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RESUMO

Bacilos Gram negativos (BGN) estdo amplamente distribuidos no ambiente e
em seres humanos. BGN sdao uma das principais causas de infeccao
nosocomial e a resisténcia desses bacilos aos carbapenémicos & um
importante problema em ambiente hospitalar. Neste contexto, agua residual de
atividades hospitalares pode ser reservatorio de bactérias resistentes aos
carbapenémicos. O objetivo deste trabalho foi identificar BGN resistentes a
carbapenémicos isolados de amostras de aguas residuais do Hospital de Apoio
de Brasilia (HAB/DF). Foram pesquisados 5 genes de resisténcia a
carbapenémicos (blakpc, blanow, blaoxa-as, blaviv € blayp). Foi isolado um total
de 76 BGN recuperados principalmente de agua residual de banho (38/76), da
Central de Materiais Esterilizados (12/76), da cozinha (7/76) e da administragéo
(7/76). A espécie mais frequentemente isolada foi Pseudomonas aeruginosa
(19,7%) seguida de Pseudomonas putida (13,1%). Os genes blaoxa-4s, blayiv €
blaye ndo foram detectados. 30,3% dos isolados apresentaram resultados
positivos para pelo menos um gene bla, enquanto 25% apresentaram
resultados excludentes para blakpc (17,1%) e blanom (7,9%). Em 4 cepas
(5,3%) blakec € blanow foram detectados simultaneamente. Agua residual
produzida em atividades hospitalares contribuem para a dispersdo de espécies

de BGN portando genes de resisténcia a carbapenem.

Palavras-chave: bacilos Gram negativos; kpc; ndm; agua residual; hospital.



ABSTRACT

Gram negative bacilli (GNB) are widely distributed in the environment and in
humans. GNB are one of the main causes of nosocomial infection and the
resistance of these bacilli to carbapenems is an important problem in a hospital
environment. In this context, wastewater from hospital activities may be a
reservoir of carbapenem-resistant bacteria. The aim of this study was to identify
GNB resistant to carbapenems isolated from wastewater samples of Hospital de
Apoio de Brasilia (HAB/DF). Five carbapenem resistance genes (blakpc, blanpwm,
blaoxa-4s, blayiy € blayp) were investigated. A total of 76 GNB was recovered
mainly from bathroom wastewater (38/76), from the Central of Sterilized
Materials (12/76), from the kitchen (7/76) and Administration (7/76). The most
frequently isolated species was Pseudomonas aeruginosa (19.7%) followed by
Pseudomonas putida (13.1%). The blaoxa-4s, blayw € blamp genes were not
detected. 30.3% of the isolates was positive for at least one bla gene, while
25% had exclusive results for blakpc (17.1%) and blanom (7.9%). In 4 strains
(5.3%) blakpc and blanpm were detected simultaneously. Wastewater produced
in hospital activities contribute to the dispersion of GNB species carrying

carbapenem resistance genes.

Keywords: Gram-negative bacilli; kpc; ndm; wastewater; hospital.
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1. INTRODUCAO

Bacilos Gram negativos (BGN) estdo amplamente dispersos no
ambiente e em seres humanos. Estes microrganismos sdao comumente
associados a infecgcdes podendo ser isolados em diversos sitios do corpo
humano. Dentre os BGN de maior importancia clinica podemos destacar os
membros da familia Enterobacteriaceae e os BGN néo fermentadores
(PROCORP et al., 2016).

Espécies de Enterobacteriaceae sao capazes de fermentar glicose, nao
exibem atividade da citocromo-oxidase e reduzem nitrato a nitrito. Sao os
isolados bacterianos mais frequentemente encontrados em amostras clinicas.
Individuos imunocomprometidos ou debilitados sdo eminentemente
susceptiveis a infecgdes hospitalares causadas por enterobactérias que

decorrem principalmente de procedimentos invasivos (PROCOP et al., 2016).

Os BGN néo fermentadores sao bactérias aerdbicas que ndo degradam
carboidratos como fonte de energia. Estes bacilos sdo comumente encontrados
na natureza e estdo presentes, sobretudo, em solo e em agua. Em ambiente
hospitalar, eventualmente sdo isolados de equipamentos médico-hospitalares
bem como da pele de profissionais de saude. O potencial de transmissao
horizontal a partir de fédmites e das maos de profissionais de saude endorsa a
importancia clinica dos BGN nao fermentadores (PROCOP et al., 2016;
VISHWANATH, MUNIM, CHAWLA, 2013).

A relevancia das infecgbes por BGN é enfatizada em estudos de
epidemiologia que evidenciam uma maior prevaléncia desses microrganismos
comparada a infecgdes por bactérias Gram positivas (VINCENT, 2009). No
Brasil, uma publicagdo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
sobre Infec¢des Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS) demonstrou que
53,5% dos isolados em Infec¢gbes Primarias de Corrente Sanguinea (IPCSL)
associada a Cateter Venoso Central (CVC) em pacientes hospitalizadas em
Unidade de Tratamento Intensivo (UTI) adulto sdo bacilos Gram negativos. A
espécie Klebsiella pneumoniae foi notificada como o segundo agente etiolégico
mais isolado nestas infeccbes, com uma frequéncia de 18,2% perdendo
apenas para Staphylococcus Coagulase negativa com 18,9%. Deste mesmo
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estudo, dados de UTI pediatrica e UTI neonatal apresentam frequéncia de
46,2% e 38,5%, respectivamente, para isolados de BGN em IPCSL associada
a CVC (BRASIL, 2017).

Braun et al (2014) realizaram um estudo retrospectivo para avaliar a
predominancia de BGN em infec¢des sanguineas relacionadas a cateter entre
1996 a 2012. Em 1996, infeccbes por bactérias Gram positivas ocorriam com
maior frequéncia (68% vs. 32%), porém ao longo dos anos essa porcentagem
inverteu-se e no ano de 2012 as infeccbes causadas por Gram positivos
representavam 22% contra 78% de Gram negativos. Além disso, no periodo de
2010-2012 do mesmo estudo, Pseudomonas aeruginosa (22%) e Klebsiella sp.

(19,5%) foram as espécies mais frequentemente isoladas.

