UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE CIENCIAS BASICAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM MICROBIOLOGIA AGRICOLA E DO
AMBIENTE

DETECCAO DE METALO B-LACTAMASES E SIMILARIDADE GENETICA EM
ISOLADOS DE Pseudomonas aeruginosa DE EFLUENTE HOSPITALAR E
AGUA SUPERFICIAL

Daiane Bopp Fuentefria

PORTO ALEGRE, RS, BRASIL
ABRIL, 2009



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE CIENCIAS BASICAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM MICROBIOLOGIA AGRICOLA E DO
AMBIENTE

DETECCAO DE METALO B-LACTAMASES E SIMILARIDADE GENETICA EM
ISOLADOS DE Pseudomonas aeruginosa DE EFLUENTE HOSPITALAR E
AGUA SUPERFICIAL

Daiane Bopp Fuentefria
Farmacéutica-bioquimica (UPF)
Mestre em Microbiologia Agricola e do Ambiente (UFRGS)

Tese apresentada como requisito parcial para a obtengdo do grau de Doutor
em Microbiologia Agricola e do Ambiente na area de Microbiologia do Ambiente

PORTO ALEGRE, RS, BRASIL
ABRIL, 2009



Catalogac¢do na Publicagdo
UFRGS/ICBS/Biblioteca Setorial

F954d Fuentefria, Daiane Bopp

Deteccdo de metalo-beta-lactamases e similaridade genética em isolados
de Pseudomonas aeruginosa de efluente hospitalar e 4gua superficial / Daiane
Bopp Fuentefria. — 20009.

Tese(doutorado) — Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Instituto
de Ciéncias Bésicas da Saude. Programa de  Poés-Graduagdo em
Microbiologia Agricola e do Ambiente. Porto Alegre, BR-RS, 2009.

Orientacao: Prof*. Gertrudes Corgado

1. Pseudomonas aeruginosa 2. Metalo-beta-lactamases 3. Aguas
residuarias 4. Aguas superficiais 5. Resisténcia microbiana a drogas L.

Corgdo, Gertrudes, orient. II. Titulo.

CDU 579.84 (043)




AGRADECIMENTOS

A Dra Geovana Brenner Michael e a Fernanda Simone Marks pelo incansavel auxilio

na padronizacéo da técnica de PFGE.

Ao Hospital Sao Vicente de Paulo, Hospital Divina Providéncia, Hospital Conceicao,
Hospital de Clinicas de Porto Alegre e Hospital S&o Lucas, por permitirem a coleta e
analise dos esgotos hospitalares.

Aos colegas do laboratério 166, Natalia Canal, Alessandra Ferreira, Kelly Priotto, Aline
Spindler, Giuliano Hickenbick, Waldir Henkes, Tiago Graf, Leticia Otton, Desireé
Padilha e Lyvia Moreira de Oliveira pelos momentos de descontragdo, pelos almogos

divertidos no “sushi” e por tornarem esses anos tao agradaveis.

Aos meus irmaos, Fernando e Felipe, pelo companheirismo, auxilio e apoio constante

durante esses anos. Obrigado por poder sempre contar com vocés!

Ao meu noivo, Felipe Martinazzo, pelo apoio e amizade constantes, pelo “ombro

sempre amigo”, pelo estimulo e compreensao nos momentos de auséncia.

E finalmente, aos meus pais, Sérgio e Véra, que sempre me estimularam a crescer

cientifica, profissional e pessoalmente, nunca deixando de acreditar e apostar em mim.

A CAPES pelo apoio financeiro através da concess&o de bolsa de estudos.



DETECCAO DE METALO B-LACTAMASES E SIMILARIDADE GENETICA EM
ISOLADOS DE Pseudomonas aeruginosa DE EFLUENTE HOSPITALAR E
AGUA SUPERFICIAL

Autor: Daiane Bopp Fuentefria

Orientador: Prof. Dr. Gertrudes Corcéao

"RESUMO

A presenca de Pseudomonas aeruginosa resistentes a antimicrobianos
no esgoto hospitalar contribui para sua disseminacdo em corpos d'agua e
possibilita o estabelecimento de reservatérios ambientais de resisténcia
bacteriana. Os objetivos deste estudo foram comparar isolados de P.
aeruginosa de amostras de esgoto hospitalar e agua superficial quanto ao perfil
de susceptibilidade aos antimicrobianos, a presenca e diversidade de genes de
metalo B-lactamases (MBLs) e a similaridade genética entre os isolados. Para
isso, as amostras de esgoto hospitalar foram coletadas de cinco hospitais,
localizados em Passo Fundo e Porto Alegre, RS, Brasil. As amostras de agua
superficial foram coletadas dos corpos d"agua que recebem os esgotos de dois
hospitais estudados. Os isolados foram identificados por provas bioquimicas
classicas e pela amplificagdo de um fragmento do rDNA 16S. O perfil de
susceptibilidade foi avaliado pela técnica de disco-difusdo. Os genes blaspp.-1,
blay € blayp foram pesquisados por PCR. A relacio clonal entre os isolados
foi avaliada pela ERIC-PCR e PFGE. A diversidade nos genes de MBLs
encontrados foi avaliada pela DGGE. Foram analisados 614 isolados de P.
aeruginosa, dos quais somente 5,0% apresentaram o gene blaspy.1. Todos 0s
isolados com este gene apresentaram fendtipo de multirresisténcia. A analise
de similaridade genética pela ERIC-PCR e PFGE ndo mostrou relagédo clonal
entre isolados de agua superficial e esgoto hospitalar ou entre isolados
provenientes de amostras de diferentes esgotos hospitalares. A presenca de
isolados resistentes e com o0 gene blaspm-1, em amostras de esgoto hospitalar,
atenta para o risco de disseminagdo ambiental de resisténcia bacteriana.

" Tese de Doutorado em Microbiologia Agricola e do Ambiente — Microbiologia Molecular de
Procariotos e Eucariotos, Instituto de Ciéncias Basicas da Saude, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (133p.) Abril, 2009.
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2 ABSTRACT

The presence of Pseudomonas aeruginosa resistant to antimicrobials in
hospital sewage contributes to its dissemination into water bodies and may lead
to the establishment of environmental reservoirs of bacterial resistance. The
objectives of this study were to compare P. aeruginosa strains isolated from
hospital sewage and superficial water samples, about the susceptibility profile to
antimicrobials, the presence and diversity of the metallo B-lactamases (MBLs)
genes and the genetic similarity among the strains. For this purpose, hospital
sewage samples were collected from five hospitals located in Passo Fundo and
Porto Alegre, RS, Brazil. The superficial water samples were collected from the
water bodies where the sewage from two of the analyzed hospitals were
discharged. The isolates were identified by classical biochemical tests and
amplification of 16S rDNA fragment. The susceptibility was determined by the
disk-diffusion method. The blaspm.1, blayim € blap genes were screened by
PCR. The clonal relationship among the strains was evaluated by ERIC-PCR
and PFGE. The diversity on MBL genes found was analyzed by DGGE. A total
of 614 P. aeruginosa strains were analyzed, of which only 5,0 % showed the
blaspm-1 gene. All isolates with this gene showed the multirresistance
phenotype. The genetic similarity analysis by ERIC-PCR and PFGE didn’t show
clonal relationship between the strains from superficial water and hospital
sewage or between the strains from samples of different hospital sewages. The
presence of resistant isolates and isolates with the blaspm.1 gene in hospital
sewage samples call attention to the risk of environmental dissemination of
bacterial resistance.

2 Doctoral thesis in Agricultural Microbiology, Instituto de Ciéncias Basicas da Saude,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (133p.) April, 2009
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1. INTRODUCAO

A presenca de bactérias resistentes a antimicrobianos e genes de
resisténcia tem sido descrita em diferentes tipos de amostras ambientais,
incluindo amostras de esgoto hospitalar e agua superficial. Estudos tém
demonstrado que efluentes hospitalares apresentam niveis mais elevados de
bactérias resistentes a antimicrobianos, quando comparados a efluentes
derivados de outras fontes e que a concentracdao de antimicrobianos na agua
gue recebe o esgoto hospitalar também € superior, gerando um ambiente com
forte presséo seletiva. Ambientes fortemente seletivos levam a um aumento da
frequéncia de bactérias resistentes a antimicrobianos, as quais sao liberadas
no esgoto hospitalar e, através deste, chegam ao sistema de esgoto municipal,
que por sua vez, é lancado, na maioria das vezes em corpos d’agua, como
rios, lagos e oceanos, sem tratamento prévio.

A Pseudomonas aeruginosa é um patdégeno nosocomial freqlente,
causador de infec¢cdes em diversos sitios do corpo humano. Além disso, € uma
bactéria ubiqua com caracteristicas hidrofilicas, capaz de manter-se por longos
periodos em ambientes como corpos d"agua, formando rotas de disseminacao
e reservatorios ambientais de resisténcia bacteriana. Ha uma grande

preocupacdo com patdgenos nosocomiais, especialmente com a P.



aeruginosa, uma vez que existe a tendéncia de adquirirem novos mecanismos
de resisténcia. Nesse sentido, a P. aeruginosa é particularmente problemética
por sua resisténcia intrinseca a diversas classes de antimicrobianos e sua
habilidade de adquirir resisténcia a praticamente todos os antimicrobianos
efetivos. Um dos principais mecanismos de resisténcia em P. aeruginosa € a
producdo de [B-lactamases adquiridas do tipo metalo B-lactamases (MBLS).
Bactérias carreadoras de genes adquiridos de MBLs apresentam um amplo
espectro de resisténcia a agentes B-lactamicos que nao é revertido por
inibidores das serino B-lactamases. Em funcdo da eficiente atividade de
carbapenemase dessas enzimas, o perfil de resisténcia produzido pelas
linhagens produtoras de MBLs é muito amplo, abrangendo, principalmente, os
carbapenémicos. Por estas razdes, as infeccbes causadas por bactérias
produtoras de MBLs estabelecem um grande desafio a terapia antimicrobiana,
trazendo ao cenario atual a necessidade de identificar essas bactérias
produtoras de MBLs no esgoto hospitalar e avaliar sua disseminagdo em
amostras de agua superficial.

Nesse contexto, o presente estudo visa avaliar, qualitativamente,
linhagens de P. aeruginosa produtoras de metalo -lactamases provenientes
de esgoto hospitalar e de amostras de agua superficial que recebem o esgoto
hospitalar, proporcionando uma comparacao entre os perfis de sensibilidade e
a frequéncia e diversidade dos genes produtores de MBLs destes dois grupos
de amostras. Visa, também, tracar um perfil da presenca de isolados de P.
aeruginosa produtores de MBLs em amostras de esgoto hospitalar de quatro

diferentes hospitais de Porto Alegre, RS. Além disso, a similaridade genética



entre isolados de P. aeruginosa de diferentes ambientes serd avaliada pela
amplificacdo de elementos de DNA repetitivos (ERIC-PCR) e pela Eletroforese
em Gel de Campo Pulsado (PFGE). Para avaliar a diversidade dos genes de
metalo B-lactamases encontrados nos isolados de P. aeruginosa, propde-se a
utilizacdo de uma técnica molecular ja consagrada, a Eletroforese em Gel de

Gradiente de Desnaturacao (DGGE).



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Pseudomonas aeruginosa
O género Pseudomonas foi descrito ha mais de 100 anos e, desde
entdo, a classificacdo taxonémica sofreu varias modificagbes. Em 1966, as
cepas foram classificadas em quatro grupos: florescente, pseudomallei,
acidovorans e alcaligenes (Stanier et al.,, 1966). Em 1974 houve uma
reclassificacdo baseada em estudos de homologia DNA-rRNA e o género foi
classificado em cinco grupos geneticamente diferentes (Palleroni et al., 1973).
Em 1996, quatro dos cinco grupos de homologia foram reclassificados em
novos géneros: Burkholderia, Stenotrophomonas, Comamonas, Shewanella,
Ralstonia, Methylobacterium, Sphingomonas, Acidovorax e Brevundimonas. O
género Pseudomonas ficou no Grupo |, formado pelas espécies Pseudomonas
aeruginosa, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas putida, Pseudomonas
veronii, Pseudomonas stutzeri, Pseudomonas monteili, Pseudomonas
oryzihabitans, Pseudomonas luteola, Pseudomonas mendocina, Pseudomonas
alcaligenes e Pseudomonas pseudoalcaligenes (Kersters et al., 1996).
O Género Pseudomonas pertence a familia Pseudomonadaceae,

apresentando-se como bacilos Gram-negativos, aerébicos estritos, a maioria



das cepas apresenta motilidade por meio de flagelos polares, utiliza glicose e
outros carboidratos pela via oxidativa e, em geral sdo citocromo-oxidase
positivas (Palleroni, 1984).

O género Pseudomonas possui caracteristicas ubiquitarias na
natureza, com predilecdo por ambientes Umidos, razdo pela qual, sdo
consideradas bactérias hidrofilicas. Possui versatilidade metabdlica, que
permite a utilizacdo de diversos compostos organicos, ocupando uma posi¢cao
ecologica importante no ciclo do carbono. Também s&o importantes patdgenos

de animais e plantas (Yamamoto et al., 2000).

A Pseudomonas aeruginosa é a principal espécie do género,
capaz de produzir quatro pigmentos distintos: piocianina (azul), pioverdina
(amarelo-esverdeado), piorrubina (vermelho) e piomelanina (marrom). A
piocianina é encontrada em mais da metade dos isolados clinicos, enquanto
gue os demais pigmentos sdo encontrados em menos de 2 % dos casos (King
et al., 1954). Essa espécie tornou-se uma importante causa de infeccgéo,
especialmente em pacientes imunocomprometidos. E frequentemente
relacionada a infecgbes nosocomiais, como pneumonia, infeccdes do trato
urinario e bacteremias. Geralmente as infeccbes por P. aeruginosa estdo
associadas a altas taxas de morbidade e mortalidade (Lang et al., 2004). No

Brasil, € a primeira causa de pneumonia nosocomial (Sader et al., 2001).

A P. aeruginosa produz diversas substancias consideradas
fatores de viruléncia e responséveis por aumentar a capacidade de colonizacao
e infeccdo dos tecidos do hospedeiro, sendo considerada a espécie mais

virulenta entre as bactérias oportunistas Gram-negativas ndo fermentadoras da



glicose. Possui fatores de viruléncia associados a célula como os npilli,
apéndices celulares que promovem aderéncia a receptores presentes na
superficie das células do hospedeiro, além de possuirem importante funcao de
trasnferéncia de conteddo genético através da conjugacdo, os flagelos,
também envolvidos na aderéncia e a endotoxina, lipopolissacarideo (LPS) de
membrana externa responsavel pela sepse atraves da ativacao e liberacdo de
mediadores da vasodilatacdo (Simpson et al.,, 1992). Dentre os fatores
extracelulares, destacam-se a producdo de alginato, importante no
desenvolvimento de infec¢cdes broncopulmonares crénicas em pacientes com
fibrose cistica, a exotoxina A, exoenzima S, elastases, proteases alcalinas e

fosfolipase C (Gilligan et al., 1991; Boyd & Chakrabarty, 1994).

2.2 Resisténcia antimicrobiana em Pseudomonas aeruginosa

Os principais mecanismos de resisténcia aos agentes
antimicrobianos observados em P. aeruginosa sao inativacdo enzimatica,
alteracdo da permeabilidade de membrana, transporte ativo do antimicrobiano
e alteracdo do sitio alvo. O fendtipo de multirresisténcia, freqlientemente
observado em isolados clinicos de P. aeruginosa, pode ser explicado por uma
combinacdo de mecanismos de resisténcia e ndo por um Unico mecanismo
isolado. A resisténcia intrinseca a diferentes classes de antimicrobianos e a
habilidade de adquirir resisténcia através de muta¢Bes aos antimicrobianos
clinicamente importantes, associados as altas taxas de resisténcia adquirida e
ao seu papel nas infeccGes hospitalares graves faz da P. aeruginosa um dos
principais patdgenos nosocomiais da atualidade (Livermore, 2002). Uma

caracteristica importante, que ndo pode ser esquecida, € que cepas de P.
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aeruginosa podem e, freqientemente apresentam mais de um mecanismo de
resisténcia simultaneamente, aumentando seu arsenal de resisténcia aos
antimicrobianos.

Mesmo os isolados de P. aeruginosa sensiveis aos antimicrobianos
possuem consideraveis formas de defesa contra acdo de antimicrobianos, as
quais sao intrinsecas da espécie. Os sistemas de efluxo ativo de mdultiplas
drogas constituem um desses eficientes mecanismos de resisténcia intrinseca
em P. aeruginosa. O sistema MexAB-OprM, por exemplo, que € expresso
constitutivamente em células tipo-selvagem, contribui para a resisténcia natural
deste patdgeno a varios antimicrobianos, incluindo B-lactamicos, inibidores de
B-lactamases, guinolonas, cloranfenicol, tetraciclina, trimetoprim,
sulfametoxazol e novobiocina (Masuda e Ohya, 1992; Li et al., 1994,
Hamzehpour et al., 1995; Kéler et al., 1996; Li et al., 1998). Ja foram descritos,
no genoma de P. aeruginosa, genes que codificam para varios sistemas de
efluxo e, até o momento, seis sistemas diferentes ja foram caracterizados:
MexAB-OprM (Poole et al.,, 1993), MexCD-OprJ (Poole et al., 1996), MexEF-
OprN (Koéhler et al., 1999), MexGHI-OpmD (Aendekerk et al., 2002) e MexXY-
OprM (Murata et al., 2002).

Ainda entre 0s mecanismos intrinsecos apresentados por P.
aeruginosa encontram-se a producdo de B-lactamases induziveis do tipo
AmpC, as quais conferem resisténcia a alguns B-lactamicos, como cefalotina e
ampicilina (Livermore, 1995); a baixa permeabilidade da membrana externa; a

auséncia de porinas de alta permeabilidade e a produgdo de enzimas



inativadoras de aminoglicosideos (Benz e Hancock, 1981; Mingeot-Leclercq,
1999; Li et al., 2000).

Entre os B-lactamicos, diversos mecanismos de resisténcia ja foram
citados, como hiperexpressdo de sistemas de efluxo, alteracdo da
permeabilidade da membrana e producédo de B-lactamases. A producéao de -
lactamases €, na verdade, o mecanismo mais importante de resisténcia aos
agentes B-lactamicos. A hidrdlise por B-lactamases potencializa a resisténcia
aos B-lactamicos causada por sistemas de efluxo e baixa permeabilidade
celular (Livermore, 1989). Uma grande variedade de [B-lactamases plasmidiais
tem sido detectada em P. aeruginosa, incluindo [(-lactamases de espectro
estendido (ESBLs) e enzimas que hidrolisam carbenicilina. Dentre as ESBLs
foram encontradas as enzimas da classe A de Ambler TEM-1, PSE-1, PSE-3,
PSE-4, CARB-3 e CARB-4 (que hidrolisam carbenicilinas), HMS-1, LCR-1,
NPS-1 e de classe D de Ambler, ou oxacilinases, OXA-18, derivados de OXA-2
e OXA-10, OXA-3 a 19, OXA-24 e ARI-1 (que hidrolisam oxacilinas e
carbenicilinas). Também ja foram descritas, em P. aeruginosa, as enzimas
PER-1, VEB-1 e as derivadas de TEM e SHV (que hidrolisam ceftazidima e
cefepime) (Nordmann & Guibert, 1998; Poirel et al., 2001). Além disso, a ESBL
GES-2, derivada da GES-1 e pertencente a classe A de Ambler, que foi
identificada em uma amostra de P. aeruginosa da Africa do Sul, também
apresenta atividade de carbapenemase (Poirel et al., 2001; Castanheira et al.,
2004a).

