospitalar (CAHILL et al.,
2019; HSIAO et al., 2011; HSIAO et al., 2013).

De acordo com estudos prévios, o agar cromogénico tem sensibilidade e
especificidade variando de 40% a 75% e especificidade de 85% a 99%,
respectivamente (NORDMANN; GIRLICH; POIREL, 2012; MOUBARECK et al.,
2020). Dessa forma, o meio cromogénico pode ser utilizado como teste de triagem
para Gram-negativos resistentes aos carbapenémicos e métodos confirmatoérios séo
necessarios. Os métodos moleculares como Xpert Carba-R (analise qualitativas
automatizada de PCR) sao padrfes para identificar produtores de carbapenemases.
Porém, sdo métodos caros, inviaveis para a rotina de um laboratério de pequeno e
médio porte (MOUBARECK et al., 2020).

No teste de triagem de bactérias resistente aos carbapenémicos (Agar
cromogénico KPC) membros da familia Enterobacteriaceae foram isolados em maior
ndmero assim como em outros estudos (CAHILL, et al., 2019, PICAO et al., 2013,
SUZUKI et al., 2020).

A identificagdo no meio cromogénico ndo €, de fato, conclusiva. A
identificacdo acurada a nivel de espécie sO € possivel com sistemas automatizados,
por espectrometria de massa e técnicas moleculares. Neste estudo a identificagéo
das bactérias MDR foi feita pelo equipamento automatizado Vitek 2 (bioMérieux,
Marcy L'Etoile, France). Este sistema € amplamente utilizado em laboratorios de
grande porte, incluindo laboratérios de hospitais e de pesquisa. Utiliza cartbes
plasticos com diversas reac¢des bioquimicas que permitem a identificacdo e a

determinacdo da suscetibilidade do microrganismo de forma padronizada, rapida e
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segura (ABRANTES, 2022; JORGENSEN, PFALLER, CARROLL, 2015; KONEMAN
et al., 2018; ZAGUI et al., 2022).

A identificacdo de subespécies (ssp) ndo é possivel por meio de testes
convencionais. As bactérias identificadas pelo sistema Vitek 2 foram Klebsiella
pneumoniae ssp pneumoniae; Enterobacter cloacae complex; Klebsiella pneumoniae
ssp ozaenae; Klebsiella oxytoca; Citrobacter farmeri e Kluyvera intermedia. .

Similar a outros estudos, a espécie Klebsiella pneumoniae ssp pneumoniae
foi a enterobactéria MDR identificada em maior quantidade (ABRANTES, 2022;
CHAGAS et al., 2011; EDA et al, 2021; MOGES et al.,, 2014; RUIZ, 2010;
RESENDE, 2009; SUZUKI et al., 2020; THAMLIKITKUL et al., 2019; ZAGUI, 2019).
E similar ao estudo de THAMLIKITKUL et al. (2019), amostras coletadas de residuos
de mercados da cidade n&do foram encontradas E. coli e K. pneumoniae resistentes a
carbapenem, assim como neste estudo ndo foram observadas ERC em ambientes
nao hospitalares.

Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae) é uma bactéria que reside no trato
gastrointestinal. Diante de condi¢cdes favoraveis, se dissemina para outros sitios,
onde atuam como patdégeno oportunista. Causa infec¢cdes nosocomiais e adquiridas
na comunidade, incluindo septicemia, pneumonia e meningite (NAZIR et al., 2020;
YAN et al., 2017). E uma das bactérias relacionadas a alta taxa de mortalidade em
pacientes imunocomprometidos (LI et al., 2020). Faz-se importante destacar que K.
pneumoniae MDR é um dos principais patdégenos em hospitais do mundo todo
(BOUCHER et al., 2009; KARLOWSKY et al., 2017).

Por fazer parte da microbiota intestinal, o isolamento desta bactéria em
efluentes urbanos e hospitalares € comum. Este achado corrobora com a frequéncia
de K. pneumoniae em instituicdes que prestam assisténcia em salde, assim como
nos seus residuos (PICAO et al., 2013; NICOLETTI et al., 2015; ZAGUI, 2019;
RIBEIRO et al., 2020).

Estudos prévios mostram, por meio de testes moleculares, que uma Klebsiella
pneumoniae isolada de uma sonda vesical de paciente era geneticamente idéntica a
um isolado de aguas residuais de uma entrada de estacao de tratamento de efluente
(RODEROVA et al., 2016). Essa pesquisa fundamenta que as bactérias identificadas
no efluente hospitalar no presente estudo podem se originar de infeccbes e se

disseminar por meio do meio ambiente.
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O Enterobacter spp., segunda maior quantidade de bactérias identificadas
neste estudo, sdo comensais naturais do animal e microbiota intestinal humana
(MESA et al., 2006). Bactérias do complexo Enterobacter cloacae (ECC) inclui varias
espécies como E. asburiae, E. carcinogenus, E. cloacae, E. hormaechei, E. kobei, E.
nimipressuralis, E. ludwigii e E. mori. Essas sdo também considerados patdgenos
oportunistas causadores de infeccbes associadas a assisténcia a salude e a sua
resisténcia aos carbapenémicos estd associada principalmente com a producéo de
carbapenemase-KPC (ANNAVAJHALA; GOMEZ-SIMMONDS; UHLEMANN, 2019 e
CHAVDA et al. 2016).

O complexo Enterobacter cloacae é frequentemente associado a resisténcia a
multiplas drogas (MDR), principalmente devido a capacidade de adquirir facilmente
numerosos elementos genéticos modveis portadores de genes de resisténcia
(MEZZATESTA et al., 2012). Dados epidemiolégicos disponiveis mostram que o
ECC se tornou a terceira maior espécie de Enterobacteriaceae envolvida em
infeccdes nosocomiais apds Escherichia coli e K. pneumoniae (ZHOU et al., 2018).
O ECC foi relatado em varios surtos hospitalares com fenotipo multirresistente, o que
tem estimulado o estudo nessas espécies (DAVIN-REGLI, LAVIGNE, PAGES,
2019).

Kluyvera intermedia é uma bactéria raramente isolada de amostras clinicas
(FARMER et al., 1981; SARRIA, VIDAL, KIMBROUGH, 2001) mas assim como em
nosso estudo, ja foi isolada em efluente hospitalar (ABRANTES, 2022; PICAO,
2013).

Neste estudo ndo foi identificado entre as BGN-MDR, bactérias néo
fermentadoras (Pseudomonas aeruginosa e do complexo Acinetobacter baumannii)
gue sdo comumente isoladas em ambientes Umidos dentro do hospital (ESMAEILI-
FARD-BARZEGAR et al., 2022; GHEORGHE-BARBU et al., 2022; GORDON et al.,
2017). Esses achados podem refletir diferencas biolégicas em que BGNNF sédo
colonizadores ambientais sobrevivendo em condigbes de baixo teor de nutrientes,
enquanto Enterobacteriaceae sdo predominantemente de origem humana. Esse
dado pode justificar a falta de isolamento de BGNNF nos efluentes hospitalares
estudados.

Corroborando com estudo de CAHILL et al. (2019), os resultados dos testes
de suscetibilidade mostraram que as bactérias provenientes de amostras

hospitalares apresentaram maior porcentagem de resisténcia frente aos antibiéticos



69

meropenem e ertapenem do que as amostras nao hospitalares. Esse fato ocorre
pois 0 uso em larga escala de antibioticos no ambiente hospitalar contribui para o
aumento de residuos de antibidticos e BRA nos sistemas de aguas residuais
hospitalares (MORRIS et al., 2016). Bactérias resistentes a carbapenémicos e MDR
ja foram descritas em afluente e efluente de estacBes de tratamento de &guas
residuais e de unidades hospitalares (CAHILL et al., 2019, SURLEAC et al., 2020,
ZAGUI, 2019).

Diferente deste estudo ha pesquisas em que bactérias MDR foram relatadas
em lagos e corrégos (ASFAW et al., 2020; FURLAN et al., 2021; HO et al., 2021,
PEREZ-ETAYO et al., 2020). Isso se torna um grande risco para a populacdo, pois
se sabe que a saida da maioria dos esgotos urbanos de hospitais, hotéis e industrias
estdo indo diretamente para esses corpos d'agua devido a falta de um sistema
adequado de gerenciamento de aguas residuais. Locais como na Etiopia, em que a
cobertura do abastecimento de &gua potavel é fraca e a sociedade utilizam aguas
nao tratada de rios e lagos, a presenca de bactérias MDR é uma ameaca direta para
as pessoas que usam esses corpos d'agua (ASFAW et al., 2020).

A presenca de bactérias MDR clinicamente relevantes nos ambientes
aquaticos demonstra a necessidade de melhorar a vigilancia e tratamentos das
aguas residuais de matadouros, hospitais e estacdes de tratamento de esgoto, de
forma a minimizar a dispersao de resisténcias através dos efluentes destas areas
(PEREZ-ETAYO et al., 2020). Portanto, estudos epidemiol6gicos sd0 necessarios
para monitorar bactérias multirresistentes e seus genes de resisténcia
antimicrobiana em ecossistemas aquaticos para determinar possiveis rotas e
destinos desses genes (FURLAN et al., 2021).

Dessa forma, o fato de nesta pesquisa néo verificarmos a presenca de MDR
nas amostras do corrégo analisado, € um dado relevante para a populacdo que
reside préxima deste local.

No estado do Mato Grosso do Sul este é o primeiro estudo que documenta
BGN produtoras de carpapenemases em efluente hospitalar. Os resultados desta
pesquisa mostram que 50% das bactérias MDR foram isoladas de efluentes que
saem do hospital. Entretanto, ndo foram encontradas bactérias com o mesmo perfil
de resisténcia em efluentes ndo hospitalares. Para a populacdo em geral, este € um

dado positivo pois mostra que o numero de bactérias multidrogas resistentes que
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saem dos efluentes hospitalares ndo s&o suficientemente grandes para serem
detectadas em outras regides da cidade.

Neste estudo, além de bacilos Gram-negativos MDR, foram isoladas
enterobactérias consideradas como XDR e até mesmo PAN resistentes. Apesar de
pouco conhecidos, outros estudos também descrevem enterobactérias com esses
perfis de resisténcia. Rabbani, Howlader e Kabir (2017) descrevem que todos os
isolados de Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae isoladas de efluente hospitalar
em Bangladesh foram MDR, 61% de E. coli e 52% de K. pneumoniae eram XDR e
um isolado de E. coli foi considerado PAN resistente.

A rapida transferéncia horizontal dos genes de resisténcia e da aquisicao de
elementos genéticos moveis observados em bacilos Gram-negativos seleciona
super-bactérias é favorecido pelo extensivo uso de antibiéticos na clinica.

A deteccdo do gene blaKPC em enterobactérias isoladas neste estudo
corrobora com dados de pesquisas anteriores que mostram que a producéo de KPC
€ o principal mecanismo de resisténcia em enterobactérias isoladas de amostras
clinicas em Campo Grande-MS (CAMPOS et al.,, 2017; CHANG et al.,, 2013;
RODRIGUES et al., 2019). Faz-se importante lembrar, que as bactérias produtoras
destas enzimas sdo capazes de hidrolisar todos os antibiéticos B-lactamicos —
penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos e monobactamico — e tem a capacidade
de disseminacdo muito rapida, podendo causar surtos de infec¢do e até epidemia
(BONOMO, 2017; LOGAN; WEINSTEIN, 2017).

Para a confirmagéo da producdo da enzima carbapenemase existem testes
de triagem, fenotipicos e confirmatérios. Neste estudo, o teste fenotipico utilizado
confirmou em 33% das bactérias resistentes aos carbapenémicos, carbapenemase
da classe A ou D de Ambler. Posteriormente 100% foram confirmadas com teste
molecular pela deteccdo do gene blaKPC. OTA et al. (2022) identificou na cidade de
Toquio, Japao, Citrobacter freundii e Klebsiella variicola produtores de KPC em
tanque de efluente na unidade de terapia intensiva.

Em nosso estudo houve 100% de concordancia entre os resultados obtidos
do teste fenotipico (CIM) com a PCR utilizados para a deteccéo de carbapenemase-
KPC. Diante do exposto, o método de CIM apresenta especificidade e € de baixo
custo comparado ao método molecular, ainda ndo disponivel na maioria dos
laboratorios de rotina (TIJET; PATEL; MELANO, 2016).
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Além disso, este método pode ser utilizado também para a deteccdo de
carbapenemases em bacilos Gram-negativos nao fermentadores (VAN DER
ZWALUW, et al., 2015).

Kluyvera intermedia foi uma das bactérias isoladas em nosso estudo e que
apresentou o gene de resisténcia blaKPC. Até o momento, ndo foi encontrada
nenhuma descricdo deste gene nesta espécie de bactéria, nem de amostras clinicas
e amostras ambientais. Devido a escassos dados da literatura a resisténcia a
multiplas drogas entre as espécies deste género permanece rara. O gene blaKPC-2
foi relatado em Kluyvera georgiana de amostra clinica (RIBEIRO et al., 2012).
Ribeiro et al. (2014) descreveu a presenca do gene GES-5, em uma Kluyvera sp.
recuperada de ambiente hospitalar. Também ja héa relato de bacteremia com choque
séptico causado por Kluyvera intermedia (INOUE et al., 2023).

Neste estudo ndo foram identificadas bactérias produtoras de carbapenemase
com confirmacdo do gene blaKPC em ambiente ndo hospitalar. Entretanto, ha
registros destes genes no Japao (SEKIZUKA et al., 2018), no Brasil (OLIVEIRA et
al., 2014), na Holanda (PAULUS et al.,, 2019). Na lItalia, PERILLI et al., 2013
identificou em cepas ambientais e clinicas (isolados clinicos do hospital universitario
da cidade de L'Aquila, Italia) os mesmos elementos genéticos moveis, incluindo um
determinante blakPC-3.

O gene blakKPC em isolados clinicos, tém sua distribuicdo bem caracterizada,
sdo amplamente distribuidos geograficamente e endémicos em diversos paises,
inclusive no Brasil (SAMPAIO; GALES, 2016). Recentemente também FLACH et al.
(2021) identificou com sequenciamento de genoma completo em Hospital localizado
na Suécia, amostras de efluente e pacientes com concordancia entre niveis de
genes e abundancia para blaNDM, blaOXA-48-like e blaKPC, evidenciando a
disseminacdo desses genes de resisténcia entre as diferentes espécies de bacilos
Gram-negativos.

As descobertas de bactérias resistentes a carbapenem enfatizam a
importancia do efluente hospitalar como potencial reservatério de patdgenos e sua
disseminagdo associada ao gene blaKPC por meio de ambientes aquaticos
hospitalares (CAHILL et al., 2019).

Ha relatos na literatura também de microrganismos Gram-positivos com

fatores de resisténcia em efluente hospitalar. Neste estudo esse grupo nao foi
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abordado, mas essas cepas também podem estar presentes na disseminagéo
ambiental (BASODE et al., 2018, SAKKAS et al., 2019).

Programas de controle e uso adequado de administracdo de antibidticos
podem ajudar a impedir o surgimento de altas taxas de MRA (RABAAN et al., 2022).

Efluentes hospitalares e agricolas sdo os principais responsaveis por causar
poluicdo ambiental ao espalhar antibiticos n&o metabolizados e bactérias
resistentes (EKWANZALA et al., 2020).

Além das bactérias carreadoras de resisténcia, os antimicrobianos presentes
em efluentes precisam ser estudados. O efluente hospitalar que desemboca no
esgotamento sanitario carreia tanto 0s microrganismos resistentes quanto 0s
antimicrobianos ndo — metabolizados (AKTER et al., 2012; EKWANZALA et al.,
2020).

A disseminacdo ambiental dos antibidticos selecionados de aguas residuais
hospitalares para dguas residuais municipais serdo objetos de novos estudos pelo
NOsSso grupo de pesquisa.

Um tratamento adequado de aguas residuais € essencial antes de sua
descarga em rios, lagos ou sistema de efluente para evitar a propagacéo de BRA e
genes de resisténcia no meio ambiente. Reatores de tratamento anaerdbio-aerdbico
de baixa energia, zonas Umidas construidas e processos de desinfeccdo mostraram
boas eficiéncias de remocdo. Nanomateriais e biochar (carvdo vegetal) combinados
com outros métodos de tratamento e processo de coagulacdo sédo estratégias muito
recentes em relagcdo a remocdo desses microrganismos (BARANCHESHME,
MUNIR, 2018).

Conforme dados apresentados e os fornecidos pelos estudos citados,
corroboram com a literatura, no qual apresenta o tipo KPC como predominante em
nosso estado e nosso pais (ANVISA, 2013; BATISTA, 2020; CHANG et al., 2013;
DIENSTMANN et al., 2010; SOARES et al., 2021; SOUSA; RAMALHO; CAMARGO,
2020). Essas informacdes s&o essenciais para relacionar aos estudos
epidemiologicos, ratificando a presencga deste tipo de resisténcia e o risco para a
Saude Publica. No contexto ambiental, a presenca de bactérias portadoras de genes
de resisténcia causam risco de transferéncia dos mesmos para outras bactérias,
promovendo um desequilibrio do meio pela modificacdo de ecossistemas (SILVA,

2021). Assim os resultados obtidos chamam a atencdo para a disseminacdo de
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microrganismos potencialmente patogénicos e resistentes aos antimicrobianos no

meio ambiente.

7 CONCLUSAO

Enterobactérias sao isoladas em grande niamero tanto em efluentes hospitalar
e nao hospitalar. Neste estudo a maior carga microbiana foi observada na saida do
hospital para a rede de esgoto municipal e também em um bairro afastado do
hospital, mas que possui grande niumero de habitantes.

A quantidade de enterobactérias em efluentes varia de um sitio para o outro e
esta relacionado com o grau de contaminagado microbiana no efluente.

O teste cromogénico detectou cepas resistentes que ndo foram identificadas
no teste de suscetibilidade e no teste molecular, demostrando assim que testes
complementares para deteccéo de resisténcia aos carbapenémicos sdo necessarios.

As principais bactérias MDR isoladas foram Klebsiella pneumoniae ssp
pneumoniae; Enterobacter cloacae complex; Klebsiella pneumoniae ssp ozaenae;
Klebsiella oxytoca; Citrobacter farmeri e Kluyvera intermedia

Em amostras de efluente hospitalar, o gene blaKPC foi encontrado em todos
os isolados positivos do teste fenotipico. No ambiente ndo hospitalar, foram isoladas
bactérias resistentes a carbapenem. Porém, ndo produtoras de carbapenemase do
tipo KPC. A resisténcia pode ser por mutacdes de porina e aumento da expressao
da bomba de efluxo, combinados com beta-lactamases.

As ERC do efluente hospitalar apresentaram espectro amplo de resisténcia
aos antibiéticos, com destaque para 16 bactérias MDR com resisténcia a
amoxicilina/acido clavulanico, piperacilina/tazobactam, ceftriaxona, ertapenem,
imipenem e meropenem.

Em efluente hospitalar foram identificadas 16 bactérias MDR, 11 XDR e 2 PAN

resistentes.
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APENDICE A — Formulario de dados de coleta de amostras e teste de laboratério

Material necessario:

Prancheta isopor com gelo Frasco de penicilina
Caneta frasco de vidro estéril — 200 mL Agar seletivo para KPC
Corda Eppendorf com glicerol Agar MacConkey
estufa 37 ° Alcas 1 ul
C

COLETA:
Data: I Hora: LOCAL:

Hospitalares

N&o hospitalares

1 — Odontologia — entrada do efluente no
hospital

9 - corrego Anhandui

2 - Unidade coronariana; Enfermaria de
clinica médica; Enfermaria pediatrica e
Unidade de Terapia Intensiva

10 - centro da cidade

3 - Pronto Atendimento Médico

11 - bairro Moreninha

4 - Clinica Cirurgia

12 - indUstria da regido

5 - Central de Esterilizacdo de Materiais

13 — reitoria/UFMS (Aguas guar.)

6 - Laborat6rio Hospitalar

14 — Saida efluente hospital (Aguas
guar.)

7 - Enfermaria de ginecologia e obstetricia

8 - Saida do efluente do Hospital - Setor de
manutencao

SEMEIO EM AGAR MACCONKEY:

Data: [ Hora:

/ Incubacgéo a 37°C |

LEITURA INCUBACAO:

Data: I Hora:
Tipo colbnia Quantidade Tipo colbénia Quantidade
CULTIVO EM AGAR SELETIVO PARA KPC. Data: / / / Incubacéo a 37°C
LEITURA AGAR KPC: Data: I Hora:

Tipo colénia no MC

Cor da coldnia no Agar Seletivo

Provavel identificacéo




APENDICE B — Relacéo de bactérias identificadas e resultados
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<
Presenca Py

S|l = |m >I>I0|0|0 ORNe) =<0

Data coleta Local N da Identificagdo no Vitek gene | 2| )§> | d|>»| 3|3 N B g Y

amostra | 2|39 =2 |glZ2|IN|Z|lO|TO|Hd|=z|>» | <

KPC pd S

08/09/2021 | Pronto Atendimento Médico AlL3 Enterobacter cloacae complex POS R XDR

08/09/2021 Clinica Cirurgia AllL4 Enterobacter cloacae complex POS NT R|R R | XDR
Klebsiella pneumoniae ssp

08/09/2021 | Saida do efluente do Hospital AlL8 pneumoniae POS NR R R | XDR

08/09/2021 | Saida do efluente do Hospital All8 Klebsiella pneumoniae ssp ozaenae POS R | R XDR

UCO; Enfermaria de clinica
29/10/2021 médica e pediatrica e UTI A2L2 Klebsiella oxytoca POS R R R|NT|[R| I | I R|{S|R|R|S|S | MDR
UCO; Enfermaria de clinica

29/10/2021 médica e pedidtrica e UTI A2L2 Citrobacter farmeri POS NT S I R R | MDR

29/10/2021 Clinica Cirurgia A2L4 Kluyvera intermedia POS R R XDR

29/10/2021 Clinica Cirurgia A2L4 Klebsiella pneumoniae ssp ozaenae POS R R|NT|R|R I R{S|R|S|S|R| MDR
Klebsiella pneumoniae ssp

19/11/2021 | Saida do efluente do Hospital | A3L14 pneumoniae POS R | NT | R R|R Il {R|S|R|S|[S]|R| MDR

03/12/2021 | Saida do efluente do Hospital | A4LS8 Citrobacter farmeri POS R| R |R R|R R|R|R|R|R|S|R/| XDR

07/01/2022 | Saida do efluente do Hospital | A5L14 Enterobacter cloacae complex POS RI{NT|R|NT|R|R|I I R{R|R|R|S|S | XDR

11/02/2022 | Pronto Atendimento Médico A6L3 Enterobacter cloacae complex POS RINT|{R|NT|R|R|R|R|R|R|R|R|S]|R| XDR
Klebsiella pneumoniae ssp

11/02/2022 | Pronto Atendimento Médico A6L3 pneumoniae POS RINT|{R|NT|R|R|R|R|R|R|R|R|R|R| PAN
Klebsiella pneumoniae ssp

11/02/2022 | Saida do efluente do Hospital A6L8 pneumoniae POS NT NT R|R R | R | XDR

11/02/2022 | Saida do efluente do Hospital | A6L8 Klebsiella oxytoca POS NT R R PAN
Klebsiella pneumoniae ssp

11/02/2022 | Saida do efluente do Hospital | A6L14 pneumoniae POS R|NT| R R R | I R|S|R|[S|R|R]|S]|R|MDR
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ANEXO 1 — Autorizagdo do Hospital Universitario Maria Aparecida Pedrossian

T ® JL

Swrvgo Putsen Fasere
Mo o o Toucegdo u'm
Fumdacdn Universidade Federd de Mata Groass dn Suwi _—

RESOLUCAO N° 48, DE 21 DE JULHO DE 2021

0 COLEGIADO EXECUTIVO DO  HOSPITAL UNIVERSITARIO “MARIA
APARECIDA PEDROSSIAN" DA FUNDACAO UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO
GROSSO DO SUL, no uso de suas atribuigdes legais ¢ regimentais, nos termos do art. 6" da Lei
n® 12.550, de 15 de dezembro de 2011, dos arts. 60, 61 ¢ 62 do Regimento Interno da Ebserh ¢ dos
arts, 6°, 7° e §° do Regimento Intemo do Humap-UFMS, conforme reunido ordindna realizada no
dia 21 de julho de 2021, RESOLVE:

Art. 1”7 « Aprovar os projetos de pesquisa abaixo relacionados:

Protocolo GEP 31/2021

) Titulo do projeto: Caracterizagdo de enterobactérias multidroga resistente isoladas de efluente
hospitalar ¢ nio hospitalar em Campo Grande'MS

b) Pesquisador: Denise Leme Di Raimo Gongalves
¢) Orientador: Marilene Rodrigues Chang

d) Categoria: Mestrado - Programa de Pos-Graduagdo em Salde ¢ Desenvolvimento na Regido
Centro-Oeste - UFMS

a) Perfodo: julho de 2021 a margo de 2023
b) Financiamento: proprio

¢) Local de execugio: CCIH, DLIH ¢ LAC

i’JZLuQQ_LO

d) CAAE: Nio se aplica
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ANEXO 2 — Autorizacéo para coleta da concessionaria responsavel pelos servicos

de agua, coleta e tratamento de efluente de Campo Grande, MS

CC GUARIROBA

Campo Grande - MS, 24 de setembro de 2021.
Carta n. 213972021

Protocolo n. 20322021

Ao limo. Profa. Dra.

Marilene Rodrigues Chang

Docente do Programa de Pos-Graduacaoc Pos — Graduacao em Salde e Desenvolvimente na Regido
Centro — Oeste, FAMED/UFMS

Rua Ricardo Brand3o, n° 1.600 — Bairro Jatiuka Park, Campo GrandeMS

Ref.: Em atendimento a Carta n® 01/2021 — Laboratorio de Pesquisa Microbiologicas/
FACFAN/UFMS.

Prezada Profa. Dra,

AGUAS GUARIROBA S.A., Concessionaria dos Servicos Piiblicos de Abastecimento de Agua
PotévdedeEsgotznaﬂoSaiﬁ:bdoMﬁdphdeCmmoGraﬂe(MS)(AguasGuMaw
Concessionaria), por interméedio da sua Direforia, informa 0 que segue.

Em atencdo a solicitacio feita através da Carta n° 01/2021 — Laboratorio de Pesquisa
Microbiologicas/ FACFAN/UFMS, vimos informar que a empresa Aguas Guariroba, através do
setor de Manutencac de Esgoto se disponibiliza a fomecer as informacoes e acompanhar a visita
para a coleta no ponto que atende a necessidade descrita no oficic em questo. Para isso
disponibilizamos os contatos, a seguir, para agendamento prévio de 24 horas antes da data da
visita-

José Ricardo: (67) 99295 — 8358
Maycon Rodrigues: (67) 99818 8508

Certos de podermos contar com a vossa valiosa atencdo, colocamo-nos a disposicao para
quaisquer esclarecimentos que se facam necessarios.

Reiteramos, por operiuno, votos de elevada esfima e disfinta consideracao.

Atenciosamente,
Marses Jo Sarn Thanat Mawrn
Rodrigo Moraes de Souza Themis de Oliveira

Gerente de Servicos Diretor Presidente



ANEXO 3 — Procedimento para extragdo de DNA in house

Extracdao DNA Triton in house a;:p

Catzgory Experimental Procedures

Tamp3o de extragio.

Beads de vkiro ou Zirconio.

Proteinase-K.
Fenol:Cloroformic-Alcoal Isoamilico (25:24:1).
Frasco para descarte 02 Fenot Ciorofommio-Alcool [scamilico.
fsapropanal.

Acstato o2 amdnio SM.

Elznol 70%.

Agua ultrapura.

Microtubo para maceraglo.
Microtuto de 1.5mi
Ponteras para micropipeta P1000.
Ponteiras para micropipsta P203.
Ponteiras para micropipeta P20,

EPL

Gel oe 3garase.

Tamp3o TBE 1x.

Corante pars sletraforese {geired).

Paps! suminio,
Macarador
Termaobioco.

Centrffuga de microfubos.
Vortex.

Conjunto ce micropipetas (F1000, P200, P20}
Cabine oz s2guUIEnga.

Fonte: Sepiveda et 3L {2017). Nitpe:/uol.ory/10,1126/mBk.01339-17
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1mM EDTA
10mM Tris (pH 8.0}
1% SOS

2% Trilon X-100
100 mM NaCl

Parz culturas oe AUngos, UZAr cerca de 1 3iga 0e matertal.

Dia1

1. Adicionar 3 Smestra num microtubo de maceragdo contendo 3s beads & 200uL de 3gua ulrspura.
2 Levar 30 macerador por 3 ciclos de 60 segundos, com Intervaio ge 30 sagundos entre 05 cicios.
3. Darum spin nos microtubos antes de abrir

4 Adicionar S00uL de tamp3o de extrac3o & 20ul de Proteinase-K

5. Vériex por 30 5EgUNT0S.

6. Incubar no Termobéose, 3 55°C por 1hora, com agitag3o dos tubos 3 cada 20 minutos.

7. Dar um spin Ros MICrotubos antes de abrir.

& Adicionar S00uL de Fenok.Clorofermio:Aicool iscamilics (25:24:1).

S Variex por 30 segundos.

10. Centfugar = 12000 rpm por 15 minutos.

11. Transfery 0 sobrenadante para um microfubo de 1.5mi contendo S00UL oe Isopropancl e S0uL de Acetsto 0e amdnio S
12. Misturar o microtubo gentlimente por iInvers3a.

13. Manter em freezer -20°C ovemight.

D2

1. Cenfifugar 3 12000 rpm par 20 minutos.

2 Descartar o sobrenadants & manter 0 pedet.

3. Adicionar S00uL de Etanal 70%.

4. Centifizgar 3 12000 rpm por 5 minusos.

S Descantar 0 sobrenadante & manter o pelet.

& Dar um spin nos microtubes & retirar ¢ Etanol excegents com uma pontelra de 20ul

7. Evaporar o Etanol resioual no termobleco 2 37°C mantendo 05 microtubos abertos.

& Elur com 100uL de Agus witrapura.

S Armazenar em freezer -20°C para uso imediato, ou freezer -80°C para uso 3 iongo prazo.

Parz conferéncla 00 sUDSSE0 03 extragdo, reallzar um3 elstroforese em ged de agarose 1%.
mnwuwmmumam misturar 3ul da amoela de DNA e Sul do coranie de letroforese.
Aplicar 3 amostrs corad3 no gel de 3garse com uma pipeta o2 10ul

Configurag3o: 100V, 300mA, 1hara.
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Parz quantificacdo em Nanodrop deve-se tratar 35 3mostras com RNAsE.

Attachments

This procedure was onginally crested by James Venmrini

’#’ Fowered by elabNext