Devido ao surgimento da antibioticoterapia, o controle e/ou prevencao de
infecgcdes tornou-se possivel. Em meio a diversas classes de antibioticos, os B-
lactamicos sdo um dos mais utilizados na pratica clinica devido ao seu amplo
espectro de acao, propriedades farmacocinéticas favoraveis, baixo custo e sua
seguranca clinica (MELETIS; BAGKERI, 2014). Além disso, suportam a
manipulagdo de sua estrutura quimica, de tal modo que nenhuma outra classe
de antibidticos se compara em maleabilidade e versatilidade (LIVERMORE;
WOODFORD, 2006).

Os B-lactamicos tém como mecanismo de agao a inibicao da sintese do
peptidoglicano da parede celular bacteriana. Na fase final da sintese da parede
celular ocorre a reacao de transpeptidacao (crosslinking) que efetua a ligacao
cruzada das cadeias de mureina. Este processo ¢é realizado por
transpeptidases, enzimas classificadas como proteinas ligadoras de penicilina
(do inglés penicillin binding protein - PBPs). Os B-lactdmicos se ligam
irreversivelmente as PBPs interrompendo a sintese da parede celular levando a
lise da membrana externa dos BGN (NORDMANN; DORTET; POIREL, 2012).

Entre os antibiéticos da classe dos B-lactdmicos, os carbapenémicos
possuem o0 maior espectro de agcdo e sao reservados para infeccoes
hospitalares graves e para uso em microrganismos multirresistentes. O
consumo destes antibidticos foi intensificado ao longo dos anos 2.000
principalmente devido a dispersdao nosocomial de cepas de Escherichia coli
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produtoras de [-lactamases de espectro estendido — ESBLs (do inglés,
Extended-Spectrum B-Lactamases) capazes de hidrolisar quase todos os -
lactamicos exceto os carbapenémicos (NORDMANN; DORTET; POIREL,
2012). Do mesmo modo, por apresentar menos efeitos adversos,
carbapenémicos sdo mais seguros para uso comparado a outros antibidticos
de dUltimo recurso como as polimixinas. Por estes motivos, a demanda
crescente por carbapenémicos resultou em pressao seletiva para a emergéncia
e rapida dispersdao de cepas resistentes aos carbapenémicos, principalmente
entre bacilos Gram negativos (MELETIS, 2016).

Os mecanismos de resisténcia aos carbapenémicos sdo variados e
podem manifestar-se desde mudancas na permeabilidade da membrana
externa da célula bacteriana, expulsdo do antibidtico por bombas de efluxo,
mutacao ou modificacdo do alvo do antibiético e até mesmo hidrélise do anel -
lactamico por enzimas especializadas chamadas carbapenemases (POTTER;
D’'SOUZA; DANTAS, 2016).

A primeira enzima capaz de hidrolisar antibidticos B-lactdmicos foi
identificada em 1940 por Abraam & Chain, desde entdo diversas enzimas [3-
lactamases foram identificadas. A resisténcia mediada por B-lactamases é o
mecanismo mais estudado e clinicamente mais significativo uma vez que ha a
possibilidade de B-lactamases hidrolisar varios p-lactamicos simultaneamente,
como ocorre com carbapenemases. Além disso, genes que codificam -
lactamases podem ser transferidos entre espécies de BGN por conjugacao.
(MELETIS, 2016; MELETIS, BAGKERI, 2014; QUEENAN, BUSH, 2007).

A classificacdo das B-lactamases pode ser baseada nas sequéncias de
aminodcidos ou nas caracteristicas funcionais (BUSH; FISCHER, 2011).
Ambler (1980) propbs a classificagdo mais simples das [(-lactamases em
funcdo das semelhancas estruturais. De acordo com esse modelo molecular as
carbapenemases foram divididas em classes A, C e D que incluem as serina-p-
lactamases, ou seja, que possuem um residuo de serina no seu sitio ativo;
enquanto que a classe B inclui as metalo-B-lactamases, que utilizam ions de

zinco como cofator enzimatico.
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Bush e Jacoby (2010) propuseram uma nova classificacdo das -
lactamases que unificou tanto a classificacdo estrutural quanto a funcional
alocando-as em grupos e subgrupos. As carbapenemases compéem 0s grupos
2df, 2f, 32 e 3b.

Tabela 1 — Classificagdo de B-lactamases proposta por Bush e Jacoby.

Classificacao Classificacao Inibida por )
Enzimas
de Bush- molecular ]
AC ou TZB EDTA representantes
Jacoby (subclasse)
2df D Variavel Nao  OXA-23, OXA-48
KPC-2, IMI-1,
2f A Variavel Nao
SME-1
_ IMP-1, VIM-1,
3a B (B1) Nao Sim
CcrA, IND-1
3b B (B2) Nao Sim CphA, Sfh-1

' Acido clavulanico ou Tazobactam.

Fonte: Adaptado de BUSH e JACOBY, 2010.

Entre os membros da Classe A, a enzima KPC (Klebsiella pneumoniae
carbapenemase) possui maior importancia clinica devido a sua dispersao
mundial. Sua descoberta ocorreu na Carolina do Norte, EUA, em 1996 em um
isolado resistente a todos os B-lactamicos testados. Apds essa descoberta,
relatos de suas variantes circulando pelos Estados Unidos (EUA) comegaram a
emergir, e em 2005 o primeiro caso externo aos EUA foi documentado na
Franca. Genes blakpc demonstraram grande potencial para dispersao devido
sua localizacdo em plasmideos e especialmente por ser frequentemente
detectada em cepas de K. pneumoniae que possui conhecida capacidade inata
de acumular e transferir determinantes de resisténcia a outras bactérias
(QUEENAN; BUSH, 2007).

Dentre as variantes da classe D de B-lactamases, a OXA-48 (Oxacillin-
hydrolyzing) é a mais frequentemente detectada. Seu primeiro caso identificado
foi de um isolado de K. pneumoniae na Turquia em 2001. Este isolado portando

0 gene blapxa-4s encontrava-se em um plasmideo e determinava resisténcia a



15

todos os antibibticos B-lactamicos. Atualmente essa [B-lactamase € dispersa
mundialmente e encontra-se presente em paises como a Turquia, China, india,
Brasil, entre outros (POIREL, POTRON, NORDMANN, 2012; YONG et al.,
2009).

As metalo-B-lactamases sao caracterizadas por sua habilidade de
hidrolisar carbapenémicos e por sua resisténcia aos inibidores de B-lactamases
comerciais, contudo sdo inibidas por quelantes de metais como o EDTA (acido
etilenodiamino tetra-acético). Diferentemente do que ocorre com as serina-f3-
lactamases, o0s primeiros relatos dessas enzimas foram de origem
cromossomal e em microrganismos ambientais como o Bacillus cereus,
Aeromonas spp. e Stenotrophomas maltophilia, entretanto essas enzimas
cromossomais ndo sao facilmente transferidas entre as bactérias. Dentre as
metalo-B-lactamases mais relevantes sao VIM (Verona integron-encoded
metalo-3-lactamase) e IMP (imipenemase) uma vez que S&0 enzimas
plasmidiais capazes de transferéncia entre as diversas espécies bacterianas e
estao dispersas por todos os continentes (QUEENAN, BUSH, 2007; MELETIS,
BAGKERI, 2014). A carbapenemase IMP foi primeiramente detectada no Japao
nos anos 90 em BGN néo fermentadores e dispersou-se de forma lenta pela
Asia, até ser detectada na Europa, Canadé e Brasil. J4 a carbapenemase VIM
teve seu primeiro relato em Verona, ltalia, em 1999 e ja foi detectada em outros
paises da Europa, América do Sul, Asia e nos Estados Unidos (DAVOODI et
al., 2015; POIREL, POTRON, NORDMANN, 2012).

Mais recentemente em 2008, foi identificada na Suécia a metalo-B-
lactamase NDM-1 (New Delhi metalo-$3-lactamase) isolada de uma cepa de K.
pneumoniae em uma urocultura de um paciente previamente hospitalizado em
Nova Deli, india. Uma coprocultura realizada posteriormente recuperou uma
cepa de E. coli carreando um perfil de resisténcia similar, sugerindo a
possibilidade de transferéncia por conjugacdo. A K. pneumoniae portando
NDM-1 era resistente a todos os B-lactamicos e sensivel apenas a colistina,
enquanto o isolado de E. coli era sensivel a aztreonam, cefepima e
ciprofloxacino. O gene blanpm confere resisténcia a quase todos os [3-
lactamicos, raramente esta integrado em cromossomo e normalmente esta

presente em plasmideos em conjunto com outros fatores de resisténcia (YONG
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et al., 2009; RAGHUNATH, 2010). Em uma revisdo de Khan, Maryam e Zarrilli
(2017) reportaram a dispersdo de NDM-1 e suas variantes em todos os
continentes, apontando o Brasil como o maior reservatério de NDM da América
do Sul.

As enzimas da classe C nao sao consideradas carbapenemases. A partir
de estudos foi demonstrado que essas B-lactamases possuem um baixo poder
de hidrélise aos carbapenémicos, entretanto a sua superexpressao pode
contribuir para a resisténcia aos carbapenémicos quando combinados a outros
mecanismos (MELETIS, 2016).

Apesar de cepas portando genes de resisténcia a carbapenénicos
estarem comumente restritas a hospitais, & estabelecido que individuos
colonizados e infectados tém potencial de disseminar bactérias acompanhadas
de antibiéticos a partir de seus excrementos (PICAO et al, 2013). Diante disso,
estudos recentes demonstram que ambientes aquaticos operam como
reservatérios de bactérias portando genes de resisténcia aos carbapenémicos
demonstrando uma importante fonte de dispersdo destes genes. Em uma
pesquisa realizada no Rio de Janeiro, Brasil, publicada em 2016 foi relatado
que 13,6% dos isolados oriundos do Rio Carioca portavam o gene blakpc-2 €
destes, todos se caracterizavam como BGN (ARAUJO et al., 2016). Em outro
estudo realizado na China em 2016, agua de efluentes foram coletadas para
verificar a presenca de bactérias portando genes de resisténcia aos
carbapenémicos e como resultado obtiveram que 97 isolados portavam o gene
blakpc-2 € destes 61,9% eram BGN (YANG et al., 2016).

Frequentemente, hospitais ndo possuem tratamento especifico para
agua residual produzida antes do escoamento para o sistema de tratamento de
esgoto. Sistemas de tratamentos em areas urbanas costumam realizar apenas
o processo de lodo ativado, o qual tem por objetivo meramente remover
poluentes biodegradaveis. Na segunda etapa deste processo, a agua tratada é
escoada para rios, lagos ou oceanos. Neste processo a carga bacteriana inicial
€ diminuida, contudo uma quantia significante ainda permanece, especialmente

as resistentes a antibiéticos (PICAO et al., 2013).
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Neste contexto, aguas residuais produzidas por atividades hospitalares
podem ser consideradas reservatorios favoraveis para a troca de genes de
resisténcia entre bactérias hospitalares e ambientais na presenca de
antibioticos (LE et al, 2016; PICAO et al, 2013). Apesar da evidente importancia
das aguas residuais de hospital para a emergéncia e dispersdo de cepas
bacterianas resistentes, esta permanece uma area pouco estudada. Ainda
assim, pesquisas realizadas reportaram a agua residual de hospitais como
importantes reservatérios de bactérias produtoras de carbapenemase
(CHAGAS et al., 2011a; DAOUD et al., 2018; NASRI et al., 2017; PICAO et al.,
2013; ZHANG, LU, ZONG, 2012; ZURFLUH et al., 2017).

Em 2011 houve o primeiro relato do gene blakpc2 em agua residual de
hospital no Brasil. Dois isolados de K. pneumoniae foram recuperados em 2008
e exibiam resisténcia a cefalosporinas de largo espectro e a carbapenémicos,
além disso foi detectada co-resisténcia a piperacilina/tazobactam,
ciprofloxacino e sulfametoxazol/trimetoprima (CHAGAS et al, 2011a). No ano
seguinte a este relato, Zhang, L0 & Zong (2012) relataram novamente a
presenca de blakpc-2 em agua residual de um hospital na China. Quinze cepas
recuperadas albergavam o gene e um isolado carreava concomitantemente
blap-4. No estudo de PICAO et al (2013), foram isolados 312 BGN oriundos de
agua residual de hospital no Brasil com 62 isolados positivos para blakpc-2.
Sendo que 41,9% dos produtores de KPC-2 eram K. pneumoniae.

Diante de estudos demonstrando que aguas residuais de atividades
hospitalares sdo fontes de bactérias portando genes de carbapenemases
aliado ao fato de que sistemas convencionais de tratamento de esgoto néo
objetivam a eliminacdo completa de bactérias, compreendemos que a liberacao
desses residuos hospitalares pode ser um importante problema de saude
publica (NASRI et al, 2017; KIM, PARK, 2018).

Foi proposto um estudo para identificacdo de BGN portando genes de
resisténcia aos carbapenémicos em aguas residuais no ambito do Hospital de
Apoio de Brasilia (HAB/DF). A definicho de microrganismos carregando
determinantes de resisténcia a antibiéticos em agua residual é importante para

a criacdo de novas estratégias de manejo de efluentes hospitalares visando a
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carga bacteriana e/ou de genes de resisténcia antes escoa-las para sistemas
de tratamento.
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2. JUSTIFICATIVA

Isolados de BGN sao importantes causa de infeccdo tanto nosocomiais
quanto adquiridas na comunidade. Os bacilos da familia Enterobacteriaceae
sdo os isolados mais frequentemente encontrados em amostras clinicas
enquanto que os BGN nao fermentadores sdo comumente isolados de diversos
sitios do ambiente hospitalar. Além disso, BGN possuem extensa capacidade
de transmissao horizontal de genes de resisténcia.

Em virtude de aguas residuais geradas em ambiente hospitalar constituir
um importante ambiente de selegdo bacteriana, faz-se necessario o
conhecimento sobre as espécies bacterianas resistentes a carbapenémicos
circulando neste ambiente e o seu perfil molecular para definir e apoiar

medidas de contencgéo sanitaria ante a dispersao da resisténcia bacteriana.
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3. OBJETIVOS
3.1. OBJETIVO GERAL
- Verificar a ocorréncia de bacilos Gram negativos (BGN) portadores de genes

de resisténcia a carbapenémicos em amostras de agua residual do Hospital de
Apoio de Brasilia (HAB/DF).

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
- Isolar e identificar de cepas resistentes a carbapenémicos em agua residual
de hospital;

- Detectar genes de carbapenemase (blakpc, blanom, blaviv, blawe € blaoxa) nos
bacilos isolados;

- Estabelecer o perfil de espécies de BGN resistentes a carbapenémicos;

- Avaliar a frequéncia de BGN portadores de genes de carbapenemase por

area hospitalar.
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4. METODOLOGIA
4.1. COLETA E CULTURA DAS AMOSTRAS DE AGUA

Amostras de agua residual de diversos pontos do hospital foram
coletadas em tubo tipo falcon estéril (50 mL) em trés datas distintas no periodo
de maio a setembro de 2017. Foram coletadas amostras dos seguintes locais:
agua residual de banho das alas A, B, C, esgoto da Central de Materiais
Esterilizados (CME), esgoto da cozinha, esgoto da lavanderia, esgoto da
administracao geral, esgoto do necrotério; agua de descontaminacao das alas
A, B e ala C, caixa de gordura da cozinha e agua do CME apés esterilizacao.

Para o cultivo de cada amostra foram utilizados 4 mL de caldo de
enriguecimento Luria-Bertani (LB) suplementados com antibi6ticos vancomicina
(7pg/mL) e ertapenem (2,5ug/mL). Quinhentos pL da amostra homogeneizada
foi inoculada em LB com antibi6ticos e incubados em estufa por 24 horas a
36x1°C. As culturas positivas (indicadas pela turbidez do meio) foram
semeadas em meio cromogénico (chromID™ ESBL bioMérieux) e incubadas
em estufa a 36£1°C por 18-24 horas. As coldnias foram isoladas em fungao do
grupo presuntivo definido na bula do meio cromogénico, sendo um isolado uma
colénia de cada grupo presuntivo (Quadro 1). As colbnias foram preservadas

em meio de cultura semissélido (agar nutriente).

Quadro 1 — Descrigdo dos grupos presuntivos identificados meio cromogénico (chromID™
ESBL bioMérieux).

. Coloracao exibida no meio
Grupo presuntivo L
cromogénico

KESC (Kebsiella, Enterobacter, Serratia e
Verde ou azul

Citrobacter)
Escherichia coli Rosada a bord6
Proteus Marrom

Proteeae (Proteus, Providencia,
Marrom claro a branco
Moraganella)
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Uma colecdao de 40 cepas de BGN resistentes a cefalosporina de
terceira geracao recuperadas do mesmo ambiente hospitalar foi utilizada para a
composicao deste estudo.

4.2. IDENTIFICACAO DOS BACILOS GRAM NEGATIVOS

A identificacdo dos bacilos Gram negativos foi realizada no Laboratério
Central de Saude Publica do Distrito Federal (LACEN-DF) utilizando o sistema
automatizado MALDI TOF (do inglés, Matrix Assisted Laser Desorption
lonization Time-of-Flight) VITEK® MS, que realiza identificagdo microbiana por

meio da de espectrometria de massa.

As culturas previamente isoladas em agar nutriente foram recuperadas
em caldo LB e incubadas em estufa a 36x1°C por 24 horas, apos este periodo
foram semeadas em agar Mueller Hinton (MH) e incubadas novamente a
36x1°C por 24 horas. A colbdnia crescida foi depositada em slide-alvo e apés
secagem foi coberta com a matriz de acido a-ciano-4-hidrocinamico (CHCA).
Os espectros obtidos foram comparados ao banco de dados do aparelho e
exibido através do software MYLA®. A cepa E. coli ATCC™ (do inglés,
American Type Culture Collection) 8739 foi utilizada como controle de
identificacdo. Foram incluidos neste trabalho apenas espécies de bacilos Gram
negativos confirmados pelo VITEK® MS.

4.3. EXTRACAO DE DNA

As culturas estocadas em agar nutriente foram recuperadas em caldo LB
e incubadas a 36x1°C por 24 horas. Para a extracdo de DNA, 1 mL desta
cultura bacteriana foi centrifugada (3.000 RCF/3 min.). O sobrenadante foi
descartado e foi adicionado 600 pL de agua deionizada ao sedimento
bacteriano e novamente centrifugado (3.000 RCF/3 min.). O precipitado foi
ressuspenso em 1 mL de Tris-HCI 10 mmol pH 8,2. A suspenséo foi colocada
em banho-maria a 100 °C por 15 minutos e centrifugada (11.000 RPM/3 min.).
O sobrenadante (600 uL) foi utilizado como DNA total para as reacbes de
amplificagéo.
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4.4. DETECCAO DOS GENES PARA CARBAPENEMASE

A deteccdo dos genes de carbapenemase foi realizada a partir da
reacdo em cadeia da polimerase (do inglés, Polymerase Chain Reaction -
PCR). Para cada reacgao foram utilizados agua deionizada, tampao para reacao
de PCR (100 mM Tris-HCI, pH 8,3 a 25 °C; KCI 500 mM; 0,01% de gelatina),
0,2 mM de desoxinucleotideos trifosfatos (dNTP), 1 uM de cada
oligonucleotideo (reverse e forward) (tabela 2), 1 U de Taq DNA polimerase e
DNA previamente extraido, totalizando um volume final de 30 pL. As reagdes
foram realizadas a partir da seguinte programacao: desnaturagéo inicial de 1
minuto a 94 °C, seguido por 30 ciclos de desnaturacao a 92 °C por 1 minuto, de
anelamento por 1 minuto com temperatura especifica para cada

oligonucleotideo (Tabela 2) e de extensao a 72 °C por 1 minuto.

Os fragmentos amplificados foram separados por meio de eletroforese
em gel de agarose (1%) preparado em tampao TAE (Tris-acetato-EDTA) 1X pH
8,2 e os fragmentos amplificados (amplicons) foram corados com brometo de
etidio e visualizados por meio de luz UV em transiluminador. A visualizagao de
um amplicon de tamanho esperado foi considerado resultado positivo para a

presenca do gene.

Os oligonucleotideos utilizados para deteccdo de genes de
carbapenemase estdo listados na tabela 2. Para a deteccdo do gene blaywp foi
utilizado reacdes do tipo multiplex com dois oligonucleotideos forward com o

objetivo de aumentar o espectro de alelos.

Os controles positivos das reacdes foram a cepa de K. pneumoniae |0C
4955 (blakpc), K. pneumoniae cepa 13.4 (Nossa colecdo) (blanpm), K.
pneumoniae CCBH9976 (blaoxa-4s), K. pneumoniae BRO1 (blawe), P.
aeruginosa CCBH11808 (blayi). Para controle negativo foi utilizada um tubo
com apenas os reagentes de amplificagdo sem a presenca de nenhuma fonte
de DNA.
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Tabela 2 — Sequéncia de oligonucleotideos e fragmentos esperados utilizados para a detecgéao

de genes de carbapenemase.

Sequéncia dos Alelos Fragmento Temp:;atura
Gene ollgonuglegtldeos detectados esperado anelamento
(5-3) (pb) (¢C)
KPC-1, 2, 3,
TGTCACTGTATCGCCGTC 4,5,6,7, 8,
KPC  GTCAGTGCTCTACAGAAAACC 9. 10, 11,12, 1011 58
13
NDM GGTTTGGCGATCTGGTTTTC NDM-1, 2, 3, 621 58
GGCCTTGCTGTCCTTGATC 4,5,6,7,8
CATTTCCATAGCGACAGCAC IMP-1, 2, 5,
AACACGGTTTGGTGGTTCTT 8, 13, 14,
IMP GGACTTTGGCCAAGCTTCTA  14a, 19,20,  599/440 55
24, 33, 37
VIM-1, 2, 3,
4 .5,6,9, 10,
11,12, 13,
VIM GATGGTGTTTGGTCGCATATC 14, 15, 16, 332 55
CTCGATGAGAGTCCTTCTAGAG 17,18, 19,
20, 23, 24,
25, 27, 28,
31,33, 34
oxa  GCGTGGTTAAGGATGAACAG Oxﬁ‘gf’ 54, 440 56
ATCATCAAGTTCAACCCAACC 162 163’ 199

Fonte: Faria-Junior (2014).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O Hospital de Apoio de Brasilia — HAB/DF é um hospital de alta
complexidade e nivel quaterndrio. Realiza atendimentos em Unidade
Ambulatorial que conta com cuidados paliativos oncolégicos, reabilitacdo adulto
e infantil, & centro de referéncia em doencas neuromusculares e genética que
possui triagem neonatal (teste do pezinho), atendimento para doencas raras de
origem genética, genética clinica e oncogenética. A Unidade de Internacao
conta com trés alas: A, B e C. A ala A realiza atendimentos de cuidados
paliativos oncolégicos de pacientes diagnosticados com neoplasia maligna com
idade igual e superior a 18 anos, a ala B efetua reabilitacao fisica de pacientes
acima de 16 anos com quadro clinico estavel e de pacientes neuroldgicos (com
sequelas, lesées, doencgas neuroldgicas degenerativas e neuropatias), a ala C
€ a de cuidados paliativos geriatricos, atende pacientes acima dos 60 anos de

idade com deméncia grave.

As amostras de agua foram coletadas dos seguintes locais: esgotos da
Central de Materiais Esterilizados (CME) (n=3), cozinha (n=3), lavanderia (n=3),
agua do banho das alas A (n=3), ala B (n=3), ala C (n=3), administracao geral
(n=1), necrotério (n=1); agua da descontaminacao do chao das ala A (n=2), ala
B (n=2) e ala C (n=2), caixa de gordura da cozinha (n=1) e agua do CME poés
esterilizagdo (n=1).

A tabela 3 apresenta a positividade das culturas resistentes em relacéao
aos locais cuja amostra de agua foi coletada. Vinte e oito amostras de agua
foram analisadas e destas, dezoito amostras produziram culturas resistentes
(64,3%). Observou-se que todas as amostras da cozinha, CME e da agua do
banho da Ala C obtiveram culturas positivas, com excecado da amostra de agua
do CME apoés esterilizagdo dos materiais. Notou-se também que a agua da
descontaminacao da ala C ndo possuiu nenhuma cultura positiva dentre as
duas coletas realizadas. Também nao possuiram culturas positivas a amostra
da caixa de gordura da cozinha e amostra do CME apés a esterilizacao dos
materiais. Entre os locais que positivaram pelo menos uma vez, a agua do
esgoto da lavanderia foi a que possuiu menor nimero de amostras positivas
(1/3).
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Tabela 3 — Positividade das culturas resistentes a carbapenem por local.

o N? de amostras Cultura resistente a
coletadas carbapenem N2 (%)
Administracdo Geral 1 1 (100)
Necrotério 1 1(100)
Caixa de gordura da cozinha 1 0 (0)
CME p6s esterilizacao 1 0 (0)
CME 3 3 (100)
Cozinha 3 3 (100)
Lavanderia 3 1 (33,3)
Banho das Alas - -
Ala A 3 2 (66,7)
Ala B 3 2 (66,7)
Ala C 3 3 (100)
Descontaminacao das Alas - -
Ala A 2 1 (50)
Ala B 2 1 (50)
AlaC 2 0 (0)

Setenta e seis BGN foram isolados dentre as culturas positivas (Grafico
1). Desses, 16 isolados pertenciam a agua de banho da ala C (21%), 13 foram
isolados da agua de banho da ala A (17,1%), 12 isolados pertenciam ao CME
(15,8%), 9 isolados estavam na Ala B (11,8%), 7 isolados eram da cozinha
(9,2%), 7 isolados da administracdo (9,2%), 4 foram isolados da agua de
descontaminacao da Ala B (5,3%), 4 isolados da lavanderia (5,3%), 2 isolados
foram isolados da agua de descontaminacdo da ala A (2,6%) e 2 isolados do
necrotério (2,6%).

Percebe-se uma grande quantidade de isolados resistentes pertencentes
as alas C e A, que sdo alas de cuidados paliativos. Esta circunstancia pode ser
justificada em consequéncia as altas taxas de infecgdes e uso de antibiéticos
em pacientes que estdo no cuidado ao fim de vida. Em uma revisdo de
literatura realizada por Nagy-Agren & Haley (2002) observou-se através dos

estudos que infeccbes ocorriam frequentemente em pacientes em cuidado
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paliativo, principalmente oncoldgico, e nos artigos analisados, cerca de 60-72%
dos pacientes com suspeita de infeccdo eram tratados com antibibticos.
Também foi percebido que os profissionais realizavam antibioticoterapia

empirica constantemente.

Grafico 1 — Distribuicdo dos isolados bacterianos resistentes a ceftriaxona e carbapenem por

local e por cultura de origem.
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Quanto as espécies bacterianas mais frequentemente detectadas estas
sao apresentadas na tabela 4, as cores indicam a frequéncia de isolamento
sendo amarelo para 1 isolado, laranjado para 2 isolados e vermelho para 3 ou
mais isolados. 19,7% consistiam em cepas de Pseudomonas aeruginosa
(n=15), seguida de Pseudomonas putida (n=10; 13,1%), Klebsiella pneumoniae
(n=9; 11,8%), Citrobacter freundii (n=8; 10,5%) e Stenotrophomonas maltophilia
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(n=8; 10,5%). Nota-se que nao existe predominancia entre cepas hospitalares
e/ou ambientais na amostra, esta ocorréncia é esperada visto que aguas
residuais em ambiente hospitalar corresponde a um ambiente hibrido, um
intermediario entre o hospital e 0 ambiente. A ocorréncia frequente de isolados
das familias das Enterobacteriaceae e Pseudomonadaceae em aguas residuais
de hospital é similar a encontrada na literatura. No ano de 2009 em Goiania, os
isolados de esgoto hospitalar consistiam em 45,5% de K. pneumoniae, 13,6%
de P. aeruginosa e 4,5% de A. baumannii. Em contrapartida, neste mesmo
estudo a segunda espécie mais isolada foi a de E. coli (36,4%) enquanto nos
nossos achados esta espécie estava em apenas 2,6% (RESENDE et al., 2009).
Em outro trabalho em 2014 na Etidpia, dos 65 isolados de agua residual de
ambiente hospitalar, 29,2% eram de Klebsiella spp., sendo a maioria por K.
pneumoniae, seguida por 21,5% P. aeruginosa e 12,3% de E. coli (MORGES et
al., 2014). Ja em outro estudo no Rio de Janeiro, das 221 amostras de Gram
negativo recuperadas de agua de residuo hospitalar, 90 isolados pertencia a
espécie K. pneumoniae, 35 eram E. coli e 32 Enterobacter cloacae
representando 14,5% dos isolados (CHAGAS et al., 2011b).

O género predominante encontrado no hospital foi Pseudomonas com
25 isolados (33%). Cepas de Pseudomonas aeruginosa sao oportunistas e sao
causa frequente de infeccdes e surtos hospitalares, muitas vezes carregam
consigo diversos genes de resisténcia a antibiticos e, portanto, causam
infecgdes dificeis de tratar. Por outro lado, infeccdes por Pseudomonas putida
sdo mais raras e normalmente acometem individuos com imunidade
comprometida e por este motivo amostras clinicas sdo habitualmente isoladas
de pacientes internados (ALMUZARA et al., 2007; FERNANDEZ et al., 2015;
MOLINA et al., 2014).
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Tabela 4 — Perfil de espécies bacterianas resistentes a ceftriaxona e carbapenem isoladas no Hospital de Apoio de Brasilia — HAB/DF.

LOCAL
Espécies bacterianas Ala A - Ala A— Ala B - AlaB - AlaC - Total (%)
ADM CME Cozinha Lavanderia Necrotério
Banho Desinf’ Banho Desinf’ Banho
Achromobacter xylosoxidans/denitrificans 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1(1,3)
Acinetobacter baumannii complex 0 0 0 2 0 1 0 0 0 0 3(3,9)
Aeromonas hydrophilia/punctata (caviae) 0 - 0 0 0 0 0 0 0 0 3 (3,9)
Aeromonas veronii/hydrophilia/punctata (caviae) 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1(1,3)
Alcaligenes faecalis ssp faecalis 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 2 (2,6)
Arcobacter butzleri 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1(1,3)
Burkholderia cenocepacia 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 2 (2,6)
Citrobacter freundii 1 - 0 2 0 1 1 0 0 0 8 (10,5)
Citrobacter werkmanii 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1(1,3)
Enterobacter asburiae/cloacae 0 0 0 0 - 0 2 0 0 0 5 (6,6)
Enterobacter kobei 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1(1,3)
Escherichia coli 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 2 (2,6)
Klebsiella pneumonieae 1 2 0 0 0 - 2 0 0 0 9(11,8)
Morganella morganii 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1(1,3)
Providencia stuartii 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 2 (2,6)
Pseudomonas aeruginosa 2 2 0 - 1 2 0 0 0 15 (19,7)
Pseudomonas putida 0 0 1 0 0 1 2 0 2 10 (13,1)
Raoultella ornithinolytica/planticola 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1(1,3)
Stenotrophomonas maltophilia 0 0 1 0 0 2 1 2 2 0 8 (10,5)
Total 7 13 2 9 4 16 12 7 4 2 76 (100)

'~ Desinfeccéo.
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Foram encontrados na agua da desinfeccdo do chao cepas de
Pseudomonas putida, P. aeruginosa, Enterobacter asburie/cloacae e
Stenotrophomonas maltophilia, além de uma cepa de Achromobacter
xylosoxidans/denitrificans e uma de Escherichia coli na lavanderia. A presenca
de bactérias, principalmente na agua da lavagem de chao, pode indicar
relacionados aos produtos de limpeza utilizados. Encontramos na literatura
registros de artigos que indicam que enzimas que quebram o desinfetante
tricosan foram identificadas em P. aeruginosa, P. putida, A. xylosoxidans
(MEADE; WADDELL; CALLAHAN, 2001; ZHU et al., 2009). Além de cepas de
P. aeruginosa, P. putida, Stenotrophomonas spp. e Achromobacter spp. serem
capazes de romper enzimaticamente o desinfetante aménio quaternario
(TEZEL; PAVLOSTATHIS, 2015). Cepas E. coli também j& foram descritas
como resistentes ao desinfetante triclosan (MCMURRY; OETHINGER; LEVY,
1998). Supreendentemente, ndo foram encontrados artigos de Enterobacter

spp. resistentes a desinfetantes.

Em um experimento recente, cepas ambientais de A. xylosoxidans foram
capazes de sobreviver 6 meses em agua destilada e apo6s este periodo,
algumas ainda sobreviveram 30 minutos em uma solugdao de 0,2% de
clorexidina. Mesmo nao observado curva de crescimento apdés 30 minutos,
percebe-se adaptabilidade da espécie a meios extremos e isto reforca a
importancia do uso correto de antissépticos e desinfetantes por profissionais de
saude com o objetivo de minimizar riscos de infeccoes (MARION-SANCHEZ, et
al., 2019).

Dos genes pesquisados, foram detectados blakpc € blanpm. Dentre os 76
isolados, 23 (80,3%) portavam pelo menos um gene bla, enquanto 25%
apresentaram resultados excludentes para blakpc (17,1%) e blanom (7,9%). 4
cepas (5,3%) carreavam ambos 0s genes simultaneamente. Ndo foram

detectados isolados positivos para os genes blaoxa-4s, blaviv € blawe.

Dados similares de blanpuw foram encontrados em um estudo realizado
em Israel em 2016. Das cepas isoladas de esgoto hospitalar, 11% portavam o
gene blanpm. No entanto, neste mesmo estudo blakpc foi detectado em 78%
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das amostras, dado este diferente do encontrado em nosso estudo (MEIR-
GRUBER et al., 2016).

Quanto a distribuicdo por local dos isolados portando genes para
cabapenemase, da agua do banho da ala C foram isolados 9 cepas, 6 isolados
pertenciam ao banho da ala A, 4 foram isolados da agua de desinfeccao da ala
B, 3 isolados do CME e apenas 1 isolado do esgoto da administracao. Dos 9
isolados do banho da ala C, 6 cepas portavam blakpc, 3 cepas portavam blanpwm
enquanto que 3 cepas portavam concomitantemente blakpc € blanpw. Dos 6
isolados do banho da ala A, 4 portavam blakpc € blanpm, ja na agua de
desinfecgdo da ala B os 4 genes encontrados eram blaypm enquanto que no
CME foram isolados 3 cepas positivas para blakpc € na administracao do
hospital a Unica cepa positiva para gene bla portava de forma simultanea blakpc
e blanpm (Tabela 5).

Tabela 5 — Positividade de bacilos Gram negativos portando genes bla por local no Hospital de
Apoio de Brasilia — HAB/DF.

LOCAL
Cepas CME N° Ala A - AlaC- . AlaB- . Administragdo
portando (%) Banho N2 Banho N2 Desinfec¢ao N2 NE (%)
genes bla ° (%) (%) (%) °
blagec 3 (3,9) 4 (5,3) 9(11,8) 0 (0) 1(1,3)
blayowm 0 (0) 2 (2,6) 3(3,9) 4 (5,3) 1(1,3)
Total 3(3,9) 6 (7,9) 12 (15,7) 4 (5,3) 2 (2,6)

Em relacdo as espécies bacterianas detectadas o qual portavam genes
bla (Tabela 6), Pseudomonas aeruginosa (n=8), Klebiella pneumoniae (n=8) e
Enterobacter asburiae/cloacae (n=3) foram as espécies com mais isolados. Em
seguida, Aeromonas hydrophilia/punctata (caviae) (n=2), Enterobacter kobei

(n=1) e Pseudomonas putida (n=1).
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Tabela 6 — Distribuicdo de genes bla em bacilos Gram negativos isolados no Hospital de Apoio

de Brasilia — HAB/DF.

Carbapenemases Positividade
Espécies bacterianas %
blakpc blanom blakec + blanpm
Pseudomonas aeruginosa (n=15) 6 1 1 53,3 (8/15)
Pseudomonas putida (n=10) 1 0 0 10 (1/10)
Klebsiella pneumonieae (n=9) 3 2 3 88,8 (8/9)
Stenotrophomonas maltophilia (n=8) 0 0 0 0
Citrobacter freundii (n=8) 0 0 0 0
Enterobacter asburiae/cloacae (n=5) 0 3 0 60% (3/5)
Acinetobacter baumannii complex (n=3) 0 0 0 0
Aeromonas hydrophilia/punctata (caviae) (n=4) 2 0 0 50% (2/4)
Escherichia coli (n=2) 0 0 0 0
Providencia stuartii (n=2) 0 0 0 0
Alcaligenes faecalis ssp faecalis (n=2) 0 0 0 0
Burkholderia cenocepacia (n=2) 0 0 0 0
Morganella morganii (n=1) 0 0 0 0
Enterobacter kobei (n=1) 1 0 0 100 (1/1)
Citrobacter werkmanii (n=1) 0 0 0 0
Arcobacter butzleri (n=1) 0 0 0 0
Achromobacter xylosoxidans/denitrificans (n=1) 0 0 0 0
Raoultella ornithinolytica/planticola (n=1) 0 0 0 0
Total (n=76) 13 6 4 30,2 (23/76)

K. pneumoniae é uma importante espécie de predominio hospitalar

sendo uma das maiores causas de surtos de infecgdes nosocomiais em todo o

mundo, ndo € incomum encontrar em hospitais cepas multirresistentes

(SIEVERT et al., 2013). Nos estudos encontrados que foram similares a este,

sempre figurava entre as 3 espécies mais isoladas (CHAGAS et al., 2011b;
(MORGES et al., 2014; RESENDE et al., 2009). Corroborando nosso resultado,
isolados de K. pneumoniae portando blakpc ja foram recuperados de agua

residual de hospital em outro estudo realizado no Brasil (CHAGAS et al.,

2011a).
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Dentre as espécies que mais carregavam o0 gene blanpm, 30% dos
isolados pertenciam ao género Enterobacter. Dentre todas as espécies de seu
género, o complexo Enterobacter cloacae € o mais relevante clinicamente
devido ao aumento de seu isolamento em infeccdes hospitalares, este inclui as
espécies E. asburiae, E. cloacae e E. kobei (PAAUW et al., 2008).
Carbapenemases foram reportadas entre as espécies de Enterobacter, OXA-
48, IMP, NDM-1 e VIM, além das carbapenemases cromossomais do tipo IMl e
NMC-A ja foram detectadas em E. cloacae. No entanto, entre E. asburiae e E.
kobei sdo mais comuns cefalosporinases do tipo AmpC (MEZZATESTA;
GONA; STEFANI, 2012). Outro dado interessante sobre o género surge de um
estudo realizado por Woodford et al (2007) em que estes sugerem que a
resisténcia ao ertapenem em Enterobacter spp. pode nao ser mediada por
carbapenemases e sim por uma combinacdo de cefalosporinase AmpC
cromossomal juntamente com a redugdo de permeabilidade da membrana
externa bacteriana. Neste estudo 5 cepas de Enterobacter asburiae/cloacae
foram isoladas e destas 3 possuiam blanpy. Uma cepa de Enterobacter kobei
foi isolada e esta carreava blakpc, até 0 momento, ndo foram encontrados

artigos publicados que reportavam KPC em E. kobei.

Apesar de representar significativa parte dos isolados bacterianos
(14,5%), nenhuma espécie de Citrobacter possuia 0s genes de resisténcia a
carbapenem analisados. Conhecido por ser um patégeno oportunista em
infeccbes hospitalares, ndo €& incomum encontrar estudos da espécie
Citrobacter freundii carregando diversos genes de resisténcia. Chen et al
(2011) conduziram uma pesquisa para verificar a presenca de
carbapenemases em C. freundii resistentes a carbapenem, como resultado, as
23 cepas analisadas possuiam KPC-2, um isolado exibia 4 tipos de
oxacilinases (OXA-69,-23,-51,-58), além disso, era comum cepas apresentarem
genes de carbapenemases juntamente com genes de B-lactamases de
espectro estendido. Por outro lado, ndo é comum relatos de C. werkmanii
resistentes, normalmente quando relatados sao resisténcia a aminoglicosideos
e quinolonas, sobre carbapenemases encontramos apenas um relato de uma
cepa desta espécie portando NDM-1 de um isolado clinico na China (AN et al,
2016).
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Espécies do género Aeromonas sdo muito comuns no ambiente,
especialmente em ambientes aquaticos onde esta extremamente presente em
esgotos. Também sédo encontrados em diversos peixes, répteis e em humanos.
Sao considerados patdégenos emergentes e oportunistas, as espécies mais
comuns de causarem infec¢gdes em humanos sdo A. hydrophila, A. caviae e A.
veronii. Estudos identificaram a capacidade intrinseca das cepas de
Aeromonas produzirem metallo-B-lactamases através de genes cromossomais
como as enzimas cphA e imiS capazes de hidrolisar carbapenémicos. Estas
enzimas nao sdo comumente expressas mas podem ser induzidas através de
pressao seletiva por antimicrobianos (MURATA et al., 2016; TALAVERA et al.,
2006). Em nosso estudo, 4 cepas de Aeromonas foram isoladas, e destas, 2
carreavam blakpc. Similar ao nosso estudo, Sekizuka et al (2019) recuperaram
2 cepas de Aeromonas (A. hydrophilia e A. caviae) em um efluente de uma
estacdo de tratamento de esgoto na Baia Toquio, no Japao sugerindo que
cepas de Aeromonas KPC-resistentes podem desempenhar papel importante
como reservatorios de resisténcia microbiana ambiental. Apesar de poucos
serem os relatos de espécies de Aeromonas produtoras de KPC em agua
residual, este ndo é o primeiro relato no Brasil, em um estudo realizado por
Montezzi et al (2015), foi isolado na praia de Botafogo (Rio de Janeiro) uma
cepa de Aeromonas sp. albergando mudltipla resisténcia a antimicrobianos
incluindo blakpc-2. Estes resultados reforcam o potencial de disseminagdo de

resisténcia microbiana em ambiente aquético.
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6. CONCLUSAO

- Foram detectados os genes blakpc € blanpm. Nao foram detectados blapxa,
b/av||v| e b/a||\/|p.

- Agua residual de atividades hospitalares é reservatério para BGN portadores
de blakpc € blanpm.

- Agua residual de banho de pacientes revelou-se uma importante fonte para
dispersao de BGN portadores de blakpc € blanpw.

- A espécie mais frequentemente isolada foi Pseudomonas aeruginosa.

- Klebsiella pneumoniae foi a espécie isolada que mais portava genes de
resisténcia aos carbapenémicos.

- Medidas que visem o controle da dispersao de resisténcia bacteriana em
ambiente nosocomial devem incluir acées para manejo adequado da agua
residual.
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