Uma das principais classes de drogas anti-pseudomonas, 0sS

carbapenémicos, também ndo estd livre de resisténcia. O mecanismo de



resisténcia aos carbapenémicos mais preocupante em P. aeruginosa € a
producdo de enzimas carbapenemases, principalmente as metalo [3-
lactamases. Porém, na auséncia de carbapenemases, o0 mecanismo mais
comum que leva a resisténcia aos carbapenémicos é multifatorial, originando-
se de uma associacdo entre baixa permeabilidade de membrana, acdo de
sistemas de efluxo, principalmente o sistema MexAB-OprM, e a atividade de
uma B-lactamase cromossomal do tipo AmpC induzivel ou desreprimida
(Livermore, 1992). A proteina de membrana externa OprD permite a entrada de
carbapenémicos e sua expressao reduzida é freqientemente observada em
isolados resistentes aos carbapenémicos (Quale et al., 2006).

Entre os aminoglicosideos, 0s mecanismos mais comuns de
resisténcia adquirida sdo a inativacdo enzimética, devido a producdo de
enzimas modificadoras, sistemas de efluxo ativo e impermeabilidade
(Giamarellou et al., 2001; Poole, 2005). Os aminoglicosideos sao inativados por
fosforilagdo enzimatica (aminoglicosideo fosforiltransferase, APH), acetilacdo
(aminoglicosideo acetiltransferase, AAC) e adenilacdo (aminoglicosideo
nucleoditiltransferase, ANT). Essas enzimas modificadoras séo localizadas nos
cromossomos ou plasmideos bacterianos. Individualmente, isolados de P.
aeruginosa resistentes a aminoglicosideos podem apresentar multiplas
enzimas modificadoras, resultando em resisténcia de amplo espectro aos
aminoglicosideos (Poole, 2005).

Os principais mecanismos de resisténcia a fluoroquinolonas em P.
aeruginosa incluem alteracbes na DNA girase e/ou topoisomerase |V,

causadas por mutagcdes em regides determinantes de resisténcia a quinolonas



(QRDRs) da GyrA e ParC (Nakajima et al., 2002; Muramatsu et al., 2003).
Outros estudos sugerem que mutacdes na GyrB também estdo associadas a
resisténcia a fluoroquinolonas (Mouneimne et al., 1999; Le Thomas et al.,
2001). O sistema de efluxo ativo, um mecanismo secundario, também contribui
para a susceptibilidade reduzida as fluoroquinolonas (Le Thomas et al., 2001;
Livermore, 2002). Dos sistemas de efluxo conhecidos em P. aeruginosa,
somente o0 sistema MexAB-OprM €& expresso constituitivamente em niveis
suficientes para resultar em resisténcia intrinseca a fluoroquinolonas (Zhanel et
al., 2004).

Vérias penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos,
monobactamicos, aminoglicosideos, fluoroquinolonas, além das polimixinas,
conseguem vencer as defesas inerentes da P. aeruginosa e apresentar
atividade contra a maioria dos isolados. Entretanto, qualquer um desses
antimicrobianos citados pode deixar de ser ativo através de mutacdes ou da
aguisicao de novos genes que levem a resisténcia adquirida (Livermore, 2002).

Além dos genes de resisténcia adquiridos, da resisténcia intrinseca e
da possibilidade de mutacdes, isolados de P. aeruginosa hipermutaveis foram
recuperados de pacientes com fibrose cistica (Oliver et al., 2000). A P.
aeruginosa é um microrganismo extremamente versatil, capaz de adaptar-se
rapidamente a uma grande variedade de ecossistemas, com predilecdo pelas
vias aéreas de pacientes com fibrose cistica. Durante a infeccdo cronica,
fatores de estresse como o sistema imune, antibioticos e a presenca de um
ambiente microaerofilo/anaerdbico contribuem para a selecdo de multiplos

fendtipos de P. aeruginosa por variagdo genética (Oliver et al., 2000; Ratjen &
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Doring, 2003). Dois mecanismos sdo conhecidos por acelerar as taxas de
mutac&o e/ou recombinacdo em populacdes bacterianas: genes induzidos pelo
estresse em cepas tipo-selvagem, geralmente do operon SOS e, genes cuja
perda funcional aumenta a taxa de variabilidade genética (cepas
hipermutaveis). O sistema bacteriano SOS somente é ativado sob forte pressao
seletiva e, assim que as condi¢cdes de crescimento sao restabelecidas, ou por
uma adaptacdo genética ou por uma mudanca favoravel do ambiente, as
atividades de mutacdo e hiper-recombinacdo sao reprimidas pelo repressor
LexA (Radman et al., 2000). Cepas hipermutaveis sdo aquelas com aumento
na taxa de mutacdo espontanea, devido a defeitos em genes envolvidos no
reparo do DNA. O sistema MMR (methyil-directed mismatch-repair) (MutS,
MutL, MutH ou UvrD) é o mais freqientemente afetado em populacbes
bacterianas naturalmente hipermutaveis (Oliver et al., 2002). A probabilidade
do aparecimento de resisténcia € maior nessas cepas hipermutaveis e, por
isso, os antibioticos as escolhem, aumentando assim a probabilidade de
emergéncia de resisténcia (Livermore, 2002).

A grande preocupagdo na emergéncia dessas cepas de P.
aeruginosa multirresistentes esta no fato de que, associando diferentes
mecanismos de resisténcia, a P. aeruginosa pode determinar um fendétipo de
resisténcia a quase todos, se nao todos, os antimicrobianos anti-pseudomonas
disponiveis. Esse fato torna-se ainda mais critico se uma resisténcia a -
lactamicos for associada a resisténcia a aminoglicosideos e/ou
fluoroquinolonas.

2.3 Metalo B-Lactamases (MBLS)

11



As metalo B-lactamases (MBLs) sdo [(-lactamases pertencentes a
classe B de Ambler ou a classe 3 de Bush-Jacoby que hidrolisam quase todos
0s p-lactamicos comercialmente disponiveis, sendo a Unica exce¢ado o
monobactamico aztreonam (Bush, 2001). Essas enzimas apresentam a mesma
estrutura tridimensional, necessitam de dois ions divalentes como co-fator para
sua atividade catalitica, geralmente o0 zinco, e apresentam residuos
conservados, que sao responsaveis pela interacdo da enzima com os ions
(Murphy et al., 2003).

As MBLs sao inibidas por EDTA (acido etileno-diamino-tetracético)
ou compostos derivados do acido tiolatico (ex.: acido 2-mercaptopropionico) e
ndo sao inibidas por inibidores de serino [-lactamases disponiveis
comercialmente, como o acido clavulanico, o sulbactam e o tazobactam (Bush
et al., 1995).

As MBLs podem ser divididas em enzimas codificadas por genes
cromossomais e enzimas codificadas por genes plasmidiais (Walsh et al.,
2005). As MBLs mediadas por cromossomos sao produzidas intrinsicamente
por diversos microrganismos, tais como Bacillus cereus (Thompson et al.,
1990), Aeromonas spp. (Walsh et al, 1998), Chryseobacterium
meningosepticum (Rossolini et al.,, 1998), Stenotrophomonas maltophilia
(Avison et al.,, 2001; Spencer et al., 2001), Chryseobacterium indologenes,
Legionella gormanii, Caulobacter crescentus (Simm et al., 2001). Em funcéo da
possibilidade de sequienciamento do DNA bacteriano, um namero cada vez

maior de MBLs cromossomais tem sido detectado em bactérias de origem ndo
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clinica (Saavedra et al., 2003), como recentemente em Erwinia carotovora
(Stoczko et al., 2008).

Desde o inicio da década de 1990, novos genes que codificam MBLs
tém sido descritos em patégenos clinicamente importantes, como
Pseudomonas spp., Acinetobacter spp. e membros da familia
Enterobacteriaceae (Poirel et al., 2000; Yan et al., 2001). Esses novos genes
que codificam MBLs estdo inseridos em estruturas genéticas que acabam por
fornecer mobilidade ao gene, sendo entdo conhecidos como MBLs moveis ou
MBLs adquiridas. Atualmente, seis grupos de MBL adquiridas sao conhecidos:
IMP (imipenemase) (Osano et al., 1994), SPM (Sao Paulo metalo [3-lactamase)
(Toleman et al., 1996), VIM (Verona imipenemase) (Lauretti et al., 1999), GIM
(German Imipenemase) (Castanheira et al.,, 2004), SIM (Seul Imipenemase)
(Lee et al., 2005), AIM-1 (Australian Imipenemase) (Gupta, 2008) e KHM-1,
descrita em Citrobacter freundii (Sekiguchi et al., 2008) e, mais recentemente a
NDM-1 (New Delhi MBL), descrita em Klebsiella pneumoniae na india (Yong,
2009).

Dentre estas classes, as MBL tipo IMP-1 foram identificadas em
varios bacilos Gram-negativos da familia Enterobacteriaceae e em alguns nao
fermentadores da glicose, como Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter spp
(Laraki et al., 1999; Tsakris et al., 2000). Além disso, no Japdo, diversas
variantes do tipo IMP-1 foram caracterizadas, incluindo IMP-3 de Shigella
flexneri (lyobe et al., 2000), IMP-6 de Serratia marcescens (Yano et al., 2001),
IMP-10 de P. aeruginosa e Alcaligenes xylosoxidans (lyobe et al., 2002) e IMP-

11 de P. aeruginosa e Acinetobacter baumannii. Recentemente, no México, um
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isolado de P. aeruginosa produtor de IMP-15 foi identificado (Garza-Ramos et
al., 2008). Metalo B-lactamases tipo VIM, incluindo VIM-1 e VIM-2, em isolados
de P. aeruginosa foram relatadas pela primeira vez, em 1999, na ltalia e
Franca, respectivamente (Lauretti et al., 1999; Poirel et al., 2000). Surtos de
linhagens de MBL tipo VIM também foram relatados na Grécia (Tsakris et al.,
2000). Recentemente, duas novas variantes tipo-VIM-2, VIM-15 e VIM-16,
foram relatadas em isolados de P. aeruginosa na Bulgaria e Alemanha
(Schneider et al., 2008). O gene blaspu.1, membro do terceiro grupo de MBLs
mediadas por plasmideos tem sido extensivamente detectado no Brasil
(Toleman et al., 2002; Gales et al., 2003; Graf et al., 2008). A ocorréncia de
cepas de P. aeruginosa produtoras de SPM-1 continua crescendo no Brasil
(Carvalho et al., 2006). Além dessas, diversas outras variantes dos principais
grupos de MBLs tém sido relatadas em todo o mundo, como VIM-3 em isolados
de Pseudomonas em Taiwan (Yan et al., 2001); isolados de P. aeruginosa VIM-
8 (Crespo et al., 2004) e VIM-6 em Pseudomonas na Singapura (Koh et al.,
2004); uma nova variante, VIM-11, detectada em isolado clinico de P.
aeruginosa na Argentina (Pasteran et al., 2005); um surto de P. aeruginosa
VIM-2 na Colémbia (Villegas et al., 2006); e a presenca do gene blayp.4 em
patdogenos Gram-negativos na Australia (Peleg et al., 2005; Herbert et al.,
2007), entre outros.

Interessantemente, esses isolados foram encontrados quase que
exclusivamente no ambiente hospitalar. Recentemente, uma cepa de P.
pseudoalcaligenes produtora de VIM-2 foi recuperada de uma amostra de

esgoto hospitalar (Quintera et al.,, 2005), indicando que as MBLs podem
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disseminar-se para novos nichos ainda nao reportados. Um estudo de triagem
de MBLs em ambientes ndo hospitalares revelou a presenca do gene blay-2
em dois isolados nédo relacionados de P. aeruginosa de ambiente aquético,
sugerindo o ambiente hospitalar como possivel origem dessas cepas
carreadoras de blayu-2 (Quintera & Peixe, 2006). Isolados ambientais de P.
aeruginosa com o gene blaspy.; foram recuperados de amostras de diferentes
esgotos hospitalares, no Rio Grande do Sul, Brasil (Fuentefria et al., 2008a,
Fuentefria et al., 2008b). De fato, as MBLs adquiridas ja foram detectadas em
todos os continentes, sua prevaléncia continua aumentando em muitos paises
e, agora, em diferentes ambientes, dando uma dimensdo ainda maior ao
problema da disseminacao de resisténcia.

Uma vez que as MBLs tém a capacidade de hidrolisar uma grande
variedade de agentes [3-lactamicos de amplo espectro, as linhagens produtoras
de MBL geralmente demonstram resisténcia a multiplos agentes B-lactamicos,
incluindo cefalosporinas, penicilinas e carbapenémicos (Shibata et al., 2003).
Por isso, essas linhagens produtoras de MBL tém sido incluidas entre os
principais patégenos nosocomiais. Tudo isso € enfatizado pelo fato de que,
virtualmente, toda MBL aparece em um microrganismo que produz pelo menos
uma outra [-lactamase néo relacionada. Por exemplo, algumas espécies de
Aeromonas produzem uma cefalosporinase cromossomal do grupo 1 e uma
penicilinase do grupo 2, juntamente com uma MBL (carbapenemase) de
espectro estreito do grupo 3 (Rasmussen et al., 1997). Outro exemplo
recentemente reportado € a presenca da MBL VIM-11 juntamente com uma [3-

lactamase de espectro estendido GES-1 em um isolado clinico de P.
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aeruginosa na Argentina (Pasteran et al., 2005). Outro estudo relatou a
primeira ocorréncia de co-producdo de uma metalo B-lactamase tipo SPM-1 e
de uma metilase do RNAr 16S que gera resisténcia a aminoglicosideos; uma
combinagdo que compromete severamente as opcgoes terapéuticas (Dai et al.,
2007).

As MBLs adquiridas sao codificadas por genes cassetes localizados
no cromossomo ou no plasmideo bacteriano. Entretanto, com excecdo da
enzima SPM-1, a qual é codificadas por um gene inserido em um plasmideo
(Poirel et al., 2004), as demais MBLs adquiridas sédo codificadas por genes
cassetes localizados em integrons (Walsh et al., 2002). Os integrons sé&o
capazes de encontrar genes cassetes por um evento de recombinacéo
especifico entre dois sitios de DNA, um no integron e outro no gene cassete.
Os integrons consistem de trés regifes: a regido 5° conservada, a regiao 3’
conservada e uma regido variavel. A regido 5° € formada pelo gene da
integrase (intl), que é adjacente ao sitio de recombinacao (attl) e um promotor,
que facilita a expressdo do gene cassete na regido variavel. A regido 3’
freqientemente é formada por um gene gac parcialmente deletado (qackE+1)
fusionado a um gene sul e confere resisténcia a compostos quaternarios de
amonio e sulfonamida, respectivamente (Walsh et al., 2005).

Genes cassetes sao pequenos fragmentos de DNA de
aproximadamente 1 Kb com um sitio de recombinacéo (elemento de 59 bases).
Na maioria dos casos, 0S genes cassetes que carregam uma MBL carregam
também um gene aacA4 que codifica resisténcia para amicacina, neomicina e

estreptomicina (Walsh et al., 2005). Os genes cassetes que carregam

16



resisténcia a antimicrobianos podem mover-se livremente de um integron para
outro, porém ndo podem se mover de um microrganismo para outro sem o
auxilio de outros elementos genéticos, como plasmideos e transposons
(Benett, 1999). A maioria dos genes de MBLS, presentes em integrons, €
carreada por plasmideos grandes ndo conjugativos (entre 120 e 180 Kb),
entretanto alguns genes, como VIM-7, sdo carregados por plasmideos
conjugativos (24 Kb) (Toleman et al., 2004).

Nem todos os genes de MBLs estdo associados a integrons ou
transposons, como dito anteriormente. O gene blaspy.1 € adjacente a genes
intimamente relacionados com Salmonella enterica sorovar Typhimurium e néo
a integrons ou transposons. O gene blaspm.s € parte de uma ilha de
patogenicidade e € encontrado em um plasmideo de aproximadamente 180 Kb.
As ilhas de patogenicidade de Salmonella tém sido associadas a regides
moveis comuns, as quais tém sido associadas a outros elementos moveis,
denominados regibes SXT, que podem ser mobilizadas em condi¢cbes de
estresse bacteriano (Walsh et al., 2005). Toleman et al. (2002) encontraram
250 pares de bases upstream do gene SPM-1 que corresponde a um gene
codificante de uma proteina tipo-LysR. O contexto genético do SPM-1 mostrou-
se similar ao locus gac/LysR associado a (B-lactamase PSE-1 de uma ilha de
multipla resisténcia a drogas encontrada em S. enterica sorovar Typhimurium
DT104 (Toleman et al., 2002).

A SPM-1foi identificada em amostra de uma cepa de P. aeruginosa
recuperada do trato urinario de um paciente hospitalizado no complexo Hospital

Séao Paulo, da Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP). Essa amostra
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bacteriana foi enviada ao programa SENTRY, que, em parceria com 0
laboratorio Bristol Centre for Antimicrobial Research and Evaluation (BCARE),
da Universidade de Bristol, Inglaterra, caracterizou esse novo determinante de
resisténcia. O gene que codifica SPM-1 parece estar especificamente
relacionado a espécie P. aeruginosa, uma vez que, até entdo, nao foi detectado
em demais microrganismos responsaveis por infeccdées nosocomiais (Mendes

et al., 2006).

2.4 Resisténcia bacteriana no esgoto hospitalar

Diversas bactérias resistentes a antimicrobianos e diferentes genes
de resisténcia tém sido detectados em amostras ambientais, como esgoto
hospitalar (Iversen et al., 2002; Fuentefria et al., 2008a; Fuentefria et al., 2008b;
Tumeéo et al., 2008) lodo ativado (Reinthaler et al., 2003; Prado et al., 2008),
esgoto doméstico (Tennstedt et al., 2003) e aguas de rios contaminadas por
esgoto (Costanzo et al., 2005). Esses agentes antimicrobianos e bactérias
resistentes a antimicrobianos sdo descartadas em grandes quantidades no
ambiente, principalmente como resultado do uso frequente e, muitas vezes
inapropriado, de antimicrobianos nas praticas médicas, veterinarias e agricolas
(Goiii-Urriza et al., 2000). H4 mais de trés décadas, estudos demonstram que
efluentes hospitalares apresentam niveis mais elevados de bactérias entéricas
resistentes a antimicrobianos do que efluentes derivados de outras fontes e,
que a concentracdo de antimicrobianos na agua que recebe o esgoto hospitalar
também é superior, criando um ambiente com forte presséo seletiva (Linton et
al., 1974). Sabe-se que ambientes fortemente seletivos, como o0 ambiente

hospitalar, podem levar a um aumento da frequéncia de bactérias resistentes a
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antimicrobianos, as quais séo liberadas no esgoto hospitalar (Meirelles-Pereira
et al., 2002; Prado et al., 2008). Em paises em desenvolvimento, como o Brasil,
0 esgoto hospitalar € muitas vezes drenado para o0 sistema de esgoto
municipal, que por sua vez, é lancado no ambiente, sem tratamento prévio.

P. aeruginosa é um microrganismo ubiquo, capaz de persistir em
diversos ambientes por sua capacidade de utilizar diferentes compostos
organicos como fonte de energia e de sobreviver por longos periodos em
ambientes Umidos (Tuméo et al., 2008). No ambiente hospitalar, os fluidos
biolégicos de pacientes colonizados ou infectados por P. aeruginosa sao
descartados na rede de esgoto hospitalar, o que oferece risco de contaminacéo
ambiental. Nesse sentido, a disseminacdo de cepas resistentes a
antimicrobianos pode representar um potencial risco de saude publica, uma vez
gue a P. aeruginosa € uma espécie bem adaptada, capaz de sobreviver e
multiplicar-se nesse ambiente formando rotas de disseminacéo e reservatérios
ambientais de genes de resisténcia (Meirelles-Pereira et al., 2002).

2.5 Tipificacdo Molecular de Pseudomonas aeruginosa
Bacilos Gram-negativos ndo fermentadores da glicose, como a P. aeruginosa
sdo importantes causa de infeccbes em pacientes imunocomprometidos. A
técnica epidemiologica mais util para estabelecer a relacdo genética entre
cepas € a caracterizacao ou tipificacdo molecular. Essas técnicas utilizam
diversos meétdos baseados na analise do DNA dos patégenos bacterianos, que
geram diferentes “impressbes digitais” dessas cepas, que podem ser
visualizadas pela coloracdo com brometo de etideo ou por hibridizacdo com

acidos nucléicos. Dentre essas diversas metodologias, destacam-se a
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Eletroforese em Gel de Campo Pulsado (PFGE) e a Amplificacdo de
Sequéncias Intergénicas Repetidas de Enterobactérias (ERIC-PCR).

2.5.1 Amplificacdo de Sequéncias Intergénicas Repetidas de

Enterobactérias (ERIC-PCR)

Elementos de DNA repetitivos dispersos ocorrem naturalmente e séo
encontrados em muitos, se ndo em todos, 0os géneros bacterianos e podem
servir como primers para amplificacdo do DNA gendmico (Versalovic et al.,
1991). Diferentes familias de sequéncias repetitivas estdo dispersas no
genoma de diversas espécies bacterianas, entretanto trés familias tém sido
mais estudadas: o elemento REP (repetitive extragenic palindromic) de 35-40
pb, o elemento ERIC (enterobacterial repetitive intergenic consensus) de 124-
127 pb e o elemento BOX de 154 pb (Versalovic et al.,1994). Todos esses
elementos possuem sequéncias palindromicas invertidas e repetidas centrais
altamente conservadas. A verdadeira funcdo desses elementos altamente
repetitivos e conservados ainda é um enigma, embora seu envolvimento na
estabilizacdo do RNAm (Newbury et al., 1987), recombinacdo homologa
(Shyamala et al., 1990), organizacédo do cromossoma e ligacéo a proteinas HU,
DNA girase e DNA polimerase | tenha sido sugerido (Higgins et al., 1982; Yang
& Ames, 1988; Gilson et al.,, 1990). Entretanto, at¢é o momento, nenhuma
funcdo especifica é capaz de explicar satisfatoriamente a conservacdo da
sequéncia de DNA e sua ubiqua distribuicdo no genoma bacteriano (Hulton et
al., 1991).

Essas sequéncias consenso permitiram que Versalovic et al. (1991)

desenhasse oligonucleotideos iniciadores especificos para o elemento ERIC e
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testasse o0 genoma de uma grande variedade de eubactérias para a presenca
dessas sequéncias tipo-ERIC, através da reacdo da polimerase em cadeia
(PCR). O elemento ERIC pode ser amplificado com um Unico primer ou com
um par de primers, ERIC1 e ERIC2 (Versalovic et al., 1991). Os pesquisadores
encontraram sequéncias tipo-ERIC, com significativo grau de homologia com
as sequéncias consenso de Escherichia coli e Salmonella typhimurium, em
uma grande variedade de géneros bacterianos, embora uma hibridizacdo de
DNA preferencial com bactérias Gram-negativas tenha sido observada
(Versalovic et al., 1991). Essas regides, localizadas entre os elementos ERIC,
variam de tamanho devido a diferencas entre cepas individuais e, assim,
fragmentos de diferentes tamanhos sdo amplificados, criando padrdes Unicos e
caracteristicos quando separados por eletroforese em geéis de agarose. Assim,
a ERIC-PCR foi proposta por Versalovic et al. (1991) como uma metodologia
atil para tipificacdo de genomas bacterianos e tem sido utilizada inclusive para
tipificacao de P. aeruginosa, mostrando-se uma metodologia com grande poder
discriminatorio e boa reprodutibilidade (Luzzaro et al., 2001; Silbert et al., 2004;
Agarwal et al., 2002).
2.5.2 Eletroforese em Gel de Campo Pulsado (PFGE)

A eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE) € considerada o
“padrdo ouro” das técnicas de tipificacdo molecular. Na PFGE, células
bacterianas integras embebidas em agarose sao sujeitas a lise celular
enzimatica e por detergentes e a posterior digestdo com uma enzima de

restricdo de corte raro. A reacao de macro-restricao € sujeita a eletroforese em
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um sistema onde a polaridade da corrente € alternada em intervalos
predeterminados (Olive & Bean, 1999).

Através desse principio, a PFGE permite a separacdo de fragmentos
de DNA grandes, com tamanhos moleculares variando de 10 a 800 Kb, ao
contrario de géis de agarose convencionais, que nado permitem a migracao
eficiente de moléculas de DNA maiores que 40-50 Kb (Singh et al., 2006). Os
fragmentos resultantes sdo estaveis, de excelente resolucdo e representam
todo o genoma do microrganismo analisado e, além disso, os resultados
podem ser reproduzidos entre diferentes laboratérios que utilizam o mesmo
protocolo (Olive & Bean, 1999).

O sistema de PFGE mais utilizado é o CHEF (contour-clamped
homogeneous eletric field), que utiliza uma camara com mudltiplos eletrodos,
permitindo estabelecer condicbes com campos elétricos altamente eficientes
para separacdo; geralmente o sistema reorienta as moléculas de DNA pela
mudanca do campo elétrico em angulos de 120°(Singh et al., 2006).

Diversos estudos que definem o padrdo de fragmentos de diferentes
bactérias, digeridas com diferentes enzimas de restricdo, tém sido
desenvolvidos; entretanto, a grande maioria dos trabalhos que envolvem
analise de P. aeruginosa por PFGE utiliza protocolos padronizados, nos quais o
DNA genbmico é clivado com a enzima de restricdo Spel (Luzzaro et al., 2001;
Freitas & Barth, 2002; Gales et al., 2004). A PFGE tem se mostrado superior a
maioria dos outros meétodos de tipificacdo molecular, com grande poder
discriminatério na andlise de Escherichia coli, Enterococcus resistentes a

vancomicina, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter
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spp., (Gales et al., 2004; Biavasco et al., 2007; Wang et al., 2007; Campbell et
al., 2008; Laing et al., 2008), entre outros.

2.6Eletroforese em gel de gradiente de desnaturacd o (DGGE)

A técnica de Eletroforese em Gel de Gradiente de Desnaturacéo
(DGGE) permite analisar produtos de PCR com base na sua sequéncia de
nucleotideos e ndo na diferenca do tamanho dos produtos. A DGGE utiliza géis
de poliacrilamida contendo um gradiente linear de desnaturante (uréia e
formamida). Moléculas de DNA de mesmo tamanho, mas com sequéncia de
nucleotideos diferente, apresentam comportamento eletroforético diferente
quando expostas ao gradiente de agentes desnaturantes. A dupla fita de DNA
€ desnaturada ao atingir uma determinada concentracdo de desnaturante e a
migracdo é retardada. Assim, a sequéncia de nucleotideos de um fragmento de
DNA definira a posicao no gradiente em que o DNA de fita dupla ira desnaturar-
se, passando parcialmente a fita simples, que ndo possui mais mobilidade no
gel. A desnaturacdo completa das fitas ndo ocorre devido a um dominio de alto
gradiente de desnaturacéao, criado artificialmente em uma das extremidades da
molécula pela incorporacdo de um grampo-GC. Uma vez que moléculas de
DNA, com sequéncias diferentes, apresentam taxas de migracdo diferentes em
géis desnaturantes, esta metodologia € uma poderosa ferramenta para estudos
de variacbes em sequéncias génicas (Muyzer & Smalla, 1998; Muyzer, 1999).

Em principio, a DGGE pode ser utilizada para estudo de qualquer
grupo de genes amplificado pela PCR e serve como uma triagem na pesquisa
de sequéncias alélicas de um mesmo gene (Gurtler et al., 2002). Algumas das

aplicacoes desta técnica objetivaram o estudo da estrutura e evolucdo de
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comunidades microbianas do solo (Avarhami et al., 2003; Nicol et al., 2003); do
matr, rios e lagos (Bano & Hollibaugh, 2002; Sekiguchi et al., 2002 e Crump et
al., 2003); e de amostras clinicas (Burton et al., 2003; Mc Bain et al., 2003). A
PCR-DGGE também tem sido utilizada como ferramenta para identificacdo e
tipificacdo microbiana (Gurtler et al., 2002).

O grande potencial da DGGE estimulou a sua utilizagcdo para
investigar a diversidade dos genes produtores de metalo B-lactamses, uma vez
que a PCR diferencia apenas a classe de metalo-B-lactamase, necessitando do
sequenciamento do gene para confirmacéo do alelo. Recentemente, Mendes et
al. (2007) basearam-se no comportamento de desnaturacdo de fragmentos de
metalo B-lactamses amplificados por PCR em tempo real para diferenciacao
dos tipos de MBLs. A técnica desenvolvida, que se baseia num principio
semelhante ao da DGGE, permitiu ndo somente a deteccdo de isolados
clinicos portadores de MBLs, mas também a diferenciacdo do tipo de MBL
presente em funcdo da andlise da curva de desnaturacdo. Em outro estudo,
Henriques et al. (2006) utilizaram a DGGE-PCR para avaliar a diversidade em
genes de B-lactamases de ambientes aquaticos e mostraram que a maioria das
seqUéncias avaliadas, principalmente blatgy € blaoxa-2, sdo idénticas ou muito
similares as sequéncias dos genes de [-lactamases previamente
caracterizadas em isolados clinicos. Outros estudos tém utlizado a PCR-
DGGE para avaliar a diversidade em diferentes genes de resisténcia (Chee-
Sanford al., 2001; McCammon et al., 2005), ampliando o campo de utilizac&o

desta metodologia.
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Pseudomonas aeruginosa: spread of antimicrobial resistance on hospital sewage and
superficial water
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi comparar amostras de efluente do Hospital Sdo Vicente de Paulo
com amostras de dgua do Rio Passo Fundo, quanto ao perfil de susceptibilidade de isolados de
Pseudomonas aeruginosa, para inferir sobre a presenca de isolados de origem hospitalar em
amostras de agua superficial. A significancia estatistica entre os perfis de susceptibilidade das
amostras foi testada por andlise de variancia e a comparacdo das amostras foi feita por
contrastes de interesse. Foram identificados 198 isolados de Pseudomonas aeruginosa a partir
das amostras analisadas. O fendtipo de multirresisténcia ndo foi observado nas amostras do
Rio Passo Fundo, embora alguns isolados resistentes a carbapenémicos tenham sido
identificados, indicando a presenca de contaminagdo com bactérias provenientes de um
ambiente sob forte pressdo seletiva. Diferencas significativas entre as amostras de agua e
efluente hospitalar foram observadas a partir da andlise de variancia por contrastes de
interesse.

Palavras-chaves: Pseudomonas aeruginosa. Resisténcia bacteriana. Aguas superficiais. Esgoto

hospitalar.

ABSTRACT

The aim of this study was to compare samples of sewage from the Hospital Sdo Vicente de
Paulo with water samples from the Passo Fundo River, by assessing the susceptibility profiles
of strains of Pseudomonas aeruginosa with the aim of evaluating the presence of hospital
strains in samples of superficial water. The statistical significance between the susceptibility
profiles of the samples was tested by analysis of variance, and the samples were compared by
contrasts of interest. One hundred and ninety eight strains of Pseudomonas aeruginosa were
recovered from the analysed samples. No multiresistant strain of Pseudomonas aeruginosa

was found in the Passo Fundo River, although some carbapenem-resistant isolates were
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identified, indicating the presence of contamination with bacteria derived from an
environment under strong selection pressure. Significant differences between samples from
surface water and those from hospital sewage were observed, based on the analysis of
variance by contrasts of interest.

Key-words: Pseudomonas aeruginosa. Bacterial resistance. Superficial water. Hospital sewage.

Antibidticos e bactérias resistentes s3o descartados em grandes quantidades no ambiente®
como resultado do aumento e freqliente uso indiscriminado de antibidticos nas praticas
médicas, veterindrias e agrarias. As aguas dos rios sdo os principais receptores desses
poluentes, uma vez que recebem os esgotos urbano, industrial e hospitalar. Os rios sdo
considerados uma das principais fontes de agua, direta ou indiretamente, para consumo
humano e animal, portanto, esta poluicdo pode contribuir para a manutencdo e até
disseminacdo da resisténcia bacteriana®. O esgoto hospitalar, especificamente, libera uma
variedade de substadncias além de antibidticos, tais como farmacos, desinfetantes, anestésicos,
metais pesados e drogas n3o metabolizadas por pacientes’. A ocorréncia de ambientes
fortemente seletivos para os microrganismos, como o ambiente hospitalar, gera um aumento
da freqgliéncia de genes de resisténcia bacteriana. Estudos tém demonstrado que efluentes
hospitalares apresentam niveis mais elevados de bactérias entéricas resistentes a
antimicrobianos do que efluentes derivados de outras fontes e, que a concentragdo de
antimicrobianos na 4dgua que recebe o esgoto hospitalar também é superior, criando um
ambiente com forte pressdo seletiva®®. Além disso, as precérias condicdes de saneamento
basico e a falta de tratamento dos efluentes hospitalares podem estabelecer rotas de
disseminacdo de bactérias multirresistentes' .

A bactéria Pseudomonas aeruginosa é um dos principais microrganismos recuperado de

efluentes hospitalares. E um patégeno nosocomial freqiiente, responsdvel por infeccdes em
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diversos sitios do corpo humano, particularmente em pacientes imunocomprometidos. Esta
amplamente distribuida no ambiente e é capaz de persistir por longos periodos em ambientes
adversos e desenvolver resisténcia a agentes antimicrobianos’. Além da caracteristica
intrinseca de apresentar baixo nivel de sensibilidade aos antimicrobianos, diversos
mecanismos de resisténcia tém sido identificados em Pseudomonas aeruginosa, como hiper-
expressdo de bombas de efluxo, producdo de B-lactamases, perda ou expressdo reduzida de

proteinas de membrana externa® '* ?

. Freqliientemente, isolados de Pseudomonas aeruginosa
apresentam um amplo espectro de resisténcia, podendo ser resistentes a diferentes classes de
agentes antimicrobianos, inclusive contra cefalosporinas de terceira e quarta geracOes e
carbapenémicos (como imipenem e meropenem). Por estas razGes, as infec¢Ges causadas por
cepas de Pseudomonas aeruginosa multirresistentes estabelecem um substancial desafio para
a terapia antimicrobiana, trazendo ao cenario atual a inevitdvel necessidade de identificar
essas bactérias multirresistentes no efluente hospitalar e avaliar sua contribuicdo para a
disseminacdo da resisténcia em amostras de agua superficial.

Este estudo visa comparar o perfil de susceptibilidade entre amostras de efluente hospitalar e
de agua superficial, através de isolados de Pseudomonas aeruginosa provenientes das

respectivas amostras, com o intuito de inferir sobre a presenca de isolados de origem

hospitalar em amostras de agua superficial do Rio Passo Fundo.

MATERIAL E METODOS

Amostras. Duas coletas foram realizadas, nos meses de Outubro/2005 e Margo/2007,
totalizando 12 amostras; seis de efluente hospitalar e seis de agua superficial. As amostras de
efluente foram coletadas do Hospital S3o Vicente de Paulo (HSVP), um hospital de 635 leitos,
localizado em Passo Fundo, RS. As amostras de agua superficial foram coletadas do Rio Passo

Fundo em trés pontos distintos: proximo a nascente do rio (Ponto A); a montante do descarte
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do efluente hospitalar (Ponto B) e a jusante do descarte do efluente hospitalar (Ponto C). Os
Pontos D, E e F sdo amostras de efluente hospitalar e drenam diferentes setores hospitalares.
Foram coletadas amostras de 1L de agua superficial ou efluente hospitalar. Aliquotas de
100mL foram filtradas em membranas de ésteres mistos de 0,45um de porosidade. As
membranas foram transferidas para o caldo seletivo asparagina e, posteriormente, aliquotas
de 100ul dos tubos positivos foram transferidas para caldo acetamida e isoladas em agar
acetamida, para sele¢do de colOnias caracteristicas.

Identificagdo dos isolados de Pseudomonas aeruginosa. A identificacdo fenotipica foi
realizada pela coloragdo de Gram e provas bioquimicas convencionais, como citocromo-
oxidase, fermentagdo e oxidacdo da glicose, fermentagao e oxidacdo da lactose, crescimento
em caldo simples a 42°C, motilidade, producdo de H,S, reducdo de nitrato e produgdo de
pioverdina. A identifica¢cdo foi confirmada pela amplificagdo de um fragmento do 16S rDNA de
Pseudomonas aeruginosa.

Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos. O perfil de susceptibilidade dos isolados de
Pseudomonas aeruginosa foi determinado pela técnica de disco-difusdo de acordo com as
normas do Clinical Laboratory Standards Institute, 2005°. Os seguintes antibidticos foram
testados: amicacina (30ug), gentamicina (10ug), ciprofloxacina (5ug), ceftazidima (30ug),
piperacilina-tazobactam (100ug/10ug), ticarcilina-acido clavulanico (75ug/ 10ug), imipenem
(10pg), meropenem (10pg), cefepime (30pg), aztreonam (30pg) e polimixina B (300ug)*. Os
isolados foram considerados multirresistentes quando apresentaram resisténcia a pelo menos
quatro classes diferentes de antimicrobianos. A cepa Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 foi
utilizada como controle de qualidade dos testes de susceptibilidade.

Andlise estatistica. Os perfis de susceptibilidade dos isolados de Pseudomonas aeruginosa nos
diferentes pontos de coleta foram analisados, sendo a significincia estatistica entre as

diferencas testada por meio de andlise de variancia por testes de aleatorizacdo (com intervalo
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de confianga de 95%). A hipétese nula (Ho) formulada é de que n3o existe diferenca entre os
perfis de susceptibilidade dos grupos analisados. A comparagao dos perfis de susceptibilidade
foi feita por contrastes de interesse, a fim de comparar amostras de efluente hospitalar com
amostras de agua superficial. Os isolados de Pseudomonas aeruginosa foram considerados
unidades amostrais e os antibidticos, variaveis. Os dados originais foram transformados para
dados semiquantitativos (sendo: 0= sensivel; 1= intermedidrio e 2= resistente ao antibidtico
testado) para calculo de distancia euclidiana entre unidades amostrais. A analise de varidncia

foi realizada com auxilio do Programa Multiv (versdo 242).

RESULTADOS

Foram identificados 198 isolados de Pseudomonas aeruginosa: 53 do Ponto B; 18 do Ponto C;
42 do Ponto D; 44 do Ponto E e 41 do Ponto F. Nenhum isolado de P. aeruginosa foi
recuperado no Ponto A.

Os isolados de Pseudomonas aeruginosa do Ponto B apresentaram 77,3% de sensibilidade a
todos os antimicrobianos testados, sendo que a principal resisténcia observada foi ao
imipenem. No Ponto C, a taxa de sensibilidade a todos antimicrobianos testados foi de 44,4% e
a resisténcia dos isolados foi verificada predominantemente frente ao meropenem, sendo
55,5% resistentes aos carbapenémicos. Os isolados do Ponto D (efluente hospitalar) foram, na
sua maioria, sensiveis a todos os antibidticos testados (80,9%), com excegdo de dois isolados
que apresentaram resisténcia a imipenem, meropenem, cefepime e aztreonam. Os isolados de
Pseudomonas aeruginosa do Ponto E também apresentaram alto indice de susceptibilidade a
todos os antimicrobianos testados (65,9%), embora 34% dos isolados tenham apresentado
resisténcia aos carbapenémicos. O Ponto F apresentou 73,2% de isolados resistentes a

imipenem e/ou meropenem e 78% dos isolados com fendtipo de multirresisténcia (Tabela 1).
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A andlise de variancia por aleatorizagdo mostrou que o fator local de coleta apresenta
diferengas significativas entre os grupos analisados (p<0,05). A Tabela 2 mostra que a
comparacdo entre as amostras de agua superficial e de efluente hospitalar apresentou
diferengas significativas entre os contrastes analisados (p<0,05). Todos os contrastes

analisados mostraram diferencas significativas (p< 0,05).

DISCUSSAO

Dentre os 198 isolados de Pseudomonas aeruginosa recuperados, 71 foram provenientes de
agua superficial. O ponto A, proximo a nascente, ndo apresentou nenhum isolado de
Pseudomonas aeruginosa, talvez por nao receber efluente da Cidade de Passo Fundo e,
portanto, ndo ser um local impactado. O ponto C, a jusante do descarte do efluente hospitalar,
apresentou menor nimero de isolados do que o ponto B (a montante); talvez, o Ponto B esteja
recebendo outra fonte de contaminagdo, que tenha contribuindo para o maior nimero de
isolados. Entretanto, quanto ao perfil de susceptibilidade, os isolados do Ponto B mostraram
menor indice de resisténcia a carbapenémicos, quando comparados aos isolados do Ponto C.
Ao todo, 127 isolados foram recuperados das amostras do efluente hospitalar, sendo que o
numero de isolados de cada ponto ndo mostrou diferencgas significativas.

Diversos estudos comprovam a presenca de bactérias resistentes em agua superficial No
presente estudo, foi observada resisténcia a carbapenémicos em amostras de agua do Rio
Passo Fundo (Tabela 1), embora o fenétipo de multirresisténcia ndo tenha sido observado.
Além disso, a resisténcia ao imipenem encontrada em alguns isolados do Ponto B pode indicar
uso de antibidticos carbapenémicos na comunidade, uma vez que as aguas do Ponto B ndo
recebem efluente do HSVP, apenas efluente domiciliar e industrial. O uso doméstico de
antibidticos pode estar exercendo pressdo seletiva suficiente para permitir o aparecimento de

isolados resistentes, aumentando o problema de resisténcia na comunidade®.
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As amostras de efluente hospitalar, principalmente os pontos E e F, apresentaram alta
porcentagem de isolados resistentes a carbapenémicos e, no Ponto F especificamente, 78% de
isolados multirresistentes, com resisténcia principalmente a gentamicina, ciprofloxacina,
ceftazidima, piperacilina/tazobactam, ticarcilina/acido clavulanico, imipenem, e aztreonam. O
Ponto F drena o maior nimero de enfermarias do HSVP, além de setores de coleta
ambulatoriais e administrativos, assim, provavelmente a alta taxa de multirresisténcia tenha
ocorrido, entre outros fatores, em funcdo de agua de banho desses pacientes e por ser o
ambiente com menor nimero de Centros de Tratamento Intensivos (CTls), provavelmente
sujeito a menor controle de infecgao.

Além de substancias antimicrobianas e desinfetantes, bactérias resistentes também sdo
excretadas por seres humanos e langadas no efluente, podendo alcancar outros
compartimentos ambientais®. A pressdo seletiva exercida pelos antibiéticos normalmente
presentes no efluente hospitalar € um importante fator de selecdao de bactérias resistentes,
como as encontradas nos pontos E e F deste estudo. Por outro lado, existem muitas evidéncias
de que a resisténcia antimicrobiana ja esteja presente em ambientes naturais e que ocorra
apenas a troca de genes entre bactérias'’, fato que também pode estar ocorrendo entre os
isolados do presente estudo, uma vez que o0s principais mecanismos de resisténcia aos
antibiéticos onde foi observada resisténcia (gentamicina, ciprofloxacina, ceftazidima,
piperacilina/tazobactam, ticarcilina/acido clavulanico, imipenem, e aztreonam) sdo adquiridos
e passiveis de transferéncia horizontal.

As diferencas significativas observadas a partir da analise de contrastes de interesse (p = 0,001)
ocorrem em funcdo dos perfis de susceptibilidade dos isolados desses pontos. Quando
amostras de agua superficial (Pontos B e C) foram comparadas com amostras de efluente
hospitalar (Pontos D, E e F) observou-se diferenca significativa, que pode ser explicada,

principalmente, pelo fato de que 78% dos isolados do ponto F apresentaram o fenétipo de
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multirresisténcia, enquanto que esse fendtipo ndo foi observado nos pontos B e C. Esses dados
indicam que os isolados bacterianos presentes no efluente do HSVP apresentam um perfil de
susceptibilidade diferente das recuperadas do rio Passo Fundo. Entretanto, o fato de nove
isolados do Ponto C (n=18) apresentarem susceptibilidade reduzida ao meropenem ndo
descarta a hipdtese de que a contamina¢do dessas dguas esteja ocorrendo, de alguma
maneira, através do efluente hospitalar, pois o meropenem é um antibidtico de amplo
espectro e de uso hospitalar restrito.

Nenhum isolado multirresistente de Pseudomonas aeruginosa foi encontrado nas amostras de
agua superficial do rio Passo Fundo e, diferencas significativas foram observadas entre os
perfis de susceptibilidade dos isolados de agua superficial e efluente hospitalar. Entretanto,
um grau detectavel de resisténcia pode ser observado entre do Rio Passo Fundo, indicando
uma possivel contaminagdo por bactérias provenientes de um ambiente sob forte pressdo
seletiva, como é o ambiente hospitalar. Ambientes aqudticos contaminados podem constituir
uma rota de disseminacdo de resisténcia bacteriana para a comunidade. Assim, reduzir a
liberacdo de bactérias do ambiente hospitalar para a comunidade torna-se essencial para
evitar o surgimento de reservatdrios ambientais de resisténcia a antibidticos. Estudos de
caracterizacdo molecular adicionais devem revelar se existe ou ndo relagdo genética entre os
isolados resistentes recuperados das amostras de agua superficial e os isolados de efluente

hospitalar, indicando uma possivel rota de contaminagdo neste ambiente.
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Tabela 1 - Susceptibilidade dos isolados de Pseudomonas aeruginosa das amostras de agua

superficial (Pontos de coleta B e C) e efluente hospitalar (Pontos de coleta D, E e F).

Pontos de coleta

Dados gerais de n? isolados Pseudomonas aeruginosa (%)
susceptibilidade B (n=53) C (n=18) D (n=42) E (n=44) F (n=41)
Isolados sensiveis a todos os
antimicrobianos testados 41(77,3) 8(44,4)  34(80,9) 29(65,)9) 4(9,7)
Isolados resistentes a
imipenem e/ou meropenem 12 (22,6) 10(55,5)  6(14,3) 15 (34) 30(73,2)
Isolados multirresistentes 0(0) 0(0) 2 (4,8) 0(0) 32 (78)
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Tabela 2 - Soma de Quadrados (Q) e Probabilidades (P) encontradas a partir da andlise de

variancia analisando contrastes especificos entre amostras de agua superficial (Pontos Be C) e

esgoto hospitalar (Pontos D, E e F).

Soma de P
Fator de variac¢do: local qguadrados (Q)
Entre grupos 465,04 0,001
Contrastes
Ponto B x Pontos DEF 128,88 0,001
Ponto C x Pontos DEF 108,95 0,001
Pontos BC x Pontos DEF 180,7 0,001
Dentro de grupos 227,84
Total 692,87
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3.2 Artigo 2: Spread of Metallo-B-lactamases: Screening reveals the

presence of a blaspm-1 gene in hospital sewage in southern Brazil

Artigo aceito para publicacdo na revista “Brazilian Journal of

Microbiology”.
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Spread of Metallo- B-lactamases: Screening reveals the presence of a bla spm-1

gene in hospital sewage in southern Brazil

Abstract: Of 396 Pseudomonas aeruginosa strains isolated from hospital sewage, the
blaspm.s gene was confirmed in nine. This is the first report of environmental P.
aeruginosa strains carrying the blaspy.; gene in Brazil. The carbapenem resistance,
already disseminated among clinical isolates, has been detected among environmental
isolates.

Key words: Metallo-B-Lactamases, hospital sewage, P. aeruginosa, bacterial

resistance

Disseminacgédo de Metalo- B-Lactamases: Triagem revela a presenca do gene

blaspm.1 €m efluente hospitalar no Sul do Brasil

Resumo: Ao todo, 396 isolados de Pseudomonas aeruginosa foram estudados. O
gene blaspy.1 foi encontrado em nove isolados de efluente hospitalar. Este estudo é o
primeiro relato de isolados ambientais de P. aeruginosa com o gene blaspy.; N0 Brasil.
A resisténcia aos carbapenémicos, amplamente disseminada entre isolados clinicos, ja
€ detectada em isolados ambientais.

Palavras-chave: Metalo-B-Lactamases, efluente hospitalar, P. aeruginosa, resisténcia

bacteriana

Metallo-B-lactamases (MBLs) are emerging worldwide as a source of acquired
carbapenem resistance in Gram-negative bacteria, especially Pseudomonas
aeruginosa, Acinetobacter sp. and Enterobacteriaceae. A particular concern is that

acquired MBL genes are located on integron structures that reside on mobile genetic
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elements such as plasmids or transposons (17), thus enabling widespread
dissemination. The emergence of these enzymes drastically compromises effective
treatments of infections by these microorganisms, since MBLs are capable of
hydrolyzing most B-lactams, including carbapenems, and are not susceptible to
inhibitors. During the last few years, several MBL-producing bacteria have been
reported in Brazil (4, 6, 7, 10, 12,15). These isolates were found almost exclusively in
hospital settings. Recently, a Pseudomonas pseudoalcaligenes VIM-2 strain was
isolated outside hospital boundaries, from hospital sewage. This finding suggests that
the ongoing spread of the blayy., is occurring simultaneously in several dimensions,
since it can now be found in different environments and in several bacterial species
(13). Another study revealed the presence of blay., in two unrelated P. aeruginosa
strains from aquatic environments (14). The release of antibiotic-resistant bacteria into
the community is a particular concern, since they might proliferate in soil and surface
water, persist and spread in different environments, and transfer antibiotic-resistance
genes among different species (3). However, the role and the presence of outside
hospital niches acting as a reservoir for bacteria that carry acquired MBLs genes is still
poorly established, and there is a need for further evaluation. Because the blaspy.s MBL
gene is the most prevalent in Brazil, its presence was evaluated in P. aeruginosa
isolates from hospital sewage and surface-water samples, in order to obtain
epidemiological data on the spread and dissemination of this gene in environmental
samples in southern Brazil. This is the first report of environmental P. aeruginosa
strains carrying a blaspm.1 like gene. Sewage samples were collected from the Hospital
S&ao Vicente de Paulo (HSVP), located in Passo Fundo, Rio Grande do Sul (RS),
Brazil, and the Hospital Divina Providéncia (HDP), located in Porto Alegre, RS, Brazil.
Samples were also collected from waterbodies upstream and downstream of the

hospitals' sewage discharge outlets (Table 1). Samples of 1 L of surface water or

41



hospital sewage were collected in sterile bottles and stored at 4° C until processing.
Aliquots of 100 mL were filtered on membranes of mixed esters of 0.45 um porosity.
The membranes were then transferred to the selective asparagine broth. The
appearance of green fluorescence under ultraviolet light was considered a positive
result. Aliquots of 100 ul from the positive tubes were transferred to acetamide broth
and subsequent isolation in acetamide agar, for selection of the characteristic colonies.
Biochemical tests and amplification of 16S rDNA were used to identify all P. aeruginosa
strains (16). Susceptibility was determined by the disk-diffusion method according to
CLSI guidelines (5). The isolates were screened for MBL production using the 2-
mercaptopropionic acid double-disk potentiation method and the imipenem-EDTA
double-disk synergy test (1,19). The MBL Etest (AB Biodisk, Solna, Sweden) was used
as a further test of MBL production. The MBL Etest was only done with the isolates that
showed reduced susceptibility to imipenem and/or meropenem. The presence of the
blaspm1 gene was determined by polymerase chain reaction (PCR) with the following
pair of primers: SPMF (5’- TCG GAT CAT GTC GAC TTG CC -3’) and SPMR (5'- CCT
TCG CTT CAG ATC CTC GT -3’). P. aeruginosa SPM-1 producer was used as a
positive control in PCR amplification reactions. The PCR fragments were confirmed by
sequencing. A total of 198 P. aeruginosa strains were recovered from HSVP (Table 1).
Among these, 78 isolates showed reduced susceptibility to imipenem and/or
meropenem, and were submitted to the MBL Etest, where 7.8% (n= 6) of the isolates
showed positive results. From HDP, 198 isolates were recovered (Table 1). Eleven
isolates showed reduced susceptibility to imipenem and/or meropenem, and were also
submitted to the MBL Etest. Of these, 27.3% (n=3) showed positive results, including
H9, H11 and H12 strains. All isolates were susceptible to polymyxin B. The H8, H9,
H11, H12 and H13 strains from HDP were resistant to all antimicrobials tested, except
for piperacillin-tazobactam, aztreonam and polymyxin B. The blaspy: gene was

detected by PCR amplification among four strains from the HSVP (strains D30, F3, F7
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and F20). Five isolates (strains H8, H9, H11, H12 and H13) from Point H hospital
sewage were confirmed with the 344 bp fragment of blaspm.s gene in HDP. Sequence
analysis of the fragments showed 100% identity with the blaspy.; gene of P. aeruginosa
(accession number DQ145284).The accession humber for the sequences of the PCR
fragments from H8, H9, H11l H12 and H13 isolates, are FJ197850, FJ197851,
FJ197852, FJ197853 and FJ197854, respectively. Great variability was seen in the
resistance profile among the different isolates from hospital sewage and surface water.
The P. aeruginosa isolates from HSVP showed imipenem and/or meropenem
resistance in samples taken at all points, including Passo Fundo River points B and C.
Point C isolates averaged 55.5% imipenem and/or meropenem resistance, but no
multiresistant strains were detected (Table 2). The high percentage of carbapenem,
resistance observed in a strain from Point C suggests that selection has occurred in
this environment; it possibly originated from the HSVP activities, since this point is
located downstream from the HSVP sewage discharge. Point B averaged 22.6%
carbapenem resistance. Although this point is located upstream from the HSVP
sewage outlet, it seems that this area receives hospital sewage and also domestic
effluents. This type of resistance may indicate the degree of selection exerted by the
indiscriminate use of antibiotics in a community setting. The domestic use of
antimicrobials has expanded, and may be exercising enough selection pressure to
permit the appearance of resistance profiles, therefore confirming the problem of
resistance in the community (2). It is generally assumed that antibiotic use has a
significant impact on bacterial resistance rates. Lepper et al. (2002) demonstrated that
the consumption of imipenem was correlated with 3-lactam resistance in P. aeruginosa,
in a hospital setting. This behavior must have also occurred in the community setting of
the present study. The percentage of carbapenem resistance from HDP was much
lower than HSVP, and the number of multiresistant strains was also lower (Table 2).

This difference may be a function of the smaller size of the HDP, which accepts
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approximately 9,000 internments per year; the HSVP accepts around 28,000
internments. Recently, clinical isolates of P. aeruginosa producing SPM-1 were
reported in the S&8o Lucas Hospital (SLH) and the Hospital de Clinicas de Porto Alegre
(HCPA), Porto Alegre, RS, Brazil (19). It is important to note that the five isolates with
positive SPM-1 results found in the present study (strains H8, H9, H11, H12 and H13)
were collected from locations that are geographically distant from the health institutions
mentioned by Zavascki et al. (2006), and that there was no physical link between SLH,
HCPA and HDP. Nevertheless, the presence of the blaspy.s gene in the five strains
found in the present study suggests that genes carrying antibiotic resistance
associated with the clinical setting might be continuously contaminating the community
environment through wastewater discharge. High rates of carbapenem resistance were
found in P. aeruginosa strains from this study, especially in HSVP isolates (Table 2).
Many isolates showed a positive MBL screening test, but did not have the blaspy.1
gene. Because they were previously detected in clinical isolates of P. aeruginosa in
Porto Alegre, RS, the genes blayri and blayw.: were also investigated by PCR;
however, neither of these was detected in the present study (7, 11). Therefore, these
isolates may be carrying another type or another allele variant of the MBL gene, or may
even show another mechanism of resistance to the carbapenems.

It is noteworthy that poor sanitation and proper care with hospital effluents is not
observed, and these effluents are often discharged completely untreated into
waterbodies. These waterbodies receiving effluents containing strongly selected
bacteria can constitute an important route of transfer of multiresistance between
hospital (high-selection compartments) and the community. This study is the first report
of an environmental P. aeruginosa strain carrying the blaspym.. gene in Brazil. It now
seems clear that this type of carbapenem resistance has already crossed the hospital
boundaries. Reducing the release of bacteria or genetic elements from the clinical

setting into the community is becoming a critical issue, to avoid the buildup of
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environmental reservoirs of antibiotic resistance. Not only is the case of transfer of
genetic resistance elements in the environment a reminder for proper hygiene, but it is
also illustrates the importance of reducing the use of antimicrobial agents so as
decrease the level of antimicrobial resistance among bacteria. There is general
agreement that the pool of resistance genes in the environment is amplified by the use
of antimicrobial agents (8). Minimizing the use of antimicrobial agents will reduce the
risk of spread of resistance factors in the environment, securing the continuous benefit
of antimicrobial drugs.
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Table 1 — Description of sampling points, and numbers of isolates recovered from the

different points of Hospital S&o Vicente de Paulo (HSVP) and Hospital Divina

Providéncia (HDP).
HSVP HDP
Sample Number Description Sample Number Description
point of point of
isolates isolates
A 0 Passo Fundo River G 56 Hospital sewage
near its source, 11,5
Km from HSVP
B 53 Passo Fundo River H 50 Hospital sewage
800 m upstream of
hospital sewage
discharge
C 18 Passo Fundo River 44 Gruta Streamlet
600 m downstream
of hospital sewage
discharge
D 42 Hospital sewage J 31 Cascata Arroyo
downstream of
hospital sewage
discharge
E 44 Hospital sewage K 17 Cascata Arroyo
upstream of
hospital sewage
discharge
F 41 Hospital sewage
Total 198 Total 198
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Table 2 — Susceptibility results from P. aeruginosa isolates from Hospital Sdo Vicente

de Paulo (HSVP) and Hospital Divina Providéncia (HDP).

HSVP sample points

(n° isolates / %)

HDP sample points

(n° isolates / %)

B C H I J K
Susceptibility to all 41/ 8/ 34/ 29/ 4/ 37/ 40/ 41/ 28/ 15/
antimicrobialstested 773 444 809 659 97 66 80 932 903 882
Resistance to |PM and/or 12/ 10/ 6/ 15/ 30/ 1/ 9/ 1/ o/ 1/
MER 226 555 143 34 73.2 1.8 18 2.3 0 5.9
Resistance to at least four o/ o/ 2/ o/ 32/ o/ 6/ o/ o/ o/
antimicrobial classes 0 0 48 0 78 0 12 0 0 0

IPM = Imipenem, MER = Meropenem
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3.3Artigo 3: Antimicrobial-resistant Pseudomonas aeruginosa from
hospital sewage and superficial water: are they genetically

related?

Artigo a ser submetido para publicagdo na revista “International

Journal of Hygiene and Environmental Health”.
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Pseudomonas aeruginosa resistentes a antimicrobianos isoladas de
esgoto hospitalar e agua superficial: estdo elas ge  neticamente
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RESUMO

Diversos estudos relatam a presenca de Pseudomonas aeruginosa resistentes
aos antimicrobianos em amostras ambientais, como esgoto hospitalar e agua
superficial. Para inferir sobre este tipo de contaminacéo, este estudo avaliou a
contribuicdo do esgoto hospitalar na disseminacao de P. aeruginosa resistentes
no ambiente aquatico, através da analise do perfil de susceptibilidade aos
antimicrobianos e similaridade genética pela ERIC-PCR. Foram coletadas
amostras de esgoto de dois hospitais localizados no Rio Grande do Sul, Brasil,
e amostras de agua dos respectivos corpos d'agua que recebem esses
esgotos. A susceptibilidade dos isolados foi avaliada por disco-difusédo e a
genotipificacdo realizada pela ERIC-PCR. A ocorréncia de resisténcia foi maior
entre os isolados de esgoto hospitalar e o fendtipo de multirresisténcia sé foi
observado em isolados de esgoto hospitalar. Os padrbes da ERIC-PCR né&o
revelaram relacao clonal entre isolados de P. aeruginosa de esgoto hospitalar e
agua superficial; ao contrario, mostraram que populacdes geneticamente
distintas estado estabelecidas nos diferentes ambientes e que, provavelmente,
outras fontes de contaminacdo, que ndo os esgotos hospitalares estudados,
estejam contribuindo para a presenca dos isolados de P. aeruginosa
resistentes a antimicrobianos nos corpos d agua.

Palavras chave: Pseudomonas aeruginosa. ERIC-PCR. Resisténcia

bacteriana. Esgoto hospitalar. Agua superficial.
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Introducao

Diversas bactérias resistentes a antimicrobianos e diferentes genes de
resisténcia tém sido detectados em amostras ambientais, como esgoto
hospitalar (Iversen et al., 2002; Fuentefria et al., 2008a; Fuentefria et al., 2008b;
Tumeéo et al., 2008) lodo ativado (Reinthaler et al., 2003; Prado et al., 2008),
esgoto doméstico (Tennstedt et al., 2003) e aguas de rios contaminadas por
esgoto (Costanzo et al., 2005). A ocorréncia de ambientes fortemente seletivos,
como o ambiente hospitalar, leva a um aumento da freqiiéncia de bactérias
resistentes a antimicrobianos, as quais sdo liberadas no esgoto hospitalar
(Meirelles-Pereira et al., 2002; Prado et al., 2008). Em paises em
desenvolvimento, como o Brasil, 0 esgoto hospitalar € muitas vezes drenado
para o sistema de esgoto municipal, que por sua vez, é lancado em corpos
d"agua, como rios, lagos e oceanos, sem tratamento prévio.

Alguns microrganismos de importancia médica, como Pseudomonas
aeruginosa, podem manter-se por longos periodos em ambientes como corpos
d"agua, formando rotas de disseminacéo e reservatorios ambientais de genes
de resisténcia (Meirelles-Pereira et al., 2002). A P. aeruginosa € um
microrganismo com caracteristicas ubiquitarias, presente na agua, solo e
plantas, sendo responsavel por uma proporcdo bastante significativa de
infeccbes nosocomiais (Blanc et al., 1998). H4 uma grande preocupacéo com
patdgenos nosocomiais uma vez que existe a tendéncia de adquirirem novos
mecanismos de resisténcia (Livrelli et al.,, 1996). Nesse sentido, a P.
aeruginosa € particularmente problematica por sua resisténcia intrinseca a

diversas classes de antimicrobianos e sua habilidade de adquirir resisténcia a
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praticamente todos os antimicrobianos efetivos (Gad et al., 2007). Todas essas
caracteristicas fazem da P. aeruginosa um microrganismo satisfatério para
monitorar a resisténcia aos antimicrobianos no ambiente. Para avaliar a
contribuicdo de esgoto hospitalar na disseminacédo de genes de resisténcia, é
importante conhecer o padrédo de resisténcia de isolados de P. aeruginosa que
sdo lancados, através do esgoto hospitalar, em corpos d’agua, bem como
comparar o perfil molecular de isolados recuperados de amostras de esgoto
hospitalar e agua superficial. Com esse enfoque, 0 presente estudo avaliou a
contribuicdo de um esgoto hospitalar na disseminacdo de Pseudomonas
aeruginosa para o ambiente aquatico; para isso, isolados de esgoto hospitalar
e agua superficial foram caracterizados quanto ao perfil de susceptibilidade aos

antimicrobianos e similaridade genética pela ERIC-PCR.

Material e Métodos

Ambiente de estudo

As amostras foram coletadas nos meses de Outubro de 2005 (Coleta 1) e
Marco de 2007 (Coleta 2) de esgotos de dois hospitais no Rio Grande do Sul,
Brasil. No mesmo periodo, foram coletadas amostras de agua superficial dos
corpos d’agua que recebem esses esgotos hospitalares. O Hospital S&o
Vicente de Paulo (HSVP), localizado em Passo Fundo, RS, possui 635 leitos e
realiza cerca de 28.000 internacbes ao ano. O Hospital Divina Providéncia
(HDP), localizado em Porto Alegre, RS possui 150 leitos e realiza cerca de
9.000 internacdes ao ano.

Amostragem de esgoto hospitalar e agua superficial
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As amostras de agua superficial foram coletadas no Rio Passo Fundo, em um
ponto a jusante e outro a montante do descarte do esgoto hospitalar (Pontos B
e C, respectivamente). O esgoto do HSVP apresenta trés pontos de descarte
de esgoto na rede canalizada da cidade de Passo Fundo e as amostras foram
coletadas nestes pontos, designados Pontos D, E e F. No HDP, as amostras
foram coletadas em dois pontos de descarte de esgoto (Pontos G e H). As
amostras de agua superficial foram coletadas em um ponto a jusante e outro a
montante do Arroio Cascata (Pontos J e K, respectivamente) e em um ponto do
Riacho da Gruta (Ponto I), ambos localizados proximo ao HDP. Para facilitar a
analise, os Pontos B a F (HSVP e Rio Passo Fundo) foram denominados de
Ambiente | e os Pontos G a K (HDP, Arroio Cascata e Riacho da Gruta) de
Ambiente II.

Isolamento e identificacdo de Pseudomonas aeruginosa

Amostras de 1 L de esgoto e de agua superficial foram coletadas em garrafas
estéreis e mantidas refrigeradas até o processamento, por um periodo maximo
de 8 horas. Aliqguotas de 100 mL das amostras de esgoto e agua superficial
foram concentradas por filtracdo em membranas de ésteres mistos de 0,45 um
de porosidade. As membranas foram transferidas para o caldo seletivo
asparagina e incubadas a 37°C por 24-48 horas. A producéo de fluorescéncia
verde sob luz ultravioleta no caldo indicou um teste presuntivo positivo para
Pseudomonas aeruginosa. Aliquotas de 1 mL do caldo asparagina foram
transferidas para caldo acetamida e incubadas a 37°C por 24 horas. O
desenvolvimento de coloragdo rosa indicou presenca de P. aeruginosa.

Aliguotas de 100 ul foram entdo transferidas para placas com agar acetamida
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para selecdo de colbnias caracteristicas. Os isolados foram fenotipicamente
identificados pela coloracdo de Gram e por provas bioquimicas classicas:
citocromo-oxidase, reducdo de nitrato, oxidacdo e fermentacdo da glicose e
lactose, motilidade, producéo de H,S e producao de pioverdina. A identificacao
fenotipica foi confirmada pela amplificacdo de um fragmento do 16S rDNA
(Spilker et al., 2004).

Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos

O perfil de susceptibilidade dos isolados de P. aeruginosa foi determinado pela
técnica de disco-difusdo de acordo com as normas do CLSI (Clinical Laboratory
Standards Institute, 2007). Os seguintes antibioticos foram testados: amicacina
(30pg), gentamicina (10ug), ciprofloxacina (5ug), ceftazidima (30ugQ),
piperacilina-tazobactam (100ug/10ug), ticarcilina-acido clavulanico (75ug/
10ug), imipenem (10ug), meropenem (10ug), cefepime (30ug), aztreonam
(30ug) e polimixina B (300ug). Isolados resistentes a pelo menos quatro
classes distintas de antimicrobianos foram considerados multirresistentes. A
cepa P. aeruginosa ATCC 27853 foi utilizada como controle de qualidade dos
testes de sensibilidade.

Genotipificacao

A similaridade genética entre os isolados foi avaliada pela Reacdo da
Polimerase em Cadeia das sequéncias Intergénicas Repetidas de
Enterobactérias (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus Polymerase
Chain Reaction - ERIC-PCR). O DNA genbmico foi preparado pela técnica
descrita por Agarwal et al. (2002). A regido adjacente ao ERIC foi amplificada

com os primers ERIC1 e ERIC2 (Versalovic et al, 1991). A mistura da PCR foi
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realizada em um volume final de 30 pl, consistindo de 8 pl de DNA gendmico,
5,5 mM de MgCl, 1,25 mM de cada dNTP, 400 ng de cada primer e 2 U de Taq
DNA-polimerase (Invitrogen). A PCR foi realizada com as seguintes condicdes:
desnaturacao inicial a 95°C por 7 minutos, 30 ciclos de 94°C por 1 minuto,
51°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto e 30 segundos e, uma extenséao final a
72°C por 15 minutos. Os amplicons resultantes foram visualizados em gel de
agarose 2% acrescido do polimero Synergel (BioAmerica) em Tampao Tris-
Borato (89mM Tris, 89 mM H3BO3, 2 mM EDTA, pH 8,3) corado com brometo
de etideo (0,5 pug/mL).
Analise dos dados
Os padrdes da ERIC-PCR foram convertidos em uma matriz binaria (1,
presenca; 0, auséncia) e analisados com o programa SPSS (versao 11.5). A
analise de agrupamentos foi realizada utilizando o método UPGMA
(unweighted pair-group method with average linkages) dos coeficientes de
Jaccard. O indice diversidade de Shannon-Weaver (H’) foi calculado para
amostras de esgoto e de agua superficial dos Ambientes | e I, utilizando a
férmula H=C/N (N x log N — Zn; x log n;), onde n; corresponde ao namero de
isolados com o mesmo perfil ERIC-PCR, N corresponde ao numero total de
isolados e C uma constante com valor igual a 2.3 (Borges et al., 2003).
Resultados

Foram recuperados 198 isolados de Pseudomonas aeruginosa do
Ambiente |, sendo 53 do Ponto B, 18 do Ponto C, 42 do Ponto D, 44 do Ponto
E e 41 do Ponto F e, 198 isolados do Ambiente I, sendo 56 do Ponto G, 50 do

Ponto H, 44 do Ponto I, 31 do Ponto J e 17 do Ponto K, totalizando 396
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isolados. Os isolados de P. aeruginosa apresentaram 29 perfis de resisténcia
diferentes, sendo que alguns perfis foram mais frequentes e outros permitiram
a diferenciacéo entre pontos de coleta (Tabela 1). Observou-se uma tendéncia
de indices de sensibilidade mais elevados entre isolados provenientes de
amostras de agua superficial, independente do local de coleta (Pontos B, C, I,
J, K), quando comparados a isolados de esgoto hospitalar (Pontos D, E, F, G,
H). Os perfis de resisténcia 3, 4, 6, 7, 8, 10, 11, 12, 13, 14, 17, 18, 20 e 21
foram encontrados exclusivamente em isolados do Ambiente | e os perfis de
resisténcia 23, 24, 26 e 27 em isolados do Ambiente Il. Os perfis de resisténcia
1 e 2 foram os Unicos comuns aos dois ambientes estudados (Tabela 1). Todos
os isolados apresentaram sensibilidade a polimixina B. O fendtipo de
multirresisténcia foi encontrado somente em isolados de esgoto hospitalar,
sendo observado em 85,4% dos isolados do Ponto F e em 12,0% dos isolados
do Ponto H (Tabela 1).

Os isolados de P. aeruginosa submetidos a genotipificagdo pela ERIC-
PCR foram selecionados com base no seu perfil de resisténcia, dando énfase a
isolados com susceptibilidade reduzida a pelos menos trés classes de
antimicrobianos diferentes. Cento e dois isolados de Pseudomonas aeruginosa
do Ambiente | e 21 isolados do Ambiente Il foram analisados. Os padrdes de
ERIC-PCR dos isolados de P. aeruginosa do Ambiente | apresentaram alta
diversidade, com 3 a 12 amplicons variando de 201 até 2807 pb. Os padrdes
de ERIC-PCR dos isolados do Ambiente Il apresentaram de 3 a 9 amplicons,
variando de 201 a 1064 pb. No Ambiente I, os 102 isolados formaram seis

grupos constituidos por mais de trés isolados, denominados Cluster 1 a Cluster
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6, em um nivel de similaridade de 70%. Os grupos formados com 70% de
similaridade foram formados por isolados provenientes do mesmo ponto de
coleta e da mesma origem, ou seja, por isolados de esgoto hospitalar ou de
agua superficial, sempre provenientes do mesmo ponto de coleta. A excecéo
foi o Cluster 3, formado por dois sub-grupos, 3a e 3b, em 80% de similaridade.
O sub-grupo 3a foi constituido por isolados de agua superficial e o sub-grupo
3b por isolados de esgoto hospitalar. O perfil de resisténcia dos isolados
mostrou ser o0 mesmo dentro dos grupamentos formados, com excecdo do
Cluster 5, formado pelos sub-grupos 5a e 5b, que apresentou isolados com os
seguintes perfis de resisténcia: 4, 7, 8, 10, 13 e14 no sub-grupo 5b (Figura 1).
No Ambiente Il, 21 isolados foram divididos em cinco grupos principais em um
nivel de similaridade de 70% (Cluster 1 a Cluster 5), seguindo a origem da
amostra. Isolados provenientes de amostras de esgoto hospitalar somente
agruparam com isolados de agua superficial em um nivel de similaridade
inferior a 35%. Assim como no Ambiente |, os grupos foram formados por
isolados com perfil de resisténcia idéntico ou muito semelhante (Figura 2).
Todos os grupos foram formados por isolados coletados huma mesma ocasiao,
com excecao dos Clusters 1 e 3 do Ambiente | e, dos Clusters 3 e 5 do
Ambiente Il (Figuras 1 e 2).

O indice de diversidade de Shannon-Weaver (H’) dos perfis de ERIC-
PCR foi maior entre os isolados de P. aeruginosa do Ambiente I, tanto para
amostras de esgoto hospitalar quanto de agua superficial. Os indices de
diversidade (H") dos Ambientes | e Il foram de 3,88 e 2,66, respectivamente.

Os indices de diversidade para as amostras de agua superficial dos Ambientes
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| e Il foram de 2,90 e 2,14, respectivamente e, para as amostras de esgoto
hospitalar foram de 3,43 e 2,16 para os Ambientes | e Il, respectivamente.
Discusséao

Os resultados mostraram diferencas no perfil de resisténcia e na
frequéncia de multirresisténcia entre isolados de Pseudomonas aeruginosa de
esgoto hospitalar e agua superficial, sendo a ocorréncia de resisténcia e
multirresisténcia muito maior em isolados de esgoto hospitalar. A avaliacdo dos
perfis de resisténcia permitiu identificar padrdes especificos de um ambiente ou
ponto de coleta. Nas amostras de esgoto hospitalar do Ambiente |, observou-se
resisténcia a diferentes classes de antimicrobianos, mas, principalmente a [3-
lactamicos. Esse dado € preocupante, pois tais microrganismos poderiam
contribuir, em nivel ambiental, para a disseminacédo de genes de resisténcia e
estabelecimento de focos de contaminagcdo, bem como influenciar o uso de
drogas B-lactamicas no controle de doencas infecciosas. O descarte de esgoto
hospitalar ndo tratado contendo bactérias resistentes a antimicrobianos é um
problema de saude publica, uma vez que oferece risco a populacéo.
Entretanto, os dados de susceptibilidade deste estudo mostram que os isolados
resistentes encontrados no esgoto hospitalar ndo estdo sendo recuperados nos
respectivos corpos d’agua, independente de nao haver tratamento do esgoto
hospitalar.

As diferencas nos perfis de resisténcia entre amostras de esgoto e agua
superficial encontradas podem refletir tipos de exposicdo diferentes. No
presente estudo, a resisténcia a ciprofloxacina foi observada somente em

isolados de esgoto hospitalar. Esse fato pode ter ocorrido pela exposicdo a
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altas concentracfes de fluoroquinolonas presentes no ambiente hospitalar, as
quais podem induzir mutacées na DNA girase ou uma hiper-expressédo de
sistemas de efluxo (Zhang et al., 2001; Nakajima et al., 2002). Além disso,
desinfetantes como triclosan e compostos quaternarios de amonio, muito
utilizados em ambiente hospitalar, sdo substratos de sistemas de efluxo em P.
aeruginosa, podendo também induzir sua hiper-expressao (Chuanchuen et al.,
2001). O sistema de efluxo MexAB-OprM é expresso constitutivamente em P.
aeruginosa e contribui para a resisténcia intrinseca a diversos antimicrobianos,
incluindo  fluoroquinolonas, B-lactamicos, tetraciclina, macrolideos,
cloranfenicol, novobiocina, trimetoprim e sulfonamidas. Resisténcia a alguns
desse antimicrobianos foram também observadas entre os isolados de P.
aeruginosa que apresentaram resisténcia a ciprofloxacina. Além dos
antimicrobianos de importancia meédica, o sistema MexAB-OprM também
exporta corantes e detergentes (Poole, 2002). Dados semelhantes aos do
presente estudo foram encontrados por Tuméo et al. (2008) ao avaliarem o
perfil de susceptibilidade de isolados clinicos e ambientais de P. aeruginosa,
sendo que isolados de esgoto hospitalar apresentaram resisténcia mediada
principalmente pela hiper-expresséo de sistemas de efluxo.

A disseminacao da resisténcia bacteriana atraves do esgoto hospitalar é
causa de preocupacao, principalmente para espécies hidrofilicas que, como a
P. aeruginosa, podem fazer do esgoto seu habitat natural. A tipificacdo por
ERIC-PCR dos isolados de P. aeruginosa revelou alta diversidade nos dois
ambientes estudados, indicando multiplas origens. Entretanto, o achado de

isolados geneticamente relacionados em diferentes pontos de coleta do

61



Ambiente Il (Figura 2, Clusters 3 e 5), implica que uma disseminacéo clonal
destas cepas possa ter ocorrido. O achado de isolados idénticos ou
intimamente relacionados no mesmo ponto coleta, porém coletados em
diferentes ocasifes, indica que essas cepas estdo persistindo no ambiente ou
sendo constantemente lancadas por um reservatério como o0 hospital
(Ambiente I, Clusters 1 e 3; Ambiente II, Clusters 3 e 5). Por outro lado, os
demais grupos foram formados por isolados do mesmo ponto de coleta,
coletados na mesma ocasido, indicando que ha uma sucessdo (ou
modificacdo) de populagbes de P. aeruginosa ao longo do tempo. Em um
estudo realizado por Tuméo et al. (2008), entre isolados clinicos e de esgoto
hospitalar de P. aeruginosa, nenhum isolado clinico multirresistente foi
recuperado no esgoto. Em outro estudo, a relacédo genética de 573 isolados de
P. aeruginosa ambientais e clinicos foi examinada através da PFGE e indicou
que variantes intimamente relacionadas de um clone principal persistiram em
habitats separados espacial e temporalmente (R6mling et al.,1994).

Os indices de diversidade de Shannon-Weaver (H") encontrados para
amostras de esgoto hospitalar foram superiores aos de amostras de agua
superficial, nos Ambientes | e Il. Provavelmente, o esgoto tenha servido como
um ambiente favoravel ao desenvolvimento de bactérias geneticamente mais
diversas. De maneira geral, o maior indice de diversidade foi encontrado entre
os isolados de P. aeruginosa do Ambiente |, o que pode ser evidenciado pelo
baixo numero de grupos formados no dendrograma e pelo grande numero de
perfis de ERIC-PCR diferentes encontrados. Embora os indices de diversidade

encontrados nas amostras de agua superficial sejam menores que os das
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amostras de esgoto hospitalar, eles sdo elevados, indicando que o proprio
esgoto hospitalar pode ter contribuido para a diversidade dos isolados de P.
aeruginosa de agua superficial.

Os isolados de P. aeruginosa avaliados no presente estudo formaram
grupos fenotipicos e genotipicos de acordo com sua origem: esgoto hospitalar
e agua superficial, indicando que outras fontes de contaminacdo, que ndo os
esgotos hospitalares estudados, estejam contribuido para a presenca dos
isolados de P. aeruginosa nos corpos d’agua. Apesar dos resultados
encontrados neste estudo, é consenso geral que a selecéo e disseminacao de
bactérias resistentes no ambiente deve ser evitada, a fim de garantir um
tratamento eficaz contra doencas infecciosas e manter o balanco ecoldgico
ambiental favoravel a microbiota de bactérias susceptiveis. O uso
indiscriminado de antimicrobianos pode romper esse balanco em favor de
bactérias resistentes e, 0 esgoto hospitalar em especial, desempenha um papel
crucial na selecéo de resisténcia bacteriana (Guardabassi et al., 1998)
Agradecimentos
Agradecemos as Comissfes de Controle de Infeccdo Hospitalar (CCIFH) dos
hospitais estudados por permitirem a coleta das amostras de esgoto e
divulgacdo dos resultados. Este estudo teve o suporte financeiro da CAPES-

PROF.

Referéncias
Agarwal, G., Kapil, A., Kabra, S.K., Chandra, R., Diwedi, S.N. 2002.
Phenotypic & genotypic variants of pseudomonas aeruginosa isolated from

children with cystic fibrosis in India. Ind. J. Med. Res 116, 73-81

63



Blanc, D.S., Petignat, C., Janin, B., Bille, J., Francioli, P. 1998. Frequency and
molecular diversity of Pseudomonas aeruginosa upon admission and during
hospitalization: a prospective epidemiologic study. Clin Microbiol Infect 4,
242-247.

Borges, L. G. A., Dalla Vechia, V., Cor¢cdo, G. 2003. Characterization and
genetic diversity via REP-PCR of Escherichia coli isolates from polluted
waters in southern Brazil. FEMS. Microbiol. Ecol 45, 173-180.

Chuanchuen, R., Beinlich, K., Hoang, T.T., Becher, A., Karkhoff-Schweizer,
R.R., Schweizer, H.P. 2001. Cross-Resistance between Triclosan and
Antibiotics in Pseudomonas aeruginosa Is Mediated by Multidrug Efflux
Pumps: Exposure of a Susceptible Mutant Strain to Triclosan Selects nfxB
Mutants Overexpressing MexCD-OprJ. Antimicrob. Agents. Chemother 45,
428-432.

Clinical Laboratory Standards Institute. Performance Standards for
Antimicrobial Susceptibility Testing; Seventeenth Informational Supplement.
M100-S17. National Committee for Clinical Laboratory Standards, Wayne,
Pa.

Costanzo, S.D., Murby, J., Bates, J. 2004. Ecosystem response to antibiotics
entering the aquatic environment. Mar. Pollut. Bull. 51, 218-223.

Fuentefria, D.B., Ferreira, A.E., Graf, T., Corcdo, G. 2008a. Pseudomonas
aeruginosa: disseminacdo de resisténcia antimicrobiana em efluente

hospitalar e agua superficial. Ver Soc Bras Med Trop. 41, 470-473.

64



Fuentefria, D.B., Ferreira, A.E., Gréaf, T., Cor¢cao, G. 2008b. Spread of Metallo-
B-lactamases: Screening reveals the presence of a blaspy.1 gene in hospital
sewage in southern Brazil. Braz. J. Microbiol in press.

Gad, G.F., EI-Domany, R.A., Zaki, S., Ashour, H.M. 2007. Characterization of
Pseudomonas aeruginosa isolated from clinical and environmental samples
in Minia, Egypt: prevalence, antibiogram and resistance mechanisms. J.
Antimicrobial. Chemother.60, 1010-1017.

Guardabassi, L., Petersen, A., Olsen, J., Dalsgaard, A. 1998. Antibiotic
resistance in Acinetobacter spp. isolated from sewers receiving waste
effluent from a hospital and a pharmaceutical plant. Appl. Environ. Microbiol
61, 3499-3502.

Iversen,A., Kuhn, 1., Franklin, A., Mdllby, R. 2002. High Prevalence of
Vancomycin-Resistant Enterococci in Swedish Sewage. Appl. Environ.
Microbiol 68, 2838-2842.

Livrelli, V., De Champs, C., Di Martino, P., Darfeuille-Michaud, A., Forestier, C.,
Joly, B. 1996. Adhesive properties and antibiotic resistance of Klebsiella,
Enterobacter, and Serratia clinical isolates involved in nosocomial infections.
J. Clin. Microbiol 34: 1963-1969.

Meirelles-Pereira, F., Pereira, A.M.S., Silva, M.C.G., Gongalves, V.D., Brum,
P.R., Castro, E.A.R., Pereira, A.A., Esteves, F.A., Pereira, J.AAA. 2002.
Ecological aspects of the antimicrobial resistance in bacteria of importance to
humans infections. Braz. J. Microbiol 33, 287-293.

Nakajima, A., Sugimoto, Y., Yoneyama, H., Nakae, T. 2002. High-Level

Fluoroquinolone Resistance in Pseudomonas aeruginosa Due to Interplay of

65



the MexAB-OprM Efflux Pump and the DNA Gyrase Mutation. Microbiol.
Imunol 6, 391-395.

Poole, K. 2002. Outer Membranes and Efflux: The Path to Multidrug Resistance
in Gram- Negative Bacteria. Curr. Pharm. Biotech. 3, 77-98.

Prado, T., Pereira, W.C., Silva, D.M. Seki, L.M., Carvalho, A.P.D’A., Asensi,
M.D. 2008. Detection of extended-spectrum-B-lactamase-producing
Klebsiella pneumoniae in effluents and sludge os a hospital sewage
tretament plant. Lett. Appl. Microbiol. 46, 136-141.

Reinthaler, F.F., Posch, J., Feierl, G., Wust, G., Haas, D., Ruckenbauer, G.,
Mascher, F., Marth, E. 2003. Antibiotic resistance of E. coli in sewage and
sludge. Water Res 37, 1685-1690.

Romling, U., Wingender, J., Muller, H., Tummler, B. 1994. A Major
Pseudomonas aeruginosa Clone Common to Patients and Aquatic Habitats.
Appl. Environ. Microbiol 60, 1734-1738.

Spilker, T., Coenye, T., Vandame, P., Lipuma, J.J. 2004. PCR-Based Assay for
Differentiation of Pseudomonas aeruginosa from Other Pseudomonas
Species Recovered from Cystic Fibrosis Patients. J. Clin. Microbiol 42, 2074-
2079.

Tennstedt, T., Szczepanowski, R., Braun, S., Puhler, A., Schluter, A. 2003.
Occurence of integron associated resistance gene cassetes located on
antibiotic resistance plasmids isolated from wastewater tratment plant.
FEMS. Microbiol. Ecol 45, 239-252.

Tumeéo, E., Gbaguidi-Haore, H., Patry, I., Bertrand, X., Thouverez, M., Talon, D.

2008. Are antibiotic-resistant Pseudomonas aeruginosa isolated from

66



hospitalised patients recovered in the hospital effluents? Int. J. Hyg. Environ.
Health 211, 200-204.

Versalovic, J., Koeuth, T., Lupski, J.R. 1991. Distribution of repetitive DNA
sequences in eubacterial and application to fingerprinting of bacterial
genomes. Nucleic Acids Res 19, 6823-6831.

Zhang, L., Li, X., Poole, P. 2001. Fluoroquinolone susceptibilities of efflux
mediated multidrug-resistant Pseudomonas aeruginosa, Stenotrophomonas

maltophilia and Burkholderia cepacia. J. Antimicrob. Chemother 48, 549-552.

67



Tabela 1 — Frequéncia dos principais perfis de resisténcia dos isolados de Pseudomonas

aeruginosa dos pontos de Coleta B e C (agua superficial) e pontos D, E e F (esgoto hospitalar)

do Ambiente | e dos pontos de Coleta G e H (esgoto hospitalar) e I, J e K (dgua superficial) do

Ambiente II.
Perfil Perfil de Resisténcia Frequiiéncia (%)
Ambiente | Ambiente Il
B C D E F G H | J K
n=53 n=18 n=42 n=44 n=41| n=56 n=50 n=44 n=31 n=17
1 S 79,2 722 881 682 2,2 69,6 84,0 97,7 96,7 88,2
2 IMP 20,8 55 7,1 27,3 - - 2,0 2,3 - 59
3 IMP, MER - - - 45 - - - - R R
4 GEN, CIP AMI, PPT, TIC, - - - - 2,4 - - - - -
IMP, CPM, ATM
6 GEN,CIP, CAZ, TIC, IMP, - - - - 4,8 - - - R R
CPM, ATM
7 GEN, CIP, CAZ, TIC, IMP, - - - - 9,7 - - - R R
CPM
8 GEN, CIP, CAZ, TIC, IMP - - - - 2,4 - - - - -
10 GEN, CIP, IMP, CPM - - - - 2.4 - - - R R
11 GEN, CIP, CAZ, TIC, IMP, - - - - 2.4 - - - R R
CPM
12 GEN, CIP, CAZ, TIC, CPM - - - - 4,8 - - - R R
13 GEN, CIP,AMI, TIC - - - - 2.4 - - - R R
14 GEN, CIP, AMI, TIC, IMP, - - - - 44,0 - - - - -
MER, CPM
17 GEN, CIP, AMI, IMP, MER - - - - 2.4 - - - R R
18 PPT - - - - 2,4 - - - - -
20 MER - 222 - - - - - - R R
21 TIC, IMP, MER, CPM, ATM - - 2,4 - - - - - - R
23 GEN, CIP, AMI, CAZ, TIC, - - - - - - 6,0 - - -
IMP, MER, CPM
24 GEN, CIP, AMI, CAZ, PPT, - - - - - - 4,0 - R R
TIC, IMP, MER, CPM
26 GEN - - - - - 12,5 - - - R
27 GEN, TIC - - - - - 14,3 - - - R
Isolados Multirresistentes - - 4.8 - 85,4 - 12,0 - - -

S, Sensivel a todos os antimicrobianos

AMI, amicacina; PPT, piperacilina/tazobactam; ATM, aztreonam.

testados; GEN, gentamicina; IMP, imipenem; MER,
meropenem; CIP, ciprofloxacina; CAZ, ceftazidima; TIC, ticarcilina/clavulanato; CPM, cefepime;
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Figura 1 — Dendrograma do percentual de similaridade entre os perfis de ERIC-PCR dos
isolados de P. aeruginosa de esgoto hospitalar e agua superficial do Ambiente I.

SP, Susceptibility Profile; SD, Sample Collection: 1, Coleta 1; 2, Coleta 2; IN, Isolate Number. A
linha vertical indica 70% de similaridade. As letras indicam o ponto de coleta: B e C, agua
superficial; D, E e F, esgoto hospitalar. C2, Cluster 2; C4, Cluster 4; C6, Cluster 6.Cluster 2
formado pelos isolados D4, D6 e D8; Cluster 3 formado por 2 Sub-grupos: Sub-grupo 3a (SG3a),
constituido pelos isolados B47, B36, B50, B35, B31, B33 e B56 e Sub-grupo 3b (SB3b),
constituido pelos isolados E13, E14, E25, E26, E27, E28, E29 e E31. Cluster 4 formado pelos
isolados E1, E4 e E5. Cluster 5 dividido em dois sub-grupos:5a (SG5a) constituido pelo isolado
F3 e 5b (SG5b)constituido pelos isolados F1, F5, F8, F9, F10, F12, F14, F15, F23 e F24, com os
seguintes perfis de susceptibilidade (SP)* 4, 8, 7, 7, 7,12, 13, 14, 14, respectivamente. Cluster 6
formado pelos isolados F21, F25, F26, F27, F28.
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Figura 2 - Dendrograma do percentual de similaridade entre os perfis de ERIC-PCR dos
isolados de P. aeruginosa de esgoto hospitalar e agua superficial do Ambiente Il. SP,
Susceptibility Profile; SD, Sample Collection: 1, Coleta 1; 2, Coleta 2; IN, Isolate Number. A linha
vertical indica 70% de similaridade. As letras indicam o ponto de coleta: B e C, agua superficial;
D, E e F, esgoto hospitalar.
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Artigo 4: Similaridade genética e perfil de susceptibilidade entre
Pseudomonas aeruginosa isoladas de diferentes esgotos

hospitalares no Brasil

Artigo a ser submetido para publicagcéo na revista “Journal of Applied

Microbiology”.
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RESUMO

Objetivos: A disseminacdo d@seudomonas aeruginosasistente a antimicrobianos
através do esgoto hospitalar representa um sé&oo rile saude publica, pois esta
espécie € bem adaptada e capaz de sobreviver gplitaltse neste ambiente. Os
objetivos deste estudo foram detectar a presencsotedos deP. aeruginosaem
amostras de esgoto hospitalar em Porto Alegre, BR&sil, determinar seu perfil de
resisténcia aos antimicrobianos e avaliar a sirddale genética entre os isolados.
Métodos e ResultadosForam identificados 218 isolados Be aeruginosaatravés de
provas bioquimicas classicas e amplificacdo deragniento do 16S rDNA. O perfil de
susceptibilidade, avaliado por disco-difusdo, nmastra presenca de isolados
multirresistentes nas amostras de esgoto hospitatarora mais de 70% dos isolados
tenham apresentado susceptibilidade a todos antioémos testados. A
genotipificacdo através da ERIC-PCR mostrou alterdidade e nenhuma relagcéo
clonal entre isolados de diferentes esgotos hdapata

Conclusbes:Embora a maioria dos isolados de esgoto hospitatdra apresentado
susceptibilidade a todos antimicrobianos testad&gsados multirresistentes foram
detectados, ndo excluindo a possibilidade de disse@o ambiental de resisténcia
bacteriana através do esgoto hospitalar.

Significado e Impacto do Estudo:A presenca de bactérias resistentes no esgoto
hospitalar deve ser vista como um risco de saulibcpyl principalmente em paises em
desenvolvimento, como o Brasil, onde muitas vezgsgotos sdo lancados na rede
municipal e estes em corpos d’agua, sem tratarpegnm.

Palavras-chave:esgoto hospitalarPseudomonas aerugings&RIC-PCR, resisténcia

bacteriana, genotipificacéo, Brasil.
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INTRODUCAO

A resisténcia bacteriana a antimicrobianos € uoblpma constante em todo o
mundo gerado principalmente pela pressdo seleteado ao uso massivo de
antimicrobianos. Muitas bactérias resistentes erelites genes de resisténcia tém sido
detectados em amostras de esgoto hospitalar (Btad®008; Fuentefrigt al. 2008).

O ambiente hospitalar € um ambiente fortementdiselgque leva a um aumento na
frequéncia de bactérias resistentes (Meirellesi@ert al. 2002). A auséncia de

tratamento ou mesmo o descarte do esgoto hospetaléocal inadequado, podem levar
a contaminacdo do solo e aguas e permitir a disse@d de microrganismos e
elementos genéticos moéveis, como plasmideos, amdpliainda mais o problema e
contribuindo para a maior incidéncia de bactériastimesistentes no ambiente (Prado
et al.2008).

Pseudomonas aeruginogaum patdgeno oportunista, associado a altas thxas
morbidade e mortalidade e causa freqlente de idscgespiratorias, urinarias e de
sitio cirargico, principalmente em pacientes deagirge tratamento intensivo (Gaynes
and Edwards 2005). Diversos estudos reportam o rsiomes indices de resisténcia em
P. aeruginosaa varios antimicrobianos, mas principalmente arfiquinolonas,
cefalosporinas e carbapenémicos (Joeesl. 2004), aléem de expressar resisténcia
intrinseca a muitos antimicrobianos (Hocquett al. 2003). P. aeruginosaé um
microrganismo com caracteristicas ubiquitarias, azagle persistir em diversos
ambientes por sua capacidade de utilizar diferesusgpostos organicos como fonte de
energia e de sobreviver por longos periodos emeatds umidos (Tuméet al. 2008).
No ambiente hospitalar, os fluidos biologicos deigrates colonizados ou infectados

por P. aeruginosasdo descartados na rede de esgoto hospitalalgqde, por sua
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vez, contaminar o ambiente. Nesse sentido, a disaeéo de cepas resistentes a
antimicrobianos pode representar um potencial ecsaude publica, uma vez que.a
aeruginosaé uma espécie bem adaptada e capaz de sobreuvmeltiplicar-se nesse
ambiente. A caracterizacdo e tipificacdo acuradaistdados ambientais de.
aeruginosaé necessaria para fornecer dados sobre a dissémidagte patdgeno no
esgoto hospitalar. Diversos métodos, como anatiseatrorestricdo em eletroforese de
campo pulsado (PFGE), polimorfismo de DNA amplificaao acaso (AP-PCR) e
ribotipificacdo estdo disponiveis para a genotipifao dé°. aeruginosgRenderset al.
1996). Entretanto, estudos da reacdo da polimenaseadeia (PCR) das seqiéncias
consenso intergénicas repetitivas de enterobast@ERIC), dispersas no genoma de
procariotos, revelam padrdoes altamente especifiygro de uma mesma espécie
bacteriana (Zatkoviet al.2000). Neste estudo, a similaridade genética esulados de

P. aeruginosade esgoto hospitalar foi avaliada pela ERIC-PCR.oBjgtivos desta
analise foram detectar a presenca de isoladd3 deruginoseem amostras de esgoto
de diferentes hospitais de Porto Alegre, RS, Brdsitierminar o perfil de resisténcia aos
antimicrobianos e avaliar a similaridade genétitiaeeos isolados.

MATERIAL E METODOS

Local de Coleta

As amostras de esgoto hospitalar foram coletadagéngrandes hospitais localizados
em Porto Alegre, RS, Brasil. O Hospital | (HI) pois882 leitos em uma area de 43.030
m?, conta com mais de 4 mil funcionérios e realizzaele 29 mil internacdes ao ano.
O Hospital II (HII) possui 749 leitos, contando c8mM83 funcionarios em uma area de
125.256, 38 rme realiza cerca de 27 mil internagdes ao ano. @itébds!l (HIII) possui

544 leitos em uma area construida de 55.080possui cerca de 2.300 funcionarios e
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realiza 28 mil internacbes ao ano. As amostrassdete foram coletadas no final da
rede hospitalar, antes de serem lancadas na reglgd® municipal. As coletas foram
realizadas nos meses de Novembro de 2006 e Mar2o0de

Isolamento e identificacdo dd>seudomonas aeruginosa

Amostras de 1L de esgoto hospitalar foram coletafasgarrafas estéreis e mantidas sob
refrigeracdo até o processamento. Aliguotas demlO@oram filtradas através de membranas
de ésteres mistos de 0,45 de porosidade. As membranas foram transferides @aaldo
seletivo asparagina e incubadas a°G7por 24-48 horas. O aparecimento de fluorescéncia
verde sob luz ultravioleta indicou um resultadospreivo positivo paraP. aeruginosa
Aliquotas de 1 mL foram transferidas para o calktaamida e incubadas a 37 por 24 horas.

O desenvolvimento de coloragdo rosa no meio indicpuesenca de. aeruginosaAliguotas
de 100uL foram inoculadas em agar acetamida para selegawoldnias caracteristicas. Os
isolados foram identificados através de provas binicas e morfolégicas classicas, como
coloracdo de Gram, producdo de citocromo-oxidaga&lagdo e fermentacdo da glicose e
lactose, motilidade, reducéo de nitrato, produgéis, crescimento em caldo simples a°@2

e producédo de pioverdina. A identificacdo fenotpici confirmada pela amplificacdo de um
fragmento ddL6S rDNA (Spilkeret al. 2004).

Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos

O perfil de susceptibilidade dos isoladosRleaeruginosdoi avaliado pela técnica de
disco-difusdo de acordo com as normas do CLSI ig@linLaboratory Standards
Institute, 2007). Os seguintes antibidticos foramstados: amicacina (3@),
gentamicina (10g), ciprofloxacina (hg), ceftazidima (3(g), piperacilina-tazobactam
(100ug/10ug), ticarcilina-acido clavulanico (@8/ 1Qug), imipenem (1Qg),
meropenem (L), cefepime (30g), aztreonam (3dy) e polimixina B (30Qg).

Isolados resistentes a pelo menos quatro classéstas de antimicrobianos foram
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considerados multirresistentes. A cdhaaeruginosaATCC 27853 foi utilizada como
controle de qualidade dos testes de susceptibdidad

Andlise por ERIC-PCR

O DNA genbmico dos isolados foi extraido pela téarniescrita por Agarwadt al.
(2002). A regiao ERIC foi amplificada com os oligaieotideos iniciadoreSRIC1 e
ERIC2 (Versalovicet al. 1991). A reacdo da PCR foi realizada num volumal fite 30
ul, consistindo de &l de DNA gendmico, 5,5 mM de Mgg£IL,25 mM de cada dNTP,
400 ng de cada primer e 2 U de Tag DNA-polimerasat(ogen). A PCR foi realizada
nas seguintes condicGes: desnaturacgao inicial € 9®r 7 minutos, 30 ciclos a 9€
por 1 minuto, 53C por 1 minuto e 72C por 1 minuto e 30 segundos e uma extensao
final a 72°C por 15 minutos. Os amplicons resultantes forasmalizados em gel de
agarose 2% adicionado do polimero Synergel (BioAgagrn0,70 % agarose, 0,65%
Sinergel) em Tampéo Tris-Borato-EDTA (89 mM Tri8, @M HzBOs, 2 mM EDTA,
pH 8.3) corado com brometo de etideo (@yAmL).

Analise dos dados

Os padrbes da ERIC-PCR foram convertidos em umaznaharia (1, presenca; O,
auséncia) e analisados com o programa SPSS (VEtsE) A andlise de agrupamento
foi realizada pela UPGMAupweighted pair-group method with average linkagbss
coeficientes de Jaccard. Isolados com perfil idénfioram considerados com 100% de
similaridade. O indice diversidade de Shannon-We@¥Vg foi calculado para amostras
de esgoto hospitalar dos trés hospitais estudadibzando a féormulad=C/N (N x log

N —Zn; X logn;), onden; corresponde ao numero de isolados com 0 mesmibpRIC-
PCR,N corresponde ao numero total de isolad@s w@ma constante com valor igual a

2.3 (Borge<t al. 2003).
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RESULTADOS

Foram recuperados 218 isoladosRdeeruginosalos esgotos do HI (n=89), do
HIl (n=60) e do HIIl (n=69). Ao todo, 70,2 % do®lados deP. aeruginosale esgoto
hospitalar apresentaram susceptibilidade a todosntisnicrobianos testados. Este
indice foi mais elevado entre os isolados do Hbin 78,3 %, seguido do HIl e HI com
66,6 % e 66,0 %, respectivamente. Os isoladd?. @eruginosalo HI apresentaram os
maiores indices de resisténcia, com susceptibdidagduzida principalmente a
gentamicina, amicacina, ciprofloxacina, ceftazidimeefepime, meropenem e
imipenem. Em contrapartida, os isolados do HIIl mavam os menores indices de
resisténcia, com susceptibilidade reduzida prifcipate a amicacina, gentamicina e
cefepime. Os isolados do HIl apresentaram susdkgaitle reduzida principalmente a
amicacina, meropenem e aztreonam. Nao foi obsemneasiEténcia a polimixina B entre
os isolados deste estudo (Tabela 1). O fenotipmualérresisténcia foi observado em
32,6 % (n=29) dos isolados do HI, 10,0 % (n=7) idotados do Hlll e 5,0 % (n=3) dos
isolados do HIl. Ao todo, os isolados apresenta2anperfis de resisténcia diferentes.
Os perfis de resisténcia que ocorreram com magaxgifncia sdo demonstrados na
Tabela 2. Os Perfis 23, 24, 29 e 30 foram obses/agdmente nos isolados do HIl e
foram aqueles com susceptibilidade reduzida ao mmaimero de antimicrobianos
simultaneamente. Com excecdo dos Perfis 1, 32 eo87demais perfis foram
encontrados exclusivamente em isolados proveniembesnesmo esgoto hospitalar
(Tabela 2).

Para a analise de similaridade genética atravésRd@-PCR, os isolados foram
selecionados de maneira a representar os pringieais de resisténcia encontrados.

Ao todo, 84 (n=218) isolados foram genotipificage$a ERIC-PCR, sendo 34 do HI,
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18 do HIl e 32 do HIll. Os perfis de ERIC-PCR de®lados deP. aeruginosa
apresentaram de 3 a 9 amplicons, com tamanhosgaride 200 a 2800 pb. A anélise
de similaridade genética mostrou alta diversidauteeeos isolados dB. aeruginosa
para os diferentes esgotos analisados, com indeelversidadeH") de 3,30; 2,42 e
3,18 para os esgotos do HI, HIl e HIll, respectigate. Em um nivel de 70% de
similaridade os isolados formaram 16 grupos pegserunstituidos por 2 a 4 isolados
(Figura 1). Os grupos foram formados por isolado®s/gnientes do mesmo esgoto
hospitalar, com excecdo do Cluster 7 (C7), formpdioum isolado do HIl e um do
HIIl, agrupados em um nivel de 80% de similariddd&o foi observada relacéo clonal
entre isolados dé°. aeruginosade esgotos de diferentes hospitais. Os perfis de
resisténcia 29 e 30 foram encontrados nos isolddesClusters 1 e 10 (C1 e C10),
ambos formados entre isolados do HI e agrupados sintm 100% de similaridade. Os
perfis de resisténcia dos isolados ndo agruparam sncom excecdo de alguns grupos
constituidos somente por isolados com Perfil 1UEd).

DISCUSSAO

O significativo aumento da ocorréncia de cepassteeges e multirresistentes
no ambiente hospitalar alcangou um cenario mugoqupante, pois em muitos paises
em desenvolvimento como o Brasil, um numero radoéeecepas € resistente a
grande maioria dos antimicrobianos comercialmeigigothiveis (Andradet al.2003;
Ciprianoet al.2007). Em muitos locais, os devidos cuidados cataeszarte do esgoto
hospitalar ndo sao observados e este é frequernteiagado em corpos d agua, sem
tratamento prévio. No presente estudo, mais de d@¥4solados dP. aeruginosale
esgoto hospitalar mostraram susceptibilidade astam® antimicrobianos testados,

entretanto, isolados resistentes e até multirergiss foram detectados nas diferentes
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amostras avaliadas. Comparando os niveis de mSBstéa antimicrobianos
encontrados nos isolados Be aeruginosade esgoto hospitalar do presente estudo
com isolados clinicos d@. aeruginosale hospitais de Porto Alegre, onde 63,7% dos
isolados P. aeruginosaapresentaram susceptibilidade somente a polimina
aztreonam ou somente a polimixina@aspareteet al. 2007), os isolados de esgoto
hospitalar deste estudo mostram-se muito mais gtigees. Os indices relativamente
baixos de multirresisténcia e os perfis de resisééencontrados, sobretudo no esgoto
do HIl e HIIl, sugerem que estes microrganismoss&mintrinsecamente resistentes a
nenhuma classe particular de antimicrobiano, maspgavavelmente possuem uma
predisposicdo para desenvolver resisténcia sobigimsl de pressdo seletiva. No
esgoto do HI foram encontrados os maiores indiee®gsisténcia, com taxas de mais
de 30% de resisténcia a carbapenémicos, cefaloggaie terceira e quarta geracoes e
quinolonas e, além disso, resisténcia a um maianend de antimicrobianos
simultaneamente. Os perfis de resisténcia encadradire esses isolados incluem a
maioria dos antimicrobianos utilizados hoje em ghaa tratamento de infeccbes por
P. aeruginosa&m humanos, o que nos leva a crer que a origensalaslos resistentes

encontrados no esgoto hospitalar seja o proprideartebhospitalar.

As sequéncias ERIC tém sido utilizadas para caiaatdo de varias cepas
bacterianas por serem altamente conservadas enbacterias (Versaloviet al. 1991).
Os perfis de ERIC-PCR dos isoladosRieaeruginosale esgoto hospitalar do presente
estudo revelaram alta diversidade, mesmo entreadesl de um mesmo esgoto
hospitalar, o que refletiu 0 baixo nimero de grupmsnados em um nivel de
similaridade de 70%. Esta alta diversidade sugere populacbes geneticamente

distintas estdo estabelecidas nos esgotos dos hm8pitais estudados e que
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provavelmente diferentes populacdes estejam cirdolanos respectivos hospitais. A
similaridade encontrada entre isoladosRleaeruginosaprovenientes de esgotos de
diferentes hospitais foi baixa, resultado esperadiza vez que ndo ha ligacdo fisica
entre esses hospitais. O indice de diversidadghdanon-WeavdiH") foi maior entre
os isolados do HI, o que pode ser evidenciado mdrdgrama pelo maior nimero de
isolados ndo agrupados e, também corresponde ao hwEpital, com maior taxa de
circulacdo de pessoas e internacdes ao ano. Akso,ds indices de diversidad )
observados nos diferentes esgotos estudados embas&oria de que ndo ha
disseminacédo clonal nos esgotos hospitalares ensitipla origem dos isolados de
aeruginosa

As consequéncias ecoldgicas associadas a dissgmida bactérias resistentes
no ambiente tem sido extensivamente investigadéamierer 2004). E evidente que a
contaminagcdo ambiental com antibidticos, bactémassstentes e genes de resisténcia
afetam a biodiversidade dos ecossistemas nat@aisantibioticos podem reduzir os
niveis de diversidade microbiana pela supressaamobeorganismos susceptiveis.
Bactérias resistentes e elementos genéticos podeomtear condicbes favoraveis para
tornarem-se predominantes nos ambientes contansnadtierando, assim, a
composicao original das comunidades microbianasr@basset al. 1998). Embora
mais de 70% dos isolados &e aeruginosade esgoto hospitalar do presente estudo
tenham apresentado susceptibilidade a todos omiardbianos testados, o esgoto
hospitalar deve ser considerado como uma portanttada da resisténcia bacteriana
para o ambiente. Os dados sugerem que bactéristenéss e elementos genéticos que

carregam resisténcia a antimicrobianos associadardmente hospitalar contaminam
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diariamente o ambiente através do esgoto hospitatar representa um sério problema
de saude publica que necessita uma futura avaleacéaatrole.
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Tabela 1 - Perfil de susceptibilidade reduzida dotados deP. aeruginosade amostras de

esgoto dos Hospitais I, Il e Il (n=218).

Antimicrobianos Susceptibilidade reduzida (%)
HI HIl HIll
(n=89) (n=60) (n=69)
Gentamicina 30(33,7) 9(15,00 13(18,8)
Ciprofloxacina 29 (32,6) 9 (15,00 34,3
Amicacina 31 (34,8) 24 (40,0) 21 (30,4)
Ceftazidima 29 (32,6) 4 (6,7) 2(2,9)

Piperacilina/tazobactam16 (18,0) 1 (1,7) 0 (0,0)
Ticarcilina/clavulanato 7 (7,9) 2(3,3) 9(13,0

Imipenem 29 (32,6) 2(3,3) 5(7,2)
Meropenem 29 (32,6)13 (21,7) 3 (4,3)
Cefepime 29 (32,6) 9 (15,0) 13(18,8)
Polimixina B 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0)
Aztreonam 0(0,0) 10(16,7) 1 (1,4
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Tabela 2 - Principais perfis de resisténcia enados entre os isolados de

Pseudomonas aeruginodga esgoto dos Hospitais I, Il e lll.

Ndmero Perfil de resisténcia Nudmero de isolados
do HI HIl HIl
Perfil (n=89) (n=60) (n=69)
1 Sensivel a todos antimicrobianos testados 59 40 54
3 Imp, Mer 0 1 0
13 Gen, Cip, Ami, Tic 0 0 1
20 Mer 0 2 0
23 Gen, Cip, Ami, Caz, Tic, Imp, Mer, Cpm 4 0 0
24 Gen, Cip, Ami, Caz, Ppt, Tic, Imp, Mer, Cpm 3 0 0
26 Gen 0 1 0
27 Gen, Tic 0 0 1
29 Gen, Cip, Ami,Caz, Tic, Imp, Mer 9 0 0
30 Gen, Cip, Ami, Caz, Ppt, Imp, Mer, Cpm 13 0 0
32 Gen, Tic, Cpm 0 1 7
33 Atm 0 0 1
35 Gen, Ami, Imp 0 0 1
36 Gen, Imp 0 0 1
37 Ami 0 2 1
39 Ami, Imp 0 1 0
40 Cpm 0 1 0
41 Gen, Cip 0 7 0

HI, Hospital I; HII, Hospital 1I; HIIl, Hospital ll. Gen, gentamicina; Cip, ciprofloxacina; Ami,
amicacina; Caz, ceftazidima; Ppt, piperacilinakaam; Tic, ticarcilina/clavulanato; Imp,

imipenem; Mer, meropenem; Cpm, cefepime; Pol, palima B; Atm, aztreonam.
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Figura 1 - Dendrograma do percentual de similaedaatre os perfis de ERIC-PCR dos
isolados deP. aeruginosade esgoto hospitalaBP, Susceptibility Profile Number; H,
Hospital; HI, Hospital I; HIl, Hospital 1I; HIII, lspital Ill; *, isolado multirresistente.
C1to C16, Clusters 1 to 16. A linha vertical iradi®0% de similaridade.
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3.5. Artigo 5: Ocorréncia do gene blaspm.1 em Pseudomonas
aeruginosa de esgoto hospitalar: perfil de susceptibilidade e

tipificacdo molecular

Artigo a ser submetido para publicacdo na revista “Current

Microbiology”.
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Ocorréncia do geneblaspy.; em Pseudomonas aeruginosa de esgoto hospitalar: perfil de
susceptibilidade e tipificacdo molecular

RESUMO
Embora isolados dBseudomonas aeruginogmm genes de metaflactamases ja tenham
sido detectados fora do ambiente hospitalar, poastglos abordam a relagdo genética entre
eles. O objetivo deste estudo foi detectar genebBes em isolados dé€. aeruginosade
esgoto hospitalar, avaliar a relacdo genética eodrdsolados portadores dos genes e a
diversidade nos genes de MBLs encontrados. Foratisados 451 isolados d& aeruginosa
de esgotos de cinco hospitais localizados em Pdetgre e Passo Fundo, RS, Brasil. Os genes
foram pesquisados por PCR e a susceptibilidadeisttesdos avaliada por disco-difusdo. A
relacdo genética entre os isolados foi avaliada pRIC-PCR e PFGE e a diversidade nos
genes avaliada pela DGGE. Ao todo, 5,1% dos isslaldoesgoto hospitalar apresentaram o
gene blagpy... Estes isolados apresentaram fenétipo de mulstéexia, com resisténcia
principalmente a imipenem, meropenem, gentamieimacacina, ciprofloxacina, ceftazidima, e
cefepime. A tipificacdo dos isolados pela PFGE @CERCR revelou alta diversidade, sendo
que esta Ultima técnica mostrou maior indice digoatério (D=0,99). A andlise de
agrupamentos originou grupos formados de acordo a&arigem dos isolados, ndo havendo
relagéo clonal entre isolados Eeaeruginosale diferentes esgotos hospitalares, mostrando que
populagcBes geneticamente diferentes estdo estalaalenesses esgotos hospitalares e que,
provavelmente, sdo provenientes dos respectivoseateb hospitalares. A ocorréncia de
isolados deP. aeruginosacom geneblaspy.; €m trés dos cinco esgotos hospitalares estudados,
chama a atencé@o para o risco de disseminacdo dériaacmultirresistentes e genes de
resisténcia a antimicrobianos através do esgotoithte.
INTRODUCAO

A resisténcia através da producdo de mefalactamases (MBLs) foi descrita pela
primeira vez em 1991 no Japéo e é hoje um probtir@ambito mundial (Walsh et al., 2005).

No Brasil, 0 gene prevalente élaspy.;, €mbora outros tipos ja tenham sido detectadade(Sa
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et al., 2004; Gaspareto et al., 2007). O rapidoestonda resisténcia aos carbapenémico®em
aeruginosano Brasil, principalmente pela presenca do gblagry.;, tem sido atribuido a
emergéncia de cepas resistentes sob presséo aseletiantimicrobianos e a disseminacdo de
clones epidémicos no ambiente hospitalar (Galeal.et2003). Pesquisa de cepas PRle
aeruginosa produtoras de MBLs tém sido focadas principalmeaie isolados clinicos.
Entretanto, a presenca de MBLs ja foi descrita twaambiente hospitalar (Quintera e Peixe,
2006; Fuentefria et al., 2008a). Como o0s genessisténcia de MBLs estao freqlientemente
localizados em elementos genéticos mdéveis, comanmpiteos e transposons, a transferéncia
desses genes entre diferentes cepas e espéciesanast pode ocorrer livremente em ambientes
favoraveis, como o esgoto hospitalar (Islam et 2008). A disseminacdo da resisténcia
bacteriana através do esgoto hospitalar é caugaetdeupacdo especialmente para bactérias
hidrofilicas, como &. aeruginosapara as quais o esgoto pode ser um habitat idaatéd et

al., 2008). Além disso, na maioria dos paises eserd®lvimento, como o Brasil, 0s esgotos
hospitalares séo freqiientemente descartados eroschigricos sem tratamento prévio. Sob
este ponto de vista, 0o esgoto hospitalar pode itwinste em um reservatdrio ambiental de
resisténcia bacteriana e consequentemente em undécontaminagdo humana por bactérias
portadoras de genes de resisténcia a antimicrabiacontribuindo efetivamente para a
disseminacao da resisténcia bacteriana no ambiente.

Em vista da caréncia de informacdes sobre a prasera disseminagdo de metflo
lactamases fora do ambiente hospitalar, este estuidtesenvolvido para detectar a presenca
dos principais genes de MBLs em isolado$’d@eruginosade amostras de esgoto hospitalar,
avaliar a relacdo genética entre os isolados gasiiade nos genes de MBLs encontrados. A
relacdo genética entre os isolados Rleaeruginosade diferentes esgotos hospitalares foi
avaliada pela ERIC-PCR e PFGE e a diversidade enssgavaliada pela DGGE.

MATERIAL E METODOS

Coleta de amostras déseudomonas aeruginosa
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Os isolados dé°. aeruginosado presente estudo foram recuperados de amostrasgaéo
hospitalar coletadas de mar¢o/2006 a novembro/280amostras de esgoto hospitalar foram
coletadas de cinco hospitais distintos, designaeoklospitais | a V. Os Hospitais | a IV séo
localizados em Porto Alegre, RS, Brasil e o Ho$piteé localizado em Passo Fundo, RS,
Brasil. O Hospital | (HI) possui 882 leitos e realimais de 29 mil internagdes ao ano, o
Hospital Il (HIl) possui 165 leitos e realiza 9 nmternagfes ao ano, o Hospital 11l (HIII) possui
749 leitos e realiza cerca de 27 mil internac6earam o Hospital IV (HIV) possui 544 leitos e
realiza cerca de 28 mil internagdes ao ano e oitéb3p(HV) possui 635 leitos e realiza 28 mil
internacdes ao ano. Foram analisados 451 isolad®sakruginosale esgoto hospitalar, sendo
89 do HI, 106 do HIl, 60 do HIll, 69 do HIV e 126 tHV. O processamento das amostras de
esgoto hospitalar e a identificacdo dos isolado®.daeruginosaoram realizados conforme
descrito anteriormente (Fuentefria et al., 2008a).

Triagem fenotipica de MBLs

A triagem fenotipica da producdo de MBLs foi remdia para todos os isolados Be
aeruginosapelo teste de aproximacdo de discos utilizandoocaubstratos imipenem e
ceftazidima e, como inibidores, o EDTA e o &cidm@rcaptopropidénico (2MPA) (Arakawa et
al., 2000; Sader et al., 2004). Fitas dpLMEtest combinada (AB Biodisk, Solna, Sweden) de
imipenem com EDTA foram utilizadas para confirmamresultados do teste de aproximacao de
discos em isolados com susceptibilidade reduzidaadapenémicos. Uma cepa &
aeruginosacom o gendlaspy.; foi utilizada como controle positivo e a cepaRdeaeruginosa
ATCC 27853 como controle negativo.

PCR para os genes blg.1, blaym , blaywp, blaoxa € blases

Os isolados com triagem positiva para producio 8¢dve/ou com susceptibilidade reduzida
aos carbapenémicos foram submetidos a pesquisgedesblae, blaym, €blaspy.;, através da
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Os oligaiiddes utilizados foram: IMP-

5 (AAAGATACTGAAAAGTTAGT)3, IMP-5'(TCYCCAAYTTCACTRT GACT)3

(Yatsuyanagi et al., 2004), VIMF-5(GTGGCAACGTACGCRACC)3, VIMR-
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5 (ACGAAGTCTAGACCGCCC)3, SPM1-5(TCGGATCATGTCGACTGECC)3' e SPM1-

5 (CCTTCGCTTCAGATCCTCGT)3', conforme descrito antemente (Fuentefria et al.,
2008). Adicionalmente, os gen&taoxa-»3-like, blagxazs-like, blagkasi-like, blagyasslike e
blages foram pesquisados em isolados multirresistentes, teste de triagem para producéo de
MBL positivo e nenhum gene de MBL anteriormentedetdo. A PCR multiplex para pesquisa
dos genes OXA foi realizada com os oligonucleoideoccondigbes previamente descritos
(Woodford et al., 2006). O gefdases foi pesquisado com os oligonucleotideos e condigige
reacao descritos por Poirel et al. (2000). As cefiizadas como controle positivo das reacdes
de PCR foram cedidas pela Dra Ana Cristina Galabdtatorio Alerta e Laboratério Especial
de Microbiologia Clinica, Divisdo de Doencgas Infesas, Universidade Federal de Sdo Paulo)
e pelo Dr Mark A. Toleman (Department of Patholagygl Microbiology, University of Bristol,
UK).

Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos

A susceptibilidade aos antimicrobianos foi deteadsn por disco-difusdo de acordo com as
normas do CLSIClinical Laboratory Standards Institut28007), com os seguintes antibiéticos:
amicacina, gentamicina, ciprofloxacina, ceftazidipgeracilina-tazobactam, ticarcilina-acido
clavulanico, imipenem, meropenem, cefepime, aztreoa polimixina B. Isolados resistentes a
pelo menos quatro classes distintas de antimianobigoram considerados multirresistentes. Os
valores de MIC WKinimal Inibitory Concentration para imipenem foram avaliados por
microdiluicdo em caldo (CLSI, 2003) somente parésokdos submetidos a genotipificagdo. A
cepaP. aeruginosaATCC 27853 foi utilizada como controle de qualidadies testes de
susceptibilidade.

Tipificacdo molecular

A similaridade genética entre os isolados foi addi pela ERIC-PCREfterobacterial
Repetitive Intergenic Consen3yus PFGE Pulsed Field Gel ElectrophoregisPara a ERIC-
PCR, o DNA gendmico foi preparado pela técnica ritaspor Agarwal et al. (2002). A regido

adjacente ao elemento ERIC foi amplificada com bgooucleotideosERIC1 e ERIC2
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(Versalovic et al, 1991). A reacdo da PCR foi mala num volume final de 30, consistindo

de 8ul de DNA gendmico, 5,5 mM de Mgg£l,25 mM de cada dNTP, 400 ng de cada primer e
2 U de Tag DNA-polimerase (Invitrogen). A PCR feializada com as seguintes condic¢des:
desnaturacgéo inicial a 9& por 7 minutos, 30 ciclos de ‘@4 por 1 minuto, 5°C por 1 minuto

e 72C por 1 minuto e 30 segundos e uma extensdo fiddlG por 15 minutos. Os amplicons
resultantes foram visualizados em gel de agarose a2%scido do polimero Synergel
(BioAmerica) (0,70 % agarose, 0,65 % synergel) ampfio Tris-Borato-EDTA (TBE) (89mM
Tris, 89 mM HBO;, 2 mM EDTA, pH 8.3) corado com brometo de etid6 g L ™).

Para a PFGE, o DNA cromossomal foi preparado gelaida descrita por Schwarz e Liebisch
(1994) e digerido com 20 U d&pd, de acordo com as recomendacdes do fabricant:4Bs,
New England). Os fragmentos de DNA foram separaogel de agarose 1,0 % (Certified
Megabase Agarose, Bio-Rad) em Tampao Tris-BoratdAD BE) 0,5x com o sistema CHEF
DRII (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA) a 6 Vtpor 22 horas, com pulsos variando de 4 -
40 segundos. Os perfis obtidos foram interpretpeads coeficiente de similaridade de Dice e a
analise de agrupamento foi realizada pelo UPGMAweighted-Pair-Group Methgdcom o
auxilio do programa SPSS (verséo 11.5).

Eletroforese em Gel de Gradiente de Desnaturacdo (B5E)

A DGGE foi realizada para avaliar a variabilidadgeseqiéncia de nucleotideos do fragmento
amplificado do genblaspy... O DNA gendmico dos isolados foi extraido pelanigég descrita
por Agarwal et al. (2002). O fragmento foi amp#iito com os oligonucleotideos SPMDGGE-
5 (AGCCCTGCTTGGATTCATGG)3", acrescido de um gran@0-de 40 nucleotideos na
extremidade 5", e SPMDGGE-5(CCCGTGCCGTCCAAATGAARG)Os oligonucleotideos
foram desenhados com o auxilio do programa Primbets&o 3.4). O fragmento de 400 pb
amplificado foi selecionado com base no seu peéitlesnaturacdo, de maneira que o produto
de PCR tivesse pelo menos dois dominios de deagatue a diferenca entre as temperaturas
de desnaturagdo dos dominios de maior e menor tatapes fosse maior que 3 graus. A PCR

foi desenvolvida nas seguintes condicfes: um ditldal de desnaturacdo a 95 °C por 2
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minutos, seguido de 30 ciclos de desnaturagcdo®&€ $br 1 minuto, anelamento a 65 °C por 1
minuto e extensdo a 72 °C por 1 minuto; seguidosirda extensao final a 72 °C por 10
minutos. A DGGE foi realizada com o sistema DCalieversal Mutation Detection System
(Bio-Rad, Richmond, CA). Aliquotas de R0dos produtos de PCR foram aplicadas em géis de
poliacrilamida (8,0 % [w/v] acrilamida em tampéaastAcetato-EDTA 0,5x) com gradiente de
desnaturacdo de 15-50% (solucdo 100% desnhaturaniposta por uréia 7M e formamida
deionizada 40%). A eletroforese foi realizada emp@o TAE 0,5x por 6 horas a 100 V, a
temperatura constante de 60 °C. Os geéis foram asradm brometo de etideo (solugdo 0,5
ugL™) e as imagens adquiridas com o programa Kodak/&é3o 3.5.2).

indice Discriminatdrio das técnicas de tipificacdo

O poder discriminatério foi determinado pela formgeneralizada de Hunter para as técnicas
de ERIC-PCR e PFGE (Hunter, 1990), o qual indicar@abilidade de que dois isolados
selecionados ao acaso na populacdo estudada ssfamal@ados em grupos de tipificacao
diferentes.

RESULTADOS

Pesquisa dos gendsaspy.1, blayv , blaye, blaoxa € blaces

Dos 451 isolados dP. aeruginosaanalisados, 258 apresentaram teste de triagemigerot
para MBLs positivo em pelo menos uma metodologitatia e/ou susceptibilidade reduzida aos
carbapenémicos e foram submetidos a PCR para pastos genelslayp, blayv, € blaspy.z.

Os genedblaype eblayy ndo foram detectados no presente estudo. Oldags,., foi detectado
em 5,1 % (n = 23) dos isolados Beaeruginosale esgoto hospitalar. Este indice foi de 15,7 %
(n = 14) entre os isolados do HI, de 4,7 % (n =r)e os isolados do HIl e de 3,1 % (n = 4)
entre os isolados do HV. Nenhum gene de MBL foéckeido entre os isolados dos Hlll e HIV.
Os genedblaoxa-23-like, blaoya 24-like, blagxasi-like, blaoxasglike e blages também néo foram
detectados nos isolados Bleaeruginosale esgoto hospitalar deste estudo.

Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos
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Todos os isolados dé>. aeruginosacom o geneblaspy.: apresentaram fenétipo de
multirresisténcia, com excec¢do do isolado F7. Qladwsblaspy.1 positivos apresentaram 100,0
% (n = 23/23) de resisténcia ao imipenem, 95,6 % @2/23) de resisténcia a gentamicina e
ciprofloxacina, 86,9 % (n = 20/23) de resisténctefiazidima e amicacina, 82,6 % (n = 19/23)
de resisténcia ao meropenem, 65,2 % (n = 15/28sisténcia a cefepime, 60,9 % (n = 14/23)
de resisténcia a ticarcilina/clavulanato, 30,4 % & 7/23) de resisténcia a
piperacilina/tazobactam e 8,7 % (n = 2/23) de t@s$a ao aztreonam. Nao foi observada
resisténcia a polimixina B. Os isoladolaspy.; Nnegativos também apresentaram altas taxas de
resisténcia, 100 % a gentamicina (n = 13/13), 92& = 12/13) a ciprofloxacina, 84,6 % (n =
11/13) ao imipenem, 76,9 % (n = 10/13) a ticaraildlavulanato, 69,2 % (n = 9/13) a amicacina
(Tabela 1). Com excecao dos Perfis de Resisténp@s T2 e 14, que foram observados em
isolados dos Hospitais | e Il, os demais perfiaroexclusivos do esgoto de um Unico hospital
(Tabela 1). Os valores de MIC para imipenem foraaiones que 1§ig/mL para todos isolados,
confirmando os resultados de resisténcia obtidosdiszo-difusdo. Todos os isolados Ee
aeruginosacom o gendlaspy.1do HI apresentaram valores de MIC > 2B8mL, entretanto os
isolados com o gendaspy.; dos demais hospitais apresentaram MICs para imiperariando
de 16 a >25@g/mL (Figura 1).

Tipificacdo molecular

A tipificacdo molecular por ERIC-PCR e PFGE foilizsda para 23 isolados ¢k aeruginosa
com geneblaspy.; € outros 13 isolados multirresistentes selecionatoacaso, totalizando 36
isolados. Os padrdes de ERIC-PCR originaram del@ fiagmentos, com tamanhos variando
de 200 a 1530 pb. Os isolados &e aeruginosamostraram grande heterogeneidade,
apresentando 32 perfis de ERIC-PCR diferentes. @lisn de agrupamento por UPGMA
formou seis grupos em um nivel de 70% de simildad&ldo foi observada relacdo clonal entre
isolados provenientes de diferentes amostras detcedgpspitalar (Figura 1). O indice

discriminatério (D) da ERIC-PCR foi de 0,99.
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Para a tipificacdo molecular através da PFGE adsoH11 ndo pode ser recuperado do estoque
de glicerol e ndo foi incluido na analise, totalda 35 isolados. Os perfis de PFGE mostraram
de 12 a 17 fragmentos, com tamanhos variando @&e 730 Kb (Figura 2). Foram encontrados
15 perfis de PFGE diferentes. Isolados proveniedieegsgotos de diferentes hospitais ndo
apresentaram relacdo clonal (Figura 1). O indiserighinatério (D) da PFGE foi de 0,89.
DGGE
A DGGE foi utilizada para avaliar a diversidade semtiéncia de nucleotideos do fragmento
amplificado do gendlaspy., entre os 23 isolados d& aeruginosade esgoto hospitalar. O
fragmento amplificado corresponde a uma regido Gfe @ que vai do nucleotideo 2310 ao
6670 da sequéncia d& aeruginosaAY341249, correspondente a regido do gblepy.1
(numero de acesso AY341249). Um Unico padrdo deagdg foi observado, mostrando que a
sequéncