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RESUMO

A resisténcia aos antimicrobianos estd entre as maiores ameacas atuais a saude
publica. O aumento global da resisténcia antimicrobiana tem sido um fato cada vez
mais preocupante em todo o mundo e o esgoto hospitalar € um ambiente com o
potencial para favorecer a disseminacdo de microrganismos resistentes, como
bactérias multirresistentes, que comprometem a eficacia do tratamento e prevencgao
de infeccbes em humanos e animais. O objetivo do presente estudo foi investigar o
perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos e o potencial patogénico de bactérias
pertencentes a familia Enterobacteriaceae, isoladas de esgotos hospitalares. Com o
intuito de adquirir dados de hospitais de diferentes complexidades, as coletas das
amostras foram realizadas em um hospital de nivel secundario de atencéo a saude no
municipio de Ribeirdo Preto (SP) e um hospital de nivel terciario de Uberlandia (MG),
Brasil. Para o isolamento das bactérias, foram utilizadas técnicas de filtragcdo por
membrana e diluicdo seriada. Os isolados bacterianos foram identificados por meio a
técnica MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Dessorption lonization Time-Of-Flight). O
perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos foi realizado por teste de disco-difusao.
Genes de viruléncia foram investigados por PCR (Polymerase Chain Reaction) e o
fenétipo de hipermucoviscosidade pelo String test. Foram identificadas 41
enterobactérias, sendo 28 do esgoto hospitalar secundario e 13 do esgoto hospitalar
terciario, sendo Klebsiella pneumoniae a espécie predominante (63,4%, n = 26).
Todas (n = 28) as Enterobacteriaceae do esgoto hospitalar secundario foram
classificadas como MDR (multidrug-resistant) e 76,9% (n = 10) do esgoto hospitalar
terciario, foram MDR. Os genes codificadores de viruléncia ycfM, fimH, mrkD, kfu e
entB foram detectados em diversos isolados. Os resultados indicaram que o esgoto
de ambos hospitais (independentemente do nivel de atencdo a saude) continham
consideravel quantidade de bactérias MDR carreando genes de viruléncia, inclusive,
K. pneumoniae expressando o fendtipo de hipermucoviscosidade. A presenca de
bactérias com as caracteristicas encontradas traz um alerta sobre seu potencial de
contaminacdo e disseminacdo para o meio ambiente, sobretudo, o espalhamento de
genes que contribuirdo com o aumento da resisténcia aos antimicrobianos. A
obtencdo de dados como estes, pode auxiliar na definicdo de novas estratégias de
salde publica e medidas profilaticas de caréater politico, préatico e conscientizador.

Palavras-chave: Resisténcia antimicrobiana. Viruléncia. Enterobacteriaceae. Esgoto
hospitalar. Saude publica.



ABSTRACT

Antimicrobial resistance is among the greatest current threats to public health. The
global increase in antimicrobial resistance has been an increasingly worrying fact
around the world and hospital sewage is an environment with the potential to favor the
spread of resistant microorganisms, such as multidrug-resistant bacteria, which
compromise the effectiveness of treatment and prevention of infections in humans and
animals. The aim of the present study was to investigate the susceptibility profile to
antimicrobials and the pathogenic potential of bacteria belonging to the
Enterobacteriaceae family, isolated from hospital sewage. In order to acquire data from
hospitals of different complexities, sample collections were carried out in a secondary
level hospital of health care in the city of Ribeirdo Preto (SP) and a tertiary level hospital
in Uberlandia (MG), Brazil. For the isolation of bacteria, membrane filtration and serial
dilution techniques were used. Bacterial isolates were identified using the MALDI-TOF
(Matrix-Assisted Laser Dessorption lonization Time-Of-Flight) technique. The
antimicrobial susceptibility profile was performed by disk-diffusion test. Virulence
genes were investigated by PCR (Polymerase Chain Reaction) and the
hypermucoviscosity phenotype by the String test. A total of 41 Enterobacteriaceae
were identified, 28 from secondary hospital sewage and 13 from tertiary hospital
sewage, with Klebsiella pneumoniae being the predominant species (63.4%, n = 26).
All (n = 28) Enterobacteriaceae from secondary hospital sewage were classified as
MDR (multidrug-resistant) and 76.9% (n = 10) from tertiary hospital sewage were MDR.
The virulence encoding genes ycfM, fimH, mrkD, kfu and entB were detected in several
isolates. The results indicated that the sewage of both hospitals (regardless of the level
of health care) contained considerable amounts of MDR bacteria carrying virulence
genes, including K. pneumoniae expressing the hypermucoviscosity phenotype. The
presence of bacteria with the characteristics found brings an alert about their potential
for contamination and dissemination to the environment, above all, the spread of genes
that will contribute to the increase of resistance to antimicrobials. Obtaining data such
as these can help to define new public health strategies and prophylactic measures of
a political, practical and awareness-raising nature.

Keywords: Antimicrobial resistance. Virulence. Enterobacteriaceae. Hospital
sewage. Public Health.
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1 INTRODUCAO

Uma das grandes preocupacdes no mundo todo, € com controle da
disseminacdo de bactérias multirresistentes provenientes de procedimentos e
infecgbes hospitalares. Morosini e Canton (2018) ressaltam que a incidéncia de
infeccdo hospitalar varia entre os paises e, mais ainda, entre diferentes hospitais de
um mesmo pais, pois a complexidade dos grandes hospitais é inevitavelmente
elevada, exigindo rigidas medidas de controle de contencdo da infeccdo, que nem
sempre tém sucesso.

Na revisdo sobre resisténcia antimicrobiana (AMR, do inglés antimicrobial
resistance) presidida por Jim O’Neill e apoiada conjuntamente pelo governo do Reino
Unido em 2014, foi demonstrado o perigo iminente da AMR, podendo haver impactos
profundos na salude e consequéncias macroeconbmicas para 0 mundo,
especialmente em economias emergentes. Foi estimado que 700 mil pessoas morrem
anualmente devido a AMR, superando o nimero de outras grandes causas de mortes
como tétano (60 mil), colera (100-120 mil) sarampo (130 mil) (O’NEILL, 2014).
Comparado a quantidade mundial de mortes anuais ocasionadas por acidentes de
transito (1,2 milh&o), doencas diarreicas (1,4 milhdo) e diabetes (1,5 milhdo) a AMR
pode aparentar menos preocupante, principalmente quando contrastada aos 8,2
milhdes de mortes anuais por cancer, entretanto, o rapido aumento da AMR acentua
a preocupacédo desta ameaca. Foi estimado que a quantidade de morte anual em 2050
chegaria a 10 milhdes, caso medidas e estratégias de contencdo da AMR ndo sejam
aplicadas (O’NEILL, 2014).

Os hospitais s8o potenciais disseminadores de varias bactérias
multirresistentes por meio de liquidos excretados pelos pacientes com as mais
variadas infec¢des. Limpezas de areas criticas como: centros cirdrgicos, unidades de
terapia intensiva, lavanderias, materiais de laboratérios, entre outros setores
hospitalares, assim como residuos de servicos de saude (RSS), também podem
contribuir para a disseminacao de bactérias resistentes no esgoto hospitalar. Quando
estes residuos ndo passam por tratamentos adequados, ao serem lancados na rede
de esgoto, podem contaminar mananciais (VIEIRA; RODRIGUES; PICOLI, 2013).

Os RSS podem levar a degradacdo ambiental e promover a transmissao de
agentes infecciosos, contaminagcdo da agua dos rios pelos esgotos hospitalares néo

submetidos a tratamentos adequados. A presenca de bactérias multirresistentes nos
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residuos hospitalares representam riscos a saude humana, animal e ao meio
ambiente (BILA; DEZOTTI, 2003; TONUCI, 2006; NASCIMENTO, 2009). Dentre as
maiores preocupacles, estdo as enterobactérias, cuja multirresisténcia fora do
ambiente hospitalar tem sido cada vez mais relatada (TAVARES, 2014). Um estudo
realizado por Azevedo et al. (2019) demonstrou-se a presenca de clones de Klebsiella
pneumoniae multirresistentes (MDR, do inglés multidrug-resistant) com um grande
namero de genes de resisténcia e viruléncia, pertencentes ao CG258 (CG, do inglés
clonal group), conhecido internacionalmente como clones de alto risco de
disseminacéao, causando infeccfes urinarias em pacientes da comunidade no Brasil.
Sugerindo assim, um alerta para a circulacédo de clones epidémicos que usualmente
sao encontrados no ambiente hospitalar, circulando na comunidade.

Embora o esgoto hospitalar ndo seja uma quantidade tdo representativa em
comparacdo ao esgoto municipal, o esgoto hospitalar € considerado uma das
principais fontes de contribuicdo de antibiéticos nas estacdes de tratamento de esgoto
(ETEs). Devido ao alto consumo de antibiéticos em hospitais, e como 90% deles séo
excretados nas fezes e urina humanas como compostos originais ou subprodutos,
estudos indicam que as concentracbes de antibidticos nos efluentes hospitalares
podem ser 100 vezes maiores do que nos efluentes municipais (ALMAKKI et al.,
2019). Esse fato, entre outros como o descarte incorreto de liquidos infectados (DIAS
et al., 2021), pode favorecer a pressdo seletiva de bactérias resistentes aos
antimicrobianos (ARB, do inglés antimicrobial resistant bacteria), no esgoto hospitalar
e, consequentemente, a contaminag¢ao ambiental.

Portanto, € essencial investigar bactérias multirresistentes de esgoto hospitalar,
bem como avaliar seu potencial patogénico. Partindo-se da perspectiva da recente
abordagem de Saude Unica (One Health), os setores humano, animal e ambiental,
estdo conectados. AcBes e acontecimentos envolvendo um desses setores,
consequentemente envolvem o0s outros. A obtencdo de perfis bacterianos em
ambientes com pressao seletiva pode auxiliar na definicdo de novas estratégias de

saude publica e medidas profilaticas de carater politico, pratico e de conscientizacéo.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Esse estudo teve como objetivo investigar fenotipica e molecularmente

diferentes espécies bacterianas presentes em esgotos hospitalares provenientes de

dois hospitais, sendo um de nivel secundario de atencédo a saude e outro de nivel

terciario.

2. 2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Isolar e identificar diferentes espécies de Enterobacteriaceae presentes em
amostras de esgotos hospitalares;

Determinar o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos dos isolados
bacterianos;

Detectar a presenca de genes codificadores de viruléncia nos isolados;
Investigar presenca do fendtipo de hipermucoviscosidade em Klebsiella
pneumoniae;

Correlacionar os resultados adquiridos dos isolados provenientes do esgoto

hospitalar de nivel secundario e terciario.



18
3 REVISAO DE LITERATURA
3. 1 SAUDE UNICA, ESGOTO E AGUAS RESIDUARIAS

O termo Sautde Unica (One Health) refere-se ao esforgo coletivo executado por
profissionais de ciéncia da saude, objetivando alcancar um nivel de saude ideal aos
setores humano, animal e ambiental (MCEWEN; COLLIGNON, 2018). Essa
abordagem baseia-se na dependéncia mutua e relacbes que acontecem
intersetorialmente, e. g. estima-se que até 75% de doencas infecciosas humanas das
Gltimas décadas possuem origem zoondtica (WOOLHOUSE; GOWTAGE-
SEQUERIA, 2005).

O problema global da resisténcia antimicrobiana envolve os multiplos setores,
por isso, ele deve ser analisado da perspectiva One Health (Figura 1). Humanos e
animais compartilham varios antibiéticos em comum para a terapéutica e, 0 uso
exagerado e incorreto ocorre em ambos. Outro importante fator que favorece o
aumento da AMR é a utilizacdo de antibiético como promotor de crescimento na
pecuéria. O meio ambiente recebe residuos e metabdlitos de antimicrobianos oriundos
de esgoto humano, esterco de gado, aquicultura, etc. Além dos proprios genes de
resisténcia presentes nos locais citados, por isso, 0 meio ambiente possui potencial
de reservatorio de exposicdo de AMR e genes de resisténcia aos antimicrobianos
(ARG, do inglés antimicrobial resistant genes).

Para paises desenvolvidos, onde verifica-se maior universalizacdo de sistema
de tratamento de 4gua e sistema de esgoto sanitario, a transmissdo de AMR pode
ocorrer principalmente por alimentacéo, e. g. frutas e verduras contaminadas por
esterco ou agua de irrigacdo, bem como, por ingestdo de carnes contaminadas
durante seu processamento. Para paises com tratamento de esgoto e de agua
deficientes, a transmissao de AMR e ARG ocorrem provavelmente tendo a agua como
principal veiculo (MCEWEN; COLLIGNON, 2018).

No Brasil, segundo o Sistema Nacional de informagdes sobre Saneamento
(SNIS) em sua analise do ano de 2020, dos 5570 municipios brasileiros, 2807 (50,4%)
possuem sistema publico de esgoto e 1937 (34,8%) ndao possuem. Os 826 (14,8%)
municipios restantes ndo participaram da amostra. Portanto, o percentual de
municipios sem sistema publico de esgoto, que por consequéncia, necessitam do

tratamento prévio do esgoto, varia entre 34,8% a 49,6%, no entanto, as informacdes
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relativas a realizacdo ou ndo do tratamento prévio ndo estdo bem elucidadas no Brasil
(SNIS, 2021).

Além do problema anterior, outro potencial modo de contaminacdo ambiental
por bactérias multirresistentes provenientes de esgoto, € por meio dos
extravasamentos de esgoto. No ano de 2020, foram registrados 901,3 mil

extravasamentos, ocorrendo principalmente na regido sudeste (74,2%) (SNIS, 2021).

FIGURA 1 — Diagrama representando as principais rotas de transmissao de
resisténcia aos antimicrobianos

1) Instituigdes de saude, as bactérias resistentes podem ser transmitidas através do contato entre pacientes,
entre pacientes e seus visitantes, pela equipe de enfermagem ou através de superficies e dispositivos médicos
contaminados (durante um procedimento médico); 2) As bactérias resistentes que ocorrem apds o tratamento
com antibiéticos podem ser transferidas de um humano para um animal, ou vice-versa; 3) As bactérias também
podem infectar a carne crua durante o abate e causar infec¢des alimentares. Eles também podem contaminar
produtos lacteos, ovos, peixes e frutos do mar, legumes e frutas; 4) O turismo e as importagdes de alimentos sdao
a maneira mais rapida de espalhar cepas bacterianas resistentes através das fronteiras nacionais; 5) Bactérias
resistentes podem entrar em rios, lagos e reservas subterraneas, embora as estagdes de tratamento eliminem
99% delas em daguas residuais tratadas antes de despejar a agua no ambiente natural; 6) O espalhamento de
esterco (chorume) em campos cultivados também pode levar a disseminagdo de bactérias, que podem se
multiplicar nas plantas, infiltrar-se em aguas subterraneas ou ser levadas para rios e lagos.

Fonte: Adaptado de https://www.bag.admin.ch/bag/en/home/krankheiten/infektionskrankheiten-
bekaempfen/antibiotikaresistenzen/wie-breiten-sich-antibiotikaresistenzen-aus-.html. Acesso em 14
mar. 2022.
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Diversos estudos recentes vém destacando a atuacdo de aguas residuarias
como reservatorio de AMR, pois além de serem um ambiente favoravel para ARB,
funcionam como um reservatério de ARG. Os processos de tratamento das aguas
residuérias e dos esgotos ajudam na reducéo da carga bacteriana, porém, 0 mesmo
nao ocorre com 0s genes, por serem de dificil degradacdo. Esses genes podem ser
disseminados para o meio ambiente e se espalhar nas bactérias através de
transferéncias horizontais (FOUZ et al., 2020).

Fouz et al. (2020) analisaram 63 artigos em sua revisdo sistematica sobre
resisténcia aos antimicrobianos em amostras de esgoto. Para isso, utilizaram 4
bancos de dados internacionais: Embase, Medline, PubMed e Web of Science Core
Collection, utilizando os termos “Antimicrobial resistance” ou “AMR” combinados com
“sewage” (esgoto) como palavras-chave para encontrar artigos entre 2009 e 2019. O
total de 1461 artigos foram obtidos, apds a remocéao das duplicadas e dos critérios de
exclusao (e. g. sem ter o texto completo em inglés, ndo possuir design observacional
de estudo, sem foco especifico em resisténcia aos antimicrobianos em esgoto, etc.),
permaneceram 63 artigos no estudo. Os tipos de amostras investigadas eram de
esgoto municipais, esgotos hospitalares, ETESs, rios, corregos, dentre outras. Os
estudos analisados evidenciaram o papel das aguas residudrias e do esgoto como
principais fontes de ARB e ARG no meio ambiente. Em particular, esgotos municipais
nao tratados, esgotos hospitalares, esgotos farmacéuticos foram caracterizados com
niveis clinicamente relevantes. Sugerindo um estado alarmante, considerando que
muitas espécies bacterianas clinicamente relevantes, como Escherichia coli
enterotoxigénica e Salmonella sorotipos tifdide e nao tiféide mostraram-se capazes de
sobreviveram em meios aquaticos por tempos relativamente longos (FOUZ et al.,
2020).

3. 2 PARALELO ENTRE BACTERIAS MULTIRRESISTENTES E A PANDEMIA DE
COVID-19

Com a atual pandemia de COVID-19, pesquisadores de todo o mundo tém
levantado a preocupacdo quanto a presenca de microrganismos patogénicos nos
esgotos hospitalares e tém demonstrado a presenca do SARS-CoV-2 em amostras
de esgoto de diferentes paises, como Holanda, Australia, Franca, EUA e o Brasil
(AHMED et al., 2020; PRADO et al., 2020; MEDEMA et al., 2020; WU et al., 2020;

WURTZER et al., 2020). Tais fatos reforcam que, assim como o virus causador da
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COVID-19, diversas espécies bacterianas multirresistentes podem se espalhar pelos
sistemas de aguas residuarias (NADDEO,; LIU, 2020).

Conforme alertado por Nordmann, Poirel e Frey (2020), a atual disseminacgao
de genes de resisténcia em todo o mundo, principalmente em paises em
desenvolvimento pode, em breve, levar a situacbes dificeis semelhantes as
observadas na atual pandemia de COVID-19. Ao contrario do SARS-Cov2, que se
manifesta por um aumento repentino de sintomas respiratérios atipicos graves e
monitorados diariamente em cada pais do mundo, a disseminacdo de genes de
resisténcia € silenciosa, principalmente em portadores nao sintomaticos, pois nao esta
associada a doencas especificas ou sintomas imediatos. No entanto, uma vez na
populacdo, os genes de resisténcia sdo dificeis ou impossiveis de controlar ou
erradicar. Eles permanecem em bactérias comensais em humanos e animais,
representam uma fonte para novos surtos, em particular, doencas adquiridas na

comunidade.

3. 3 LISTA DE BACTERIAS DE PRIORIDADE CRITICA

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) desenvolveu a lista de prioridade
global de bactérias resistentes aos antibiéticos, com o intuito de orientar a pesquisa,
descoberta e desenvolvimento de novos antibidticos. A lista foi dividida em trés
categorias: prioridade critica, alta e média (Figura 2), partindo-se de dez critérios de
selecdo: mortalidade, prevaléncia da resisténcia aos antimicrobianos, tendéncia da
resisténcia de 10 anos, cuidados de salde e carga comunitaria, transmissibilidade,
evitabilidade (hospitalar e comunitéaria), tratabilidade e fluxo atual (OMS, 2017).

Na categoria de maior importancia, a de prioridade critica, estdo as espécies
bacterianas Acinetobacter baumannii e Pseudomonas aeruginosa resistentes
antibiéticos da classe dos carbapenémicos. Além dessas espécies, todas bactérias
pertencentes a familia das Enterobacteriaceae (também chamadas de
enterobactérias) resistentes a carbapenémicos e cefalosporinas de 32 geragdo sao
categorizadas como patdgenos de prioritarios para o desenvolvimento de pesquisa e
novos medicamentos.

Embora as enterobactérias sejam microrganismos comensais, possuem
potencial para se tornar um patdgeno oportunista e causar diversas infecces graves
em humanos (infecgbes do trato urinario, septicemia, pneumonia, etc.). Além de

contribuirem para 0 aumento da resisténcia antimicrobiana, por meio de mutacdes em
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genes especificos ou transferéncia horizontal de genes que codificam mecanismos de
resisténcia (TOOMBS-RUANE et al., 2017). Por essa razédo, nosso estudo avaliou

exclusivamente espécies bacterianas pertencentes a essa familia.

FIGURA 2 — Lista de patdgenos prioritarios para Pesquisa e Desenvolvimento (P&D)
de novos antibiéticos

#
Acinetobacter baumannii, carbapenem-resistente

Pseudomonas aeruginosa, carbapenem-resistente
Enterobacteriaceae®, carbapenem-resistente,
32 geracao cefalosporina-resistente

Enterococcus faecium, vancomicina-resistente
Staphylococcus aureus, meticilina-resistente,
vancomicina-intermediaria/resistente
Helicobacter pylori, claritromicina-resistente
Campylobacter, fluoroguinolona-resistente
Salmonella spp., fluoroquinolona-resistente
Neisseria gonorrhoeae, 32 geracao cefalosporina-
resistente, fluoroquinolona-resistente

Streptococcus pneumoniae, penicilina-nao-susceptivel
Haemophilus influenzae, ampicilina-resistente
Shigella spp., fluoroquinolona-resistente

# Micobactérias (incluindo Mycobacterium tuberculosis), ndo foram submetidas a revisdo para
inclusdo, pois j4 é uma prioridade estabelecida globalmente . * Enterobacteriaceae: Klebsiella
pneumonia, Escherichia coli, Enterobacter spp., Serratia spp., Proteus spp., Providencia spp,
Morganella spp.

Fonte: Adaptado de OMS (2017).
3. 4 LISTA DE ANTIMICROBIANOS DE IMPORTANCIA CRITICA

A OMS desenvolveu a Lista de Antimicrobianos de Importancia Critica em
2005, desde entéo, esse documento vem sendo atualizado e a 62 edi¢do de 2018 € a
versao mais recente (OMS, 2019). Destinado a autoridades de saude publica e outras
partes envolvidos na gestdo da resisténcia antimicrobiana de modo a garantir que
todos antimicrobianos (especialmente os de importancia critica) sejam usados com
prudéncia, tanto na medicina humana quanto na veterinaria. Este documento deve ser
usado como uma referéncia para auxiliar a formular e priorizar estratégias de gestéao
de risco para conter AMR. Todos os antimicrobianos utilizados na medicina humana
séo categorizados como: criticamente importante, altamente importante e, importante
(Quadro 1).
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QUADRO 1 - Categorias de importancia dos antimicrobianos

Classe antimicrobiana

| Exemplo de antimicrobiano (s)

CRITICAMENTE IMPORTANTES

Aminoglicosideos gentamicina
Ansamicinas rifampicina
Carbapenémicos meropenem

Cefalosporinas (32-5% geracéo)

ceftriaxona, cefepime, ceftarolina, ceftobiprole

Glicopeptideos

vancomicina

Glicilglicina tigeciclina
Lipopeptideos daptomicina

Macrolideos azitromicina, eritromicina
Monobactamicos aztreonam
Oxazolidinonas linezolida

Penicilina (antipseudomonal) piperacilina
Aminopenicilinas ampicilina

Aminopenicilina com inibidores de
B-lactamases

amoxicilina-acido clavulanico

Derivados de acido fosfénico

fosfomicina

Polimixinas

colistina

Quinolonas

ciprofloxacina

Drogas para doencas causadas por
micobactérias

isoniazida

ALTAMENTE IMPORTANTES

Anfenicois cloranfenicol, tianfenicol
Cefalosporinas (12 e 22 geragao) e

cefamicinas cefazolina
Lincosamidas clindamicina

Penicilina (amidinopenicilina) mecillinam

Penicilina (antiestafilocécicas)

flucloxacilina

Penicilina (espectro estreito)

benzatina-benzilpenicilina, fenoximetilpenicilina

Acidos pseudoménicos

mupirocina

Riminofenazinas

clofazimina

Antibacterianos esterdides

acido fusidico

Estreptograminas

quinupristina/dalfopristina

Sulfonamidas e combinacdes

sulfamethoxazole, trimetoprim

Sulfonas

dapsona

Tetraciclinas

clortetraciclina

IMPORTANTES

Aminociclitois

espectinomicina

Polipeptideos ciclicos

bacitracina

Derivados de nitrofurantoina

nitrofurantoina

Nitroimidazoles

metronidazol

Pleuromutilinas

retapamulina

Fonte: Adaptado de OMS (2019).
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3. 5 MECANISMOS DE AGAO DE FARMACOS ANTIBACTERIANOS

Farmacos antibacterianos podem ser antibidticos ou quimioterapicos, na
pratica, usualmente ignora-se essa distin¢cdo, no entanto, antibioticos séo substancias
produzidos por microrganismos (e. g. penicilina, o primeiro antibiotico desenvolvido
através de observacdes realizadas por Alexander Fleming, em 1928), enquanto,
quimioterapicos sao totalmente sintéticos (e. g. sulfa, descoberta em 1927)
(TRABULSI; ALTERTHUM, 2015; TORTORA; FUNKE; CASE, 2017). O diferencial do
tratamento antimicrobiano é a toxicidade seletiva, capacidade de atuar sobre a
bactéria, causando sua morte (bactericida) ou inibindo seu crescimento
(bacteriostético), sem causar danos ao hospedeiro. Esses farmacos podem
apresentar diferentes mecanismos de acdo, a Figura 3 apresenta 0s principais

mecanismos utilizados.

FIGURA 3 — Principais mecanismos de agéo dos farmacos antibacterianos

1. Inibicao da sintese da parede celular: 2. Inibigao da sintese proteica: cloranfenicol,
penicilinas, cefalosporinas, bacitracina, vancomicina eritromicina, tetraciclinas, estreptomicina

5. Inibigao da sintese de
mmbéitps essenciai_s:
4. Danos a membrana sulfanilamida, trimetoprima

\ : . 5 ’ plasmatica: polimixina B '

3. Inibi¢ao da replicagao e transcrigao de
acidos nucleicos: quinolonas, rifampicina

Fonte: Tortora, Funke e Case (2019. p. 551).

Dos farmacos antibacterianos que atuam na inibicdo da sintese de parede

celular, os mais utilizados séo os B-lactamicos, nomeados assim por atuarem sobre o
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anel B-lactamico, componente estrutural de antibioticos de diversas classes (e. g.
penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos, monobactamicos). A inibicdo da sintese
proteica ocorre na organela ribossomo, podendo ser na subunidade 30S (S,
Svedberg) ou 50S. A inibicdo da sintese de &cidos nucléicos ocorre pela atuagéo
sobre a enzima DNA girase (impedindo a replicacdo do DNA) ou sobre a enzima RNA
polimerase (impedindo a sintese de RNA). O mecanismo de danos a membrana
plasmatica altera a permeabilidade da bactéria, levando a perda de metabdlitos. Por
fim, a inibicdo de metabdlitos essenciais ocorre por interrupcéo de vias fundamentais
para posterior sintese de precursores de DNA e RNA, devido os farmacos serem
analogos estruturais de substancias necessarias para via, ocorre inibicdo competitiva
(TRABULSI; ALTERTHUM, 2015; MADIGAN et al., 2016; TORTORA; FUNKE; CASE,
2017).

3. 6 MECANISMOS DE RESISTENCIA DE BACTERIAS

Com o surgimento de farmacos antimicrobianos, também surgiram bactérias
resistentes a esses farmacos. As bactérias resistentes apresentam alguma diferencga
genética em comparacao as bactérias sensiveis, originadas de mutacfes aleatérias
ou transmitidas por outras bactérias (transmissdo horizontal), geralmente através de
compartiihamento de genes por conjugacdo de plasmideos, transformacao,
transducdo e transposons. Bactérias resistentes a Vvarios antibidticos séao
denominadas multirresistentes, superbactérias ou MDR. Os principais mecanismos de
resisténcia aos antimicrobianos sao: bloqueio de entrada do farmaco, como
modificacdo das porinas para impedir que os antibiéticos entrem na bactéria;
inativacao por enzimas, como a producéao de -lactamases (enzimas que degradam o
anel [B-lactamicos de antibidticos); alteracdo de molécula-alvo, pequenas
modificacdes em sitios alvos podem neutralizar os antibidticos; efluxo do antibiético,
as bactérias normalmente possuem proteinas de membrana capazes de ejetar
substancia toxicas para o meio externo da célula (TORTORA; FUNKE; CASE, 2017).
(Figura 4) (Quadro 2).

3. 7 LEGISLACAO E DADOS HOSPITALARES

Os hospitais s@o potenciais disseminadores de bactérias multirresistentes por
meio de diferentes formas. Primeiro por ser uma &rea de alta concentracdo de

pacientes com infeccdes bacterianas. Segundo porgue as excretas dos pacientes com



FIGURA 4 - Principais mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos

1. Bloqueio da entrada

mww

3. Alteragao da molécula-alvo

o

4. Efluxo do antiblottco

Fonte: Tortora, Funke e Case (2019 p. 570).
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QUADRO 2 — Mecanismos de resisténcia e suas caracteristicas
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Mecanismo de resisténcia

Exemplo de antibiotico

Base genética da resisténcia

Mecanismo presente em:

Redugao da permeabilidade

Penicilinas

Cromossomica

Pseudomonas aeruginosa

modificadoras, tais como metilases,

Cloranfenicol

Plasmidial e cromossémica

Bactérias entéricas
Inativag@o do antibidtico Penicilinas Plasmidial e cromossdmica Staphylococcus aureus
e. g.: B-lactamases; enzimas Bactérias entéricas

Neisseria gonorrhoeae

Eritromicina

Cromossémica

acetilases, fosforilases e outras Staphylococcus aureus
Aminoglicosideos Plasmidial Bactérias entéricas

Staphylococcus aureus

Alteracdo do alvo Eritromicina Cromossdmica Staphylococcus aureus
e. g. : RNA-polimerases, rifamicina; | Rifamicina Bactérias entéricas
ribossomo, eritromicina e Estreptomicina Bactérias entéricas
estreptomicina; DNA-girase, Norfloxacina Bactérias entéricas

guinolonas Staphylococcus aureus
Efluxo (bombeamento para fora da Tetraciclinas Plasmidial Bactérias entéricas

célula) Cloranfenicol Cromossomica Staphylococcus aureus

Bacillus subitilis
Staphylococcus

Fonte: Adaptado de Madigan et al. (2016. p. 820).

as mais variadas infec¢cbes bacterianas podem conter ARB, adicionalmente, as

excretas dos pacientes que fazem uso de antibioticoterapia podem aumentar a
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pressao seletiva no esgoto que as recebe, como descrito por Almakki et al. (2019) que
reportaram que até 90% dos antibioticos podem ser excretados nas fezes e na urina.

Dias et al. (2021) realizaram um levantamento das bactérias presentes nos
residuos liquidos, provenientes de cirurgias infectadas, frequentemente langados na
rede de esgoto (Figura 5). Esse estudo analisou amostras de um hospital terciario de
Uberlandia, MG, no periodo de 2015 a 2019. Como resultado, encontraram 361 cepas
MDR (e. g. Staphylococcus aureus, K. pneumoniae, Acinetobacter baumannii, E. coli,
Serratia marcescens, Pseudomonas aeruginosa, etc.), alertando para a necessidade
da implementacdo de protocolos de descarte adequado para os residuos liquidos
infectados do hospital, com a finalidade de evitar disseminacdo de bactérias
potencialmente patogénicas e MDR nas estacdes de esgoto e, consequentemente,
em bacias hidrogréficas.

FIGURA 5 — Descarte de residuos de Servico de Saude em sistema de esgoto
municipal. A) Recipientes contendo o material coletado apds uma cirurgia de grande
porte. B) Descarte de residuos liquidos coletados em diferentes cirurgias realizadas

em hospital terciario de Uberlandia

Fonte: Dias (2021).

Embora os residuos provenientes de cirurgias mencionados anteriormente,
sejam residuos liquidos, eles se enquadram como residuos sélidos quando contidos
em recipientes. Podendo, assim, seguir uma destinacdo final ambientalmente
adequada, conforme a Lei n°® 12.305, de 2 de agosto de 2010, regulamentada pelo
decreto N° 10.936, de 12 de janeiro de 2022, que institui a Politica Nacional de
Residuos Soélidos (PNRS). No art. 3°, inc. XVI o residuo sélido é definido como:

Material, substancia, objeto ou bem descartado resultante de atividades
humanas em sociedade, a cuja destinacdo final se procede, se propbe
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proceder ou se esta obrigado a proceder, nos estados solido ou semissolido,
bem como gases contidos em recipientes e liquidos cujas particularidades
tornem inviavel o seu langamento na rede publica de esgotos ou em corpos
d’agua, ou exijam para isso solugdes técnica ou economicamente inviaveis
em face da melhor tecnologia disponivel (BRASIL, 2010, [n.p.]).

Os RSS séao definidos em categorias em funcdo do risco associado, a RDC
222/2018 em seu art. 3° define cinco grupos (A-E), sendo o primeiro desses o Grupo
A: “residuos com a possivel presenca de agentes bioldgicos que, por suas
caracteristicas, podem apresentar riscos de infeccdo” (BRASIL, 2018, [n.p.]). A
categorizagcdo em grupos e subgrupos auxilia a gestdo dos RSS, desde seu
acondicionamento, transporte, tratamento e descarte ambientalmente adequado.

A Resolucao do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) n° 430, de
13 de maio de 2011, complementa a Resolucdo n°® 357 de, de 17 marco de 2015.
Dispbe sobre as condi¢cdes, parametros, padroes e diretrizes para a gestdo do
lancamento de efluentes em corpos receptores (BRASIL, 2011). O capitulo Il, secdo
II, dispbe sobre as condicdes e padrbes de lancamento de efluentes e a secao Il
dispde sobre as condi¢cdes e padroes de lancamento de efluentes de sistemas de
tratamento de esgoto sanitario.

A Resolucado - RDC da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) n°
50, de 21 de fevereiro de 2002, dispbe sobre o Regulamento Técnico para
planejamento, programacdo, elaboracdo e avaliacdo de projetos fisicos de
estabelecimentos assistenciais de saude (EAS). O item 7. 1. 3 discorre sobre o
lancamento externo de EAS:

Caso a regido onde o EAS estiver localizado tenha rede publica de coleta e
tratamento de esgoto, todo o0 esgoto resultante desse pode ser langado nessa
rede sem qualquer tratamento. Nao havendo rede de coleta e tratamento,

todo esgoto tera que receber tratamento antes de ser langcado em rios, lagos,
etc. (se for o caso). (BRASIL, 2002, [n.p.]).

No entanto, como jA mencionado, os dados em relacdo a efetuacdo do
tratamento prévio do esgoto, por parte dos hospitais localizados em municipios sem
rede publica de coleta e tratamento ndo estdo bem estabelecidos.

Segundo a Confederagdo Nacional de Saude (CNSaude) e Federagdo
Brasileira de Hospitais (FBH) o numero de hospitais brasileiros em janeiro de 2022 é
de 7191, sendo 4466 de hospitais privados (59% com fins lucrativos e 41% sem fins
lucrativos), a maioria localizada na regido sudeste, especialmente em S&o Paulo e

Minas Gerais. Os 2725 restantes, sao hospitais publicos (CNSaude, 2022). Nenhum
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dado atual, ou de anos anteriores, sobre o percentual de hospitais e seus respectivos
niveis de atencdo a saude foi encontrado na literatura. Entretanto, € possivel obter
uma nocdo semelhante ao observar o percentual de hospitais em relacdo a sua
quantidade de leitos, onde a quantidade inferior ou igual a 50 leitos se assemelha as
condi¢cBes do hospital secundario deste estudo. Quantidades entre 51 e 150 leitos se
assemelham ao hospital terciario. Nos hospitais privados brasileiros, 59% possuem
um namero igual ou inferior a 50 leitos e 32,6% possuem de 51 a 150 leitos; no estado
de S&o Paulo o percentual encontrado € de 50,3% e 36,7%, respectivamente; j& em
Minas Gerais o percentual € de 60,9% e 32,4% (CNSaude, 2022). Segundo Souza et
al. (2019), 78% dos estabelecimentos hospitalares vinculados ao Sistema Unico de

Saude (SUS) possuem menos de 50 leitos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 FONTE DAS AMOSTRAS

As amostras foram coletadas de esgotos hospitalares de dois hospitais: (a)
hospital de nivel secundério de atencédo a saude, municipio de Ribeirdo Preto, S&o
Paulo (Figura 8). O hospital funciona numa constru¢do moderna, ampla e com rigido
controle de qualidade, possui infraestrutura fisica que comporta 30 leitos de
enfermaria, dois leitos complementares de neonatal, trés salas cirargicas,
maternidade com sala de aleitamento, realizando em média 4 mil consultas, 200
cirurgias de médio e pequeno porte e 90 partos por més; (b) hospital de nivel terciario
de atencdo a saude, Uberlandia, Minas Gerais. O hospital possui capacidade de 520
leitos para internacfes e é considerado referéncia para o estado de Minas Gerais,
atende varias especialidades, area cirdrgica, internacdo clinica, seguimento
ambulatorial e no atendimento emergencial.

Os hospitais foram selecionados devido seus diferentes niveis de atencdo a
saude, consequentemente, suas diferencas em relacdo a quantidade de pacientes
atendidos, numero de leitos e complexidade das cirurgias realizadas. A priori,
amostras de esgoto pertencente a um EAS de nivel priméario de atengdo a saude
também seriam analisadas, no entanto, a chegada da pandemia de COVID-19

impossibilitou 0 acesso a novas coletas.
4.2 COLETA E ARMAZENAMENTO

As amostras de esgoto do hospital de Ribeirdo Preto e Uberlandia foram
coletadas em nove de maio de 2019 e nove de dezembro de 2019, respectivamente,
utilizando materiais e recipientes esterilizados. As amostras foram coletadas nos
pontos receptores da saida de esgoto de ambos hospitais, a caixa de passagem, local
onde todos os efluentes se convergem (a Figura 6 mostra a caixa de passagem do
esgoto hospitalar secundario), duas coletas equidistantes (30 cm) de 150 ml de esgoto
foram transferidas para um frasco reagente (Laborglas, Brasil), totalizando uma
amostra com 300 ml de esgoto para cada hospital. Apds a coleta, as amostras foram
acondicionadas em gelo durante o transporte para o laboratorio.

ApOs homogeneizar as amostras, visando manter estoques das culturas

obtidas para futuros estudos e garantir a viabilidade do material coletado, aliquotas de



31

FIGURA 6 — Coleta das amostras no hospital secundario de Ribeirdo Preto, SP. A)
Caixa de passagem do esgoto. B) Interior da caixa de passagem

Fonte: Autor, 2019.

8 ml foram transferidas para tubos conicos Falcon de 15 ml e, em seguida,
centrifugados durante 10 min / 3.000 giros (Eppendorf 5804R, Alemanha) conforme
adaptacdo de Resende (2009). O sobrenadante foi descartado e o pellet formado foi
ressuspendido em 5 ml do meio de cultura liquido Brain Heart Infusion (BHI) (Oxoid,
Reino Unido); incubadas por 18 horas na temperatura de 35° C. Posteriormente, as
amostras receberam glicerol na concentracdo de 15% para a crioprotegéo e, por fim,

as amostras foram estocadas em ultrafreezer a -80° C (Figura 7).

4. 3 ISOLAMENTO DAS BACTERIAS

Para o isolamento das bactérias, as amostras de esgoto foram filtradas
utilizando-se a técnica de membrana filtrante, adaptado de Mara (1974), utilizando
sistemas descartaveis de filtracdo a vacuo (KASVI) com membrana de poros de 0,22
pum (Figura 8). Apos a filtragem, as membranas foram introduzidas em tubos cénicos

Falcon contendo 10 ml de agua autoclavada e submetidas ao vértex (Vortex AV-2,
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FIGURA 7 — Armazenamento das amostras bacterianas. A) Criotubos contendo as
culturas das amostras, meio de cultura e 15% glicerol. B) Ultrafreezer -80° C

Fonte: Autor, 2019.

Gehaka, Brasil), sob velocidade maxima, por 30 segundos, repetindo o processo por
trés vezes.

Em seguida, visando a obtencdo de colbnias isoladas, foi realizado diluicao
seriada para obtencédo de diferentes concentragdes de cada amostra (1/10, 1/100,
1/1000, 1/10.000, 1/100.000 e 1/1.000.000), as diluicbes foram semeadas por
espalhamento uniforme de 0,1 ml da amostra utilizando-se algca de Drigalsky (técnica
Spread-plate) no meio de cultura agar MacConkey (MC) (Oxoid, Reino Unido) (Figura
9), que permite selecionar bacilos Gram-negativos e verificar a fermentacdo ou nao
da lactose. Utilizar MC nesta etapa do isolamento foi uma escolha estratégica baseada
no objetivo de selecionar bactérias da familia Enterobacteriaceae.

Apbs a incubacgéo das placas por 18 horas na temperatura de 35° C, colonias
isoladas de diferentes morfologias foram selecionadas e novamente semeadas em
agar Mueller Hinton (MH) (Oxoid, Reino Unido) para isolamento e obtencao de culturas
puras (Figura 10) e, em seguida, incubadas nas mesmas condi¢des por 18 horas. As
culturas isoladas foram entdo estocadas em 2 ml de meio de cultura BHI liquido,
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acrescido de 15% de glicerol em ultrafreezer a -80° C, para manter a viabilidade das

células bacterianas e serem utilizadas nos préximos experimentos.

FIGURA 8 — Técnica de membrana filtrante

Fonte: Autor, 2019.

FIGURA 9 — Culturas bacterianas mistas provenientes da técnica de diluicdo seriada
em agar MacConkey. A) Concentrado. B) Diluido

Fonte: Autor, 2019.



34

FIGURA 10 — Culturas bacterianas puras em agar Mueller Hinton. A) Exemplares. B)
A seta aponta para cultura com caracteristicas morfolégicas de Serretia spp. C) A
seta aponta para cultura com caracteristicas morfolégicas de Pseudomonas spp.

Fonte: Autor, 2019.

4. 4 IDENTIFICACAO DOS ISOLADOS BACTERIANOS

Os isolados bacterianos foram submetidos a identificacdo das espécies pela
técnica de MALDI-TOF-MS (Matrix-Assisted Laser Desorption lonization Time-Of-
Flight Mass Spectrometry), determinando o peso molecular das proteinas ribossomais
(< 500000 Dalton) por um pulso de laser 260-337 nm (KARAS; HILLENKAMP, 1988).

ApOs crescimento da bactéria em meio de cultura MH, as col6nias isoladas
foram coletadas e alocadas em um suporte de metal inoxidavel, em locais pré-
determinados, por meio de esfregaco. Posteriormente, 1 uL de uma solucdo matriz
(Acido-a-ciano-4-hidroxi-cinamico) foi adicionado ao esfregaco e deixado secar em
temperatura ambiente. Uma solucéo padrdo de E. coli foi usada em alvo adjacente a
bactéria teste, para ser utilizada como calibrador padréo do equipamento. Apés a acao
do laser, espectros foram gerados e analisados pelo sistema operacional MALDI
Biotyper Compass 1.4 e Flex Control, fornecidos pela empresa Bruker Daltonics Inc.
Bremer, Alemanha (Figura 11). Os picos espectrais encontrados foram comparados
com uma biblioteca fornecida pela empresa. Score com valores = 1,7 foram
considerados para identificacdo em nivel de género e espécie para as bactérias
(TEKIPPE et al., 2013).
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FIGURA 11 — Equipamento MALDI-TOF-MS (Matrix-Assisted Laser Desorption
lonization Time-Of-Flight Mass Spectrometry) (Bruker Daltonics)

Fonte: https://www.bruker.com/pt/products-and-solutions/mass-spectrometry/maldi-tof.html. Acesso
em: 20 jan. 2022.

4.5 TESTE DE SENSIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS

O teste de sensibilidade aos antimicrobianos por disco-difusao foi realizado nos
isolados pertencentes a ordem dos Enteriobacteriales, seguindo as recomendacfes
do Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI, 2020), utilizando 39 diferentes discos
de antibioticos (Oxoid, Reino Unido e Sensifar, Brasil). Os antibioticos testados e suas
respectivas concentragbes foram: acido nalidixico (30 ug), amicacina (30 pg),
ampilcilina - sulbactam (10/10 ug), amoxicilina - clavulanato (20/10 ug), aztreonam (30
Mg), cefaclor (30 pg), cefazolina (30 ug), cefepima (30 ug), cefixima (5 pg), cefoxitina
(30 ug), cefotaxima (30 ug), cefotetan (30 pg), ceftarolina (30 ug), ceftazidima (30 ug),
ceftriaxona (30 pg), cefuroxima (30ug), ciprofloxacina (5 pg), cloranfenicol (30 ug),
doripenem (10 pg), doxiciclina (30 ug), ertapenem (10 pg), estreptomicina (10 ug),
fosfomicina (200 pg), gentamicina (10 pg), imipenem (10 ug), lemefloxacina (10 ug),
levofloxacina (5 ug), meropenem (10 ug), minociclina (30 ug), netilmicina (30 ug),
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nitrofurantoina (300 pg), norfloxacina (10 pg), ofloxacina (5 ug), piperacilina -
tazobactam (100/10 ug), sulfametazol - trimetoprim (23,75/1,25 pg), sulfonamida (300
Mg), tetraciclina (30 pg), ticarcilina - clavulanato (75/10 pg), tobramicina (10 ug)). As
linhagens E. coli ATCC® 25922 e ATCC® 35218, e Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 foram utilizadas como controles deste experimento.

A técnica de disco-difusdo, também conhecida como antibiograma, consistiu
inicialmente em inocular uniformemente as bactérias analisadas (culturas frescas) sob
a superficie das placas de Petri com agar MH. Para padronizar as quantidades de
indculos aplicados, foram preparadas solucdes de in6culos e salinas com a turbidez
equivalente a escala 0,5 de McFarland (aproximadamente 1,5 x 108 unidades
formadoras de colbnias (UFC)/ml (Figura 12). Em seguida, discos de diferentes
antibioticos (Figura 12) foram posicionados sob o agar, com isso, 0os antibigticos
impregnados nos discos iniciam seu processo de difusdo, espalhando-se radialmente
e tendo sua concentracdo diminuida conforme seu distanciamento dos discos. As
placas contendo os in6culos bacterianos e os discos de antibiéticos seguiram para
incubacdo em estufa por 18 horas em temperatura de 37° C e, ap0s esse periodo,
observou-se a formacao ou a auséncia da formacéao de halos de inibicdo ao redor dos
discos de antibioticos (Figura 13). O halo de inibicdo € a regido onde ndo houve
crescimento bacteriano, devido a concentracdo de antibiotico presente na regiao, o
didmetro dos halos foram utilizados para classificar as bactérias como nao-
susceptiveis, que englobaram as bactérias resistentes e resistentes intermediarias ou
sensiveis aos antibiéticos especificos (CLSI, 2020).

Com base nos resultados dos antibiogramas, os isolados bacterianos foram
classificados como MDR, XDR (extensively drug-resistant) ou PDR (pandrug-
resistant) de acordo com Magiorakos et al. (2012). Isolados apresentando n&o-
susceptibilidade para um ou mais antibiéticos em trés ou mais categorias
antimicrobianas, sdo denominadas MDR. Isolados apresentando néo-
susceptibilidade para um ou mais antibiéticos em todas, porém, com excec¢ao de uma
ou duas categorias, sdo XDR. E, por fim, PDR € a classificacdo dada a isolados que

possuam nado-susceptibilidade em todos os antibidticos testados.

4. 6 PESQUISA DO FENOTIPO DE HIPERMUCOVISCOSIDADE

Para a deteccdo fenotipica de hipermucoviscosidade (HMV) os isolados de K.
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FIGURA 12 — Materiais relacionados ao antibiograma. A) Escala de McFarland, a
seta aponta para a turbidez 0,5. B) Cartucho contendo discos do antibiético
ceftarolina (Oxoid). C) Frasco contendo discos do antibidtico cefepime (Sensifar)
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Fonte: Autor, 2020

FIGURA 13 — Teste de sensibilidade aos antimicrobianos por disco-difusdo em agar
Mueller Hinton. A) Formagé&o de halos de inibicdo com diametros relativamente
largos. B) Formacéao de halos de inibig&o estreitos ou auséncia de halos

Fonte: Autor, 2020
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pneumoniae foram inoculados em placas com agar MH, incubados por 18 horas em
temperatura de 37° C. Apds o crescimento bacteriano, com auxilio de uma alca
bacteriol6gica, uma colbnia isolada foi tocada e levantada verticalmente. Quando
ocorreu-se formacéo de um filamento viscoso = 5 mm considerou-se como resultado
positivo para hipermucoviscosidade, conforme Wiskur, Hunt e Callegan (2008) (Figura
14).

4.7 EXTRACAO DO DNA GENOMICO

A extracéo do DNA gendmico de todos os isolados foi realizada utilizando-se o
método Fenol-Cloroférmio-Alcool Isoamilico, segundo Covone et al. (1998). Apos a
extracdo, a concentracdo e a pureza do DNA genbmico foram determinadas por
analise espectrofotométrica, pelo equipamento Nanofotometro P-Class P360 (Implen,
Alemanha), empregando-se os comprimentos de onda de 260 e 280 nm. As extracdes
de DNA com razao entre 1,6 e 1,9 foram consideradas de boa qualidade, devido ao
baixo nivel de impurezas (e. g. proteinas, reagentes, etc.), assim, o DNA gendémico
obtido foi considerado apto a ser utilizado nas reac6es de PCR (Polymerase Chain

Reaction) somente quando atendessem a qualidade desejada (Figura 15).

FIGURA 14 — K. pneumoniae apresentando fenétipo de hipermucoviscosidade

Fonte: Autor, 2020
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FIGURA 15 — Extracdo e analise espectrofotométrica. A) Microtubos contendo o
lisado bacteriano durante o processo de extracdo de DNA gendmico. B)
Equipamento Nanofotometro P-Class P360 (Implen)

Fonte: A) Autor, 2020. B) https://www.implen.de/wp-content/uploads/2015/04/NanoPhotometer-P-
Class-User-Manual-2.1.pdf. Acesso em: 20 jan. 2022.

4. 8 DETECCAO DE GENES CODIFICADORES DE VIRULENCIA

Todos os isolados foram submetidos a ensaios de PCR para deteccdo e
identificacdo de 11 genes de viruléncia, responsaveis por fendtipos tais como:
adesinas, fimbrias do tipo 1 e 3, sideroforos, citotoxicidade, mucoviscosidade, a-
hemolisinas, dentre outros, conforme descritos no Quadro 3. A metodologia foi
executada conforme os autores referenciados na mesma tabela.

A técnica referida € amplamente utilizada em biologia molecular, trata-se da
amplificacdo in vitro de segmentos especificos de DNA. Os segmentos especificos
pesquisados no presente estudo séo referentes a genes de viruléncia que podem
estar presentes ou ndo nos DNAs gendmicos (que inclui plasmideos e cromossomo
bacteriano) extraidos de cada amostra (Figura 16) (TRABULSI; ALTERTHUM, 2015).

As de reacfes de amplificacdo foram realizadas utilizando Taq DNA polimerase
e respectivos reagentes, no Termociclador ProFlex PCR system (ThermoFisher)
(Figura 17). Os principais reagentes foram: primers (iniciadores), oligonucleotideos
desenhados para se anelar em regifes especificas do DNA alvo, primordial para
iniciar-se a construgdo de uma coépia do seguimento (extensdo da fita); Taq DNA
polimerase, enzima responsavel pela extensdo; dNTPs (deoxynucleotide
triphosphates), com as bases nitrogenadas adenina (A), timina (T), guanina (G) e

citosina (C) para compor as fitas copiadas; etc (Figura 16).
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As reacdes de amplificacdo foram realizadas em um volume final de 25 pl,
sendo: 15,55 ul de 4gua ultrapura; 2,5 pl de tampéo (10x) para PCR (Sigma-Aldrich,
Estados Unidos); 1,75 pl de MgCl2 (Sigma-Aldrich); 0,5 ul de dNTP (Sinapse, Brasil)
(10 mM); 1 ul de primer foward e 1 pl de primer reverse (25 mM), 0,2 pl de Tag DNA
polimerase (Sigma-Aldrich) e 2,5 yl de DNA alvo. As condi¢Ges para a reacdo de
amplificacdo no Termociclador foram: desnaturacao inicial a 95° C por 2 minutos;
seguido de 30 ciclos: 95° C por 1 minuto (desnaturagdo), X° C por 1 minuto
(temperatura de anelamento) (Quadro 3) e 72° C por 2 minutos (extensao); apos o
término de todos os ciclos, 72° por 5 minutos para a extensao final. O produto de PCR
€ denomidado amplicon.

Foram adicionadas trés linhagens bacterianas portadoras dos genes como
controles positivos e reacdes sem DNA foram incluidas como controles negativos. As
linhagens pertencem a uma colecdo bacteriana armazenada no Laboratério de
Bacteriologia e Biologia Molecular (LABAC) e encontram-se estocadas a - 80° C, em
meio BHI acrescido de glicerol 15%. Tratam-se de linhagens de K. pneumoniae
denominadas como: Kp01 (portando entB, mrkD, magA, rmpA, iutA, K2 e fimH), Kp49
(kfu, entB, mrkD, ybtS, allS, magA, rmpA, iutA, fimH e ycfM) e NTUH (kfu, entB, mrkD,
ybtS, allS, magA, rmpA e ycfM).

4. 8. 1 Eletroforese em Gel de Agarose

Para a visualizacdo dos resultados dos amplicons, foi utilizado a técnica de
eletroforese em gel de agarose. A técnica referida baseia-se na migracdo de
biomoléculas eletricamente carregadas inseridas a uma matriz de gel submetida a um
campo elétrico (REDDY; RAJU, 2012). Os amplicons foram inseridos em gel de
agarose (1%) imerso em solucéo Tris-acetato-EDTA (TAE) (1%) dentro da cuba de
eletroforese (Figura 18). Para que cada amplicon ndo se difunda pelo TAE, eles sdo
homogeneizados junto ao loading buffer (tampé&o de carga), e aplicados em pocos
criados durante a confeccao do gel. A cuba de eletroforese possui uma extremidade
ligada a um eletrodo negativo e a outra a um positivo, como o0 DNA do amplicon possui
carga negativa, ele migra conforme a passagem da corrente elétrica, indo do polo
negativo para o positivo. Fragmento menores de DNA migram mais rapido do que
maiores, por essa razao, foi possivel saber se o tamanho do amplicon analisado,

condiz com o tamanho do gene pesquisado, bastou-se utilizar um marcador de peso
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QUADRO 3 - Detalhamento dos genes de viruléncia pesquisados por PCR e
respectivos primers. F, primer foward. R, primer, reverse. pb, pares de base do

produto. TA, temperatura de anelamento

TA
Gene |Fenobtipo Primers (5’- 3’, FIR) 0 pb Referéncia
rmpA | regulador de ACTGGGCTACCTCTGCTTCA
P2 |fenctipo mucside | CTTGCATGAGCCATCTTTCA 53 |536 | Yuetal (2008)
kfu sistema de absor¢do | GAAGTGACGCTGTTTCTGGC
de ferro TTTCGTGTGGCCAGTGACTC 57 797 |Maetal. (2005)
alls metabolismo de CCGAAACATTACGCACCTTT
alantoina ATCACGAAGAGCCAGGTCAC 57 |508 | Yuetal. (2008)
fimH . . ATGAACGCCTGGTCCTTTGC Fertas-Aissani
adesinas tipo 1 GCTGAACGCCTATCCCCTGC 55 1688 | otal (2012)
mrkD . . CCACCAACTATTCCCTCGAA Sahly et al.
adesinas tipo3 ATGGAACCCACATCGACATT 52240 | o00g)
ycfM | lipoproteina de ATCAGCAGTCGGGTCAGC 55 160 Fertas-Aissani
membrana externa | CTTCTCCAGCATTCAGCG et al. (2012)
entB . ATTTCCTCAACTTCTGGGGC Fertas-Aissani
biossintese de AGCATCGGTGGCGGTGGTCA  |°7 |31 letal (2012)
enterobactina
iutA | receptor de GGCTGGACATCATGGGAACTGG | oo |54y |Mamlouk etal
aerobactina CGTCGGGAACGGGTAGAATCG (2006)
ybtS biossintese de AGTGGTGCGTTCTGCGTC 50 |477 Fertas-Aissani
yersinabactina ATTTCTACATCTGGCGTTA et al. (2012)
K2 sorotine capsular CAACCATGGTGGTCGATTAG 50 |s3p |Yuetal,
PO cap TGGTAGCCATATCCCTTTGG (2008)
magA mucoviscosidade GGTGCTCTTTACATCATTGC 59 1282 Fang et al.,
associado ao gene A | GCAATGGCCATTTGCGTTAG (2004)

Fonte: Autor, 2022.

molecular (ladder), o ladder possui diferentes fragmentos de tamanhos padronizados

(Figura 19), possibilitando assim, a comparacao dos tamanhos (o tamanho do DNA é

dado conforme a quantidade de pares de bases). A tensdo elétrica aplicada

inicialmente foi de 60 volts por cinco minutos. Imediatamente apds, 80 volts por 75

minutos.
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FIGURA 16 — Materiais e reagentes de amplificacdo. A) Microtubos de 2 ml
contendo DNA gendmico dos isolados bacterianos, utilizados como DNA alvo. B)
Reagentes da PCR, a seta esquerda aponta para a enzima DNA polimerase e a seta
direita para os dNTPs. C) Microtubos de 0,2 ml contendo amplicons

Fonte: Autor, 2020.

FIGURA 17 — Equipamento Termociclador ProFlex PCR system (ThermoFisher)

Fonte: Autor, 2020.
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FIGURA 18 — Eletroforese em gel de agarose. A) Estrutura para confeccéo de gel de
agarose. B) Gel de agarose em processo de solidificacdo. A seta aponta para o
pente, estrutura removida apos a solidificacdo do gel, formando os poc¢os onde os
amplicons sao aplicados. C) A seta esquerda aponta para a fonte de energia (Bio-
Rad). A seta direita para a cuba de eletroforese contendo o gel de agarose, o cabo
preto € o polo negativo e o vermelho o positivo

Fonte: Autor, 2020.

Para a visualizacdo do DNA, o gel foi corado durante 10 minutos por imersdo em
solugéo de brometo de etidio (0,5 ug/ml), um corante fluorescente sob luz ultra violeta
(UV) que se intercala entre as bases nitrogenadas do DNA (REDDY; RAJU, 2012). O
equipamento Fotodocumentador L-PIX Touch (Loccus, Brasil) (Figura 20) foi utilizado
para a visualizacdo e registro fotografico da posicdo das bandas de DNA presentes
no gel de agarose (banda € o nome dado a regido onde o amplicon cessou sua

migragao).
4. 8. 2 Sequenciamento

A técnica de sequenciamento Sanger foi utilizada com a finalidade de confirmar
a identidade dos amplicons obtidos para cada gene amplificado, visto que, embora
sugestivo, o tamanho do amplicon observado apds a eletroforese nem sempre condiz
com o gene esperado. Os amplicons dos genes detectados para os diferentes genes
de viruléncia foram sequenciados utilizando-se os mesmos primers de amplificacao.
Os sequenciamentos foram realizados no Nucleo de Servicos em Biotecnologia do
Hemocentro de Ribeirdo Preto do campus da Universidade de Sdo Paulo de Ribeirdo
Preto (http://lgmb.fmrp.usp.br/nsb/), empregando-se o sequenciador ABI 3500 XL
Genetic Analyser (Applied Biosystems, Estados Unidos) (Figura 20). As sequéncias
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obtidas, também conhecidas por eletroferogramas (Figura 21) foram submetidos a
consulta de similaridade de nucleotideos por meio do programa BLAST, para
comparacdo com sequéncias homologas depositadas no bando mundial de dados
GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) (Figura 22) (Figura 23).

FIGURA 19 — Equipamento para a captura da imagem do material amplificado. A)
Parte inferior do Fotodocumentador (Loccus), mostrando a bandeja onde o gel
corado é depositado para visualizacdo sob luz UV. B) Parte superior do
Fotodocumentador, mostrando a imagem do gel em tempo real. C) Foto de um gel e
suas nove canaletas. A seta esquerda aponta para a canaleta com o ladder. A seta
direita aponta para um conjunto de canaletas que receberam amplicons de
diferentes bactérias, todas amplificaram bandas com aproximadamente 1.6000 pb
(pares de bases)

Ladder

tamanho
das

bandas

(pb)
3.000 e

2.000

Fonte: Autor, 2020.
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FIGURA 20 - Equipamento Sequenciador ABI3500 XL (Applied Biosystem)

Fonte: https://emu.fmrp.usp.br/equipamentos/categoria2/applied-biosystems-3500/. Acesso em: 20
jan. 2022.

FIGURA 21 - Eletroferograma (programa ChromasPro) obtido por sequenciamento
Sanger, a seta aponta para parte da sequéncia de nucleotideos resultante

i
A‘J‘,JL“ N DA L.LAA ,LAJ,HAM_-.-A

= ! i

=

Fonte: Autor, 2020.



46

FIGURA 22 - Procedimento de consulta de similaridade de nucleotideos (programa
BLAST), a seta aponta para a sequéncia inquirida
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FIGURA 23 - Procedimento de consulta de similaridade de nucleotideos (programa
BLAST), a seta aponta para outras sequéncias encontradas no banco de dados,
depositadas como o mesmo gene pesquisado e possuindo 100% similares a
sequéncia inquirida
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5 RESULTADOS

O total de 63 isolados bacterianos foram obtidos das amostras coletadas de
ambos os hospitais, no entanto, sete isolados ndo foram identificados pela técnica de
MALDI-TOF. Permanecendo assim, o total de 56 isolados com espécies bacterianas

identificadas.
5.1 ESGOTO DO HOSPITAL SECUNDARIO DE RIBEIRAO PRETO

O total de 33 isolados bacterianos foi encontrado nas amostras coletadas do
esgoto do hospital secundario localizado no municipio de Ribeir&o Preto, SP. Dentre
os 33 isolados, 28 pertencem a familia Enterobacteriaceae, sendo a maioria da
espécie K. pneumoniae (71,4%, n = 20), quatro Serratia marcescens (14,3%), duas E.
coli (7,1%), uma Citrobacter freundii (7,1%) e uma Raoutella ornithinolytica (3,6%).
Outros isolados identificados foram: Pseudomonas nitroreducens, Burkholderia
cenocepacia, Bacillus cereus e Stenotrophonas maltophilia (um isolado de cada
espécie, exceto para S. maltophilia, com dois isolados), como o foco do presente
estudo é para membros das Enterobacteriaceae, nenhum dado relacionado a essas
espécies foi apresentado.

Os testes de susceptibilidade aos antimicrobianos demonstraram que todas
enterobactérias apresentaram o perfil MDR. Os isolados K. pneumoniae R18, R34 e
R15 apresentaram o0s maiores indices de néo-susceptibilidade, apresentando
resisténcia ou resisténcia intermediaria para 61,5%, 53,8% e 51,1% dos 39 discos de
antibiéticos testados, respectivamente (Figura 24). O isolado S. marcescens R12
também demonstrou ndo-susceptibilidade a grande parte (50%) dos 32 discos de
antibioticos. A quantidade de discos de antibiéticos testados para S. marcescens e C.
freundii foi menor devido a resisténcia intrinseca que essas espécies apresentam a
sete dos antibidticos testados neste estudo (Figura 24). Todos os isolados
apresentaram nao-susceptibilidade aos antibioticos cefuroxima e sulfonamida, por
outro lado, todos os isolados foram sensiveis a norfloxacina, ofloxacina, amicacina,
gentamicina, netilmicina, ertapenem, cefazolina, cefaclor e cefotetan (Figura 24). A
Figura 25 apresenta o percentual de cepas nao-susceptiveis entre as cinco especies
bactérias encontradas.

Foram encontrados cinco diferentes genes de viruléncia detectados nas

enterobactérias isoladas, sendo eles: ycfM, fimH, mrkD, kfu e entB. O gene mrkD foi
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detectado em 42,9% das cepas, o0 gene kfu em 50% e os genes fimH, ycfM e entB,
em mais da metade dos isolados, sendo 57,1%, 60,7% e 60,7%, respectivamente.
Todos os genes encontrados estavam presentes apenas em K. pneumoniae e o fimH
também foi detectado no isolado de R. ornithinolytica, conforme ilustrado na Figura
24. Um exemplar de cada gene encontrado foi aleatoriamente selecionado e as suas
identidades foram confirmadas molecularmente pelo sequenciamento dos amplicons
obtidos. As sequéncias foram depositadas no GenBank, com excec¢do do ycfM, que
possui um amplicon menor que 200 pb, sendo os numeros de acesso de OL373964 a
OL373967.

Nenhuma K. pneumoniae isolada do esgoto do hospital secundario de Ribeirdo

Preto expressou o fenétipo HMV.

FIGURA 24 — Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos e genes de viruléncia
encontrados entre as 28 cepas multirresistentes de Enterobacteriaceae isoladas do
esgoto hospitalar de Ribeirdo Preto
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Classes e antimicrobianos testados: fluoroquinolonas - ciprofloxacina (CIP), levofloxacina (LEV), lomefloxacina (LMX),
ofloxacina (OFX), norfloxacina (NOR); quinolonas - acido nalidixico (NAL); aminoglicosideos - amicacina (AMI),
estreptomicina (EST), gentamicina (GEN), tobramicina (TOB), netilmicina (NET); carbapenem - doripenem (DOR),
ertapenem (ERT), imipenem (IPM), meropenem (MPM); cefalosporinas (12 e 22 geragdes) - cefazolina (CFZ), cefaclor
(CFC), cefotetan (CTT), cefoxitina (CFQ), cefuroxima (CRX); cefalosporinas (32, 42 e 52) - ceftazidima (CAZ), cefixima
(CFM), ceftriaxona (CRO), cefotaxima (CTX), cefepima (CPM), ceftarolina (CPT); monobactama - aztreonam (ATM);
penicilina com inibidores de B-lactamase - amoxicilina / clavulanato (AMC), ampicilina / sulbactam (APS), piperacilina
/ tazobactam (PIT), ticarcilina / clavulanato (TAC); tetraciclinas - doxiciclina (DOX), minociclina (MIN), tetraciclina
(TET); derivados de nitrofurano - nitrofurantoina (NIT); sulfonamidas e associacdes - sulfonamida (SUL), trimetoprim /
sulfametoxazol (SUT); anfenicois- cloranfenicol (CLO); derivados do acido fosfonico - fosfomicina (FOS)

Fonte: Autor, 2022.
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FIGURA 25 — Porcentagem de cepas ndo-susceptiveis entre as 28 cepas das cinco
espécies de Enterobacteriaceae isoladas do esgoto hospitalar de Ribeirdo Preto
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Fonte: Autor, 2022.

5.2 ESGOTO DO HOSPITAL TERCIARIO DE UBERLANDIA

O total de 23 isolados foi encontrado nas amostras coletadas do esgoto do
hospital terciario localizado no municipio de Uberlandia, MG. Dentre esses isolados,
13 pertencem a familia das Enterobacteriaceae, sendo seis K. pneumoniae (46,1%),
quatro E. coli (30,8%) e trés C. freundii (23,1%). Outros isolados identificados foram:
B. cereus, Corynebacterium vitaeruminis, Kurthia gibsonii e Elizabethkingia
meningoseptica, como o foco do presente estudo € para membros da familia
Enterobacteriaceae, nenhum dado relacionado a essas espécies foi apresentado.

Os testes de sensibilidade aos antimicrobianos demonstraram que a maioria
das cepas de enterobactérias estudadas nesse hospital demonstrou-se MDR (76,9%,
n = 10). Apenas duas K. pneumoniae (R52, R59) e uma E. coli (R60) foram excec¢bes
(Figura 26). A cepa de K. pneumoniae R54 teve o maior indice de ndo-susceptibilidade
aos antibioticos testados, sendo 30/39 (76,9%), seguido pelas cepas R53 com 21/39
(53,8%) e R58, 17/39 (43,6%). A cepa de C. freundii com a maior ndo-susceptibilidade

foi a R56, com 12/32 (37,5%) e, entre as cepas de E. coli, a R76 foi a mais néo-
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susceptivel, com 10/39 (25,6%) (Figura 26). A Figura 27 ilustra o percentual de cepas
nao-susceptiveis das espécies bacterianas encontradas.

FIGURA 26 — Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos, fenotipo de
hipermucoviscosidade e genes de viruléncia encontrados entre as 13 cepas de
Enterobacteriaceae isoladas do esgoto hospitalar de Uberlandia
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(NET); carbapenem - doripenem (DOR), ertapenem (ERT), imipenem (IPM), meropenem (MPM); cefalosporinas (12 e 22
geracdes) - cefazolina (CFZ), cefaclor (CFC), cefotetan (CTT), cefoxitina (CFO), cefuroxima (CRX); cefalosporinas (32, 42 e 53) -
ceftazidima (CAZ), cefixima (CFM), ceftriaxona (CRO), cefotaxima (CTX), cefepima (CPM), ceftarolina (CPT); monobactama -
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sulfametoxazol (SUT); anfenicdis- cloranfenicol (CLO); derivados do dcido fosfénico - fosfomicina (FOS)

Fonte: Autor, 2022.

FIGURA 27 — Percentual de cepas ndo-susceptiveis entre as 13 cepas das trés
espécies de Enterobacteriaceae isoladas do esgoto hospitalar de Uberlandia
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Os genes de viruléncia ycfM e entB foram detectados em todos os seis isolados
de K. pneumoniae, outros genes encontrados em K. pneumoniae foram: fimH (n = 5),
mrkD (n = 4) e kfu (n = 1). O gene ybtS foi detectado apenas em um isolado de E. coli.
Nenhum gene de viruléncia foi detectado nas cepas de C. freundii. Os isolados que
apresentaram os referidos genes estdo especificados na Figura 26. Os genes
encontrados foram confirmados molecularmente pelo sequenciamento dos amplicons
obtidos e as sequéncias foram depositadas no GenBank (exceto ycfM) com os
nameros de acesso entre OL373968 a OL373972.

Duas K. pneumoniae (R58 e R60) isoladas do esgoto do hospital terciario de

Uberlandia expressaram o fenétipo de hipermucoviscosidade (Figura 26).
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6 DISCUSSAO

A resisténcia aos antimicrobianos é uma das grandes ameacas globais da
atualidade, dentre as areas conhecidas pelo aumento da resisténcia antimicrobiana,
a area hospitalar € uma das que recebe destaque. Por consequéncia, 0s esgotos
hospitalares possuem potencial de favorecer a selecdo de bactérias resistentes e
também patogénicas, levando a necessidade de categorizacdo dessas bactérias.

Com o intuito de correlacionar os resultados adquiridos de enterobactérias
isoladas de esgotos hospitalares com diferentes caracteristicas, amostras de esgotos
pertencentes a dois hospitais de diferentes niveis de atencéo a saude foram avaliadas.
Um hospital possui nivel de atencao secundaria e o outro terciaria, ambos hospitais
possuem atendimentos médicos especializados, realizam cirurgias e contém leitos
para internacdo, no entanto, o hospital terciario realiza cirurgias de maior
complexidade, atende uma demanda significativamente maior de pacientes e possui
centenas de leitos a mais que o hospital secundario. Ambos hospitais estdo
localizados em cidades grandes do sudeste brasileiro, com populacéo estimada maior
gue 700.000 habitantes (IBGE, 2021). O hospital secundario fica no municipio de
Ribeirdo Preto, interior do estado de Sdo Paulo. O hospital terciario fica no municipio
de Uberlandia, interior do estado de Minas Gerais, € considerado referéncia para
micro e macrorregiao de seu estado.

No presente estudo, foram encontradas 41 enterobactérias nas amostras
analisadas dos esgotos hospitalares coletados do hospital secundario de Ribeirdo
Preto e do hospital terciario de Uberlandia. Apesar da diversidade de espécies
bacterianas encontradas serem proximas, sendo nhove espécies no hospital
secundario e oito no terciario, a quantidade de enterobactérias isoladas para cada
esgoto hospitalar se diferiu consideravelmente, sendo 28 isolados no esgoto
hospitalar de Ribeirdo Preto (secundario) e 13 no de Uberlandia (terciario).

Entre as Enterobacteriaceae identificadas, K. pneumoniae e E. coli estdo entre
as espécies mais comumente encontradas de bactérias resistentes isoladas de fontes
relacionadas a esgotos hospitalares, esgotos municipais, efluentes de rio e ETAR
(Fouz et al.,, 2020). S. marcescens, C. freundii e R. ornithinolytica também séo
espécies bacterianas encontradas em ambientes aquaticos e de solo, inclusive, cepas
resistentes a antimicrobianos portadoras de fatores de viruléncia tém sido relatadas

causando infeccbes em humanos, especialmente pacientes imunocomprometidos
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(PRASHAD, 2019; LIU et al., 2018; HAJJAR et al., 2020). Toombs-Ruane et al. (2017)
demonstraram os desafios associados a resisténcia antimicrobiana em diferentes
espécies pertencentes a familia Enterobacteriaceae, incluindo a transferéncia de ARG
entre animais, humanos e meio ambiente, reforcando a necessidade de uma
abordagem One Health para controlar a disseminacéo de cepas MDR.

Os dados obtidos por meio dos experimentos demonstram um alto percentual
de Enterobacteriaceae multirresistentes em ambos o0s esgotos hospitalares
estudados, assim como o esperado, baseando-se na literatura pertinente. No entanto,
esperava-se que os isolados do esgoto do hospital de nivel secundario obtivesse
menores percentuais de MDR ao se comparar com o terciario, devido sua menor
estrutura e quantidade de leitos, circulacdo de pacientes e procedimentos cirlrgicos.
Contudo, essa conjectura ndo se concretizou.

O esgoto do hospital secundario apresentou 100% de enterobactérias MDR e
o terciario 76,9%. No estudo de Zagui et al. (2020), que avaliaram 45 bacilos Gram-
negativos isolados de aguas residudrias hospitalares e de tratamento de aguas
residuarias urbanas, 33,3% das bactérias apresentaram o perfii MDR. Em outro
estudo conduzido por Zagui et al. (2021), 60,7% de bactérias MDR estavam presentes
em um total de 28 isolados de esgoto hospitalar. Ambos os estudos foram realizados
em um hospital também localizado na cidade de Ribeirdo Preto, porém, em um
hospital terciario, no presente estudo, o hospital de Ribeirdo Preto possui nivel de
atencdo secundario. Outra diferenca s@o os pontos de coleta da amostragem, sendo
gue nosso estudo utilizou apenas a caixa de passagem do esgoto hospitalar (ponto
de convergéncia dos efluentes hospitalares), Zagui et al. (2020) coletaram na caixa
de passagem do esgoto hospitalar, esgoto hospitalar ambulatorial, esgoto hospitalar
de enfermaria, esgoto bruto de ETE urbana e esgoto tratado de ETE urbana. No
entanto, comparando apenas os isolados de um mesmo ponto de coleta (caixa de
passagem) entre o presente estudo e o estudo de Zagui et al. (2020), a espécie mais
comumente encontrada foi K. pneumoniae com 100% de fenétipo MDR (n=20e n =
7, respectivamente), corroborando com o presente estudo.

A OMS classificou os antimicrobianos importantes do ponto de vista médico
para o gerenciamento de risco de AMR. Todos os antimicrobianos usados na medicina
humana foram separados em trés categorias de acordo com sua importancia:
criticamente importante, altamente importante e importante (OMS, 2019). Uma

guantidade consideravel de Enterobacteriaceae demonstraram-se nao-susceptivel as
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classes antimicrobianas criticamente importantes, como: cefalosporinas de terceira a
quinta geracdo, destacando cefixima com 87,8% de isolados n&o-susceptiveis
(considerando ambos esgotos hospitalares); fluoroquinolonas e quinolonas,
destacando ciprofloxacina, 70,7% e; penicilina com inibidores de [(-lactamase,
destacando piperacilina tazobactam, 68,3%. Alguns poucos isolados foram néo-
susceptiveis as classes de aminoglicosideos, monobactamicos e derivados do acido
fosfénico, também classificados como criticamente importantes (OMS, 2019).
Considerando a importancia das cefalosporinas de terceira geracao (e superiores) e
das fluoroquinolonas, esses antimicrobianos devem ser usados raramente, apenas
guando os dados laboratoriais demonstram que ndo h& outras opc¢des terapéuticas
para a infeccdo (COLLIGNON; MCEWEN, 2019).

Outra lista publicada pela OMS foi a de bactérias prioritarias, constando as
principais bactérias que ameacam a salude humana e precisam de desenvolvimento
de pesquisas e novos antibidticos (OMS, 2017). Nessa lista, as bactérias resistentes
foram classificadas em trés categorias de prioridade: média, alta e critica. Bactérias
pertencentes a familia Enterobacteriaceae resistentes aos carbapenémicos e (-
lactamases de espectro estendido estdo na categoria de prioridade critica. Apenas 18
cepas (43,9%) dentre todo montante de isolados deste estudo foram susceptiveis a
todos carbapenémicos testados (doripenem, ertapenem, imipenem e meropenem). A
porcentagem foi ainda menor quando comparada as cefalosporinas de terceira ou
mais geracdes, sendo que apenas cinco cepas (12,2%) foram susceptiveis a todos 0s
antibioticos testados, pertencentes a essas classes (ceftazidima, cefixima,
ceftriaxona, cefotaxima, cepefime e ceftarolina).

Muitos estudos destacam o papel do esgoto como reservatério ambiental de
microrganismos AMR e ARG (FOUZ et al., 2020). Um estudo prévio realizado por Dias
et al. (2021) no mesmo hospital de Uberlandia, encontrou um total de 661 cepas
bacterianas em fluidos cirtrgicos infectados ao longo de cinco anos (2015 a 2019).
Mais da metade dessas bactérias foram classificadas como MDR (361 / 54,6%). As
cinco espécies com maior numero de cepas MDR foram S. aureus, K. pneumoniae,
A. baumannii, E. coli e E. cloacae (119, 47, 33, 28 e 25 cepas, respectivamente). Vinte
e seis antimicrobianos foram testados para bactérias presentes nos fluidos cirlrgicos
e a porcentagem de cepas bacterianas resistentes em relacdo a antimicrobianos
especificos pode ser comparada com os achados do nosso estudo. No estudo de Dias

et al. (2021), 19,4% das cepas bacterianas foram resistentes a ciprofloxacina, 0,2%
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norfloxacina, 19,2% cefepima, 13% ceftriaxona, 8,8% imipenem, 8,8% meropenem,
0,5% ertapenem, 12,6% gentamicina, 16,3% ampicilina - sulbactam e 7,4%
piperacilina - tazobactam. Nos isolados do esgoto hospitalar de Uberlandia do nosso
estudo, 69,2% ciprofloxacina, 23,1% norfloxacina, 23,1% cefepima, 7,7% ceftriaxona,
23,1% imipenem, 30% ampicilina-sulbactam, 38,5% piperacilina-tazobactam e
nenhuma cepa bacteriana foi resistente a meropenem, ertapenem e gentamicina.
Embora os dois estudos tenham sido realizados no mesmo hospital, & importante
ressaltar que o estudo de Dias et al. (2021) analisou-se os prontuarios de 1.658
cirurgias infectadas realizadas ao longo de cinco anos e, os resultados mostraram 661
cepas bacterianas distribuidas em 48 espécies diferentes. No presente estudo, a
coleta realizada teve como foco a investigacdo de enterobactérias em uma Unica
coleta de esgoto hospitalar, portanto, esperava-se um numero menor de espécies
bacterianas encontradas. Apesar das diferencas de amostragem, é evidente que
cirurgias infectadas descarregadas diretamente no esgoto hospitalar, sem
descontaminacao prévia, podem contribuir para a presenca e disseminagao de cepas
MDR. Além da contaminacao direta do esgoto ao receber bactérias MDR presentes
nos fluidos corporais coletados durante procedimentos cirdrgicos infectados, €
provavel que, as fezes e urina excretadas pelos pacientes hospitalares apresentem
cepas MDR e grande concentracdo de antibioticos, que atuam favorecendo a pressao
seletiva no esgoto hospitalar, contribuindo para o desenvolvimento de patdgenos
resistentes a antibidticos por meio de transferéncia horizontal de genes (ASFAW,
2018).

Além da AMR, outras caracteristicas importantes sédo os fatores de viruléncia,
especialmente a combinacdo de resisténcia e viruléncia. Essa combinagdo vem
trazendo grande preocupacao, particularmente em clones de K. pneumoniae de alto
risco (TURTON et al.,, 2019). De acordo com Nakamura-Silva et al. (2021) vérios
genes de viruléncia foram encontrados entre 13 cepas MDR e XDR de K. pneumoniae
isoladas de diferentes pacientes internados em um hospital terciario na regiao
nordeste do Brasil, com alta prevaléncia de genes de adesina (fimH e mrkD), sistema
de aquisicdo de ferro (entB) e lipopolissacarideo (ycfM). Em outro estudo brasileiro,
prevaléncias semelhantes dos genes fimH, mrkD e entB foram encontradas entre as
21 cepas MDR de K. pneumoniae isoladas de pacientes internados em unidades de
terapia intensiva de um hospital terciario no norte do Brasil (FERREIRA et al., 2018).

Além disso, Effah et al. (2020) publicaram um artigo de revisdo onde sao relatados
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varios genes de viruléncia em seis estudos de K. pneumoniae. Os dados dos trés
estudos supracitados corroboram com nossos resultados.

O fenotipo de hipermucoviscosidade foi detectado em apenas duas cepas de
K. pneumoniae (R58 e R60) isoladas do esgoto do hospital terciario de Uberlandia.
Os genes ycfM, fimH e mrkD foram detectados no isolado R58, ycfM, mrkD, kfu e entB
no isolado R60, os genes rmpA e magA nao foram detectados em nenhum dos
isolados (regulador mucdide do fendtipo A e gene A associado & mucoviscosidade,
respectivamente). Embora esses genes estejam associados ao fendtipo de
hipermucoviscosidade, muitos estudos relataram excecdes a essa associacao
(CATALAN-NAJERA; GARZA-RAMOS; BARRIOS-CAMACHO, 2017; CHOBY;
HOWARD-ANDERSON; WEISS, 2020). A bactéria HMV pode adquirir caracteristicas
vantajosas, como prevencdo de fagocitose, anticorpos especificos e acéo
antimicrobiana, favorecendo a sua patogenicidade e evasao da resposta imunoldgica
do hospedeiro (ZHU et al., 2021). Além dos genes de viruléncia ja mencionados, R58
foi classificada como MDR, sendo ndo-susceptivel a 17 antibioticos (43,6%), incluindo,
os classificados como criticamente importantes (OMS, 2019): ciprofloxacina,
ceftazidima, cefixima, cefotaxima, cefepima, amoxicilina clavulanato, ampicilina
sulbactam, piperacilina tazobactam e ticarcilina clavulanato. O isolado R60,
entretanto, apresentou nao-susceptibilidade apenas a cefuroxima e sulfonamida.

A K. pneumoniae R58 combina trés caracteristicas: multirresisténcia, fatores de
viruléncia e hipermucoviscosidade. Infec¢cdes ou doencas bacterianas causadas por
cepas que possuam essa preocupante combinacdo de caracteristicas sao
severamente mais dificeis de tratar. Recentemente, Nakamura-Silva et al., (2021)
encontraram duas K. pneumoniae isoladas de urina e sangue de pacientes internados
em um hospital terciario na regido nordeste do Brasil, ambas possuiam essa
combinacéo de caracteristicas. No presente estudo, por sua vez, a cepa encontrada
foi isolada do esgoto hospitalar, levantando a preocupacdo de sua possivel
disseminacéo para o meio ambiente.

O esgoto hospitalar pode ser um ponto de acesso para a resisténcia
antimicrobiana, pois recebe bactérias multirresistentes, genes de resisténcia e
diversas substancias (e. g. antimicrobianos) que fornecem presséao seletiva as demais
bactérias presentes no local (ROZMAN et al., 2020). O esgoto hospitalar enviado para

a rede municipal sem receber pré-tratamento pode levar a disseminacdo da
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resisténcia antimicrobiana. Inclusive, o surgimento e a disseminacédo de ARG no meio

ambiente representam uma grande ameaca a saude global (FOUZ et al., 2020).
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7 CONCLUSOES

Nossos resultados indicam que os esgotos dos hospitais analisados podem
servir como reservatorio para enterobactérias MDR. Embora o hospital secundario
seja menos complexo, com menor circulagéo e internacdo de pacientes, o esgoto
deste hospital apresentou maior indice de bactérias MDR quando comparado ao
esgoto do hospital terciario. A presenca de enterobactérias com resisténcia a algumas
das classes de antimicrobianos de importancia critica e portadoras de genes de
viruléncia, levanta um alerta para os riscos de contaminacdo e disseminacédo das
mesmas no meio ambiente. Essa contaminacédo ambiental por esgoto hospitalar pode
atingir humanos e animais, ameacando a saude publica pela presenca de bactérias

multirresistentes.

e Foram isoladas 28 bactérias da familia Enterobacteriaceae no esgoto do
hospital secundario (Ribeirdo Preto, SP), incluindo as espécies K. pneumoniae
(71,4%), S. marcescens (14,3%), E. coli (7,1%), C. freundii (7,1%) e R.
ornithinolytica (3,6%). Foram isoladas 13 Enterobacteriaceae no esgoto do
hospital terciario (Uberlandia, MG), incluindo K. pneumoniae (46,1%), E. coli
(30,8%) e C. freundii (23,1%);

e Por meio do perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos dos isolados
bacterianos estudados, constatou-se que 100% das enterobactérias isoladas
do esgoto do hospital secundario foram classificadas como MDR. A
porcentagem de enterobactérias MDR para o hospital terciario foi de 76,9%;

e Foram detectados seis diferentes genes de viruléncias nas enterobactérias de
ambos os esgotos hospitalares. O gene ycfM foi detectado em 56,1% das
enterobactérias, fimH 51,2%, mrkD 39%, kfu 36,6%, entB 56,1 e ybtS 2,4%;

e Duas cepas de K. pneumoniae expressaram o fendtipo de
hipermucoviscosidade, ambas provenientes do esgoto do hospital terciario;

e O principal ponto de comparacéo entre os locais escolhidos para coletar as
amostras de esgoto hospitalar, foi o nivel de atencdo a saude,
consequentemente, a quantidade de leitos. A priori, conjecturava-se encontrar
maior quantidade de Enterobacteriaceae MDR no hospital terciario, entretanto,

0o esgoto do hospital secundario apresentou maior percentual de



59

enterobactérias MDR em relacdo ao esgoto do hospital terciario. Em
contrapartida, caracteristicas importantes como o fenétipo HMV foi encontrado

somente em isolados do hospital terciario.
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8 TRABALHOS FUTUROS

Atualmente, com a redugé&o dos custos do sequenciamento e a rapidez com a
qual as analises sao realizadas, € possivel sequenciar genomas bacterianos inteiros
em um intervalo de tempo reduzido. Isso possibilita, além da identificacdo da bactéria
isolada, a revelacdo de todo o seu contetudo genético, o qual pode ser utilizado em
diversas aplicacoes, desde a identificagéo de genes de resisténcia a antimicrobianos,
genes de viruléncia, tipagem molecular e até estudos epidemioldgicos e de gendmica
comparativa. Dessa forma, pretendemos dar continuidade neste estudo com a analise
gendbmica das Enterobacteriaceae estudadas, principalmente das K. pneumoniae
multirresistentes ou com o fenétipo de hipermucoviscosidade. O sequenciamento
gendmico proporcionard uma analise mais profunda sobre a resisténcia genotipica
dos nossos isolados, assim como, seu entendimento epidemiolégico em relacédo a

grupos clonais internacionais.
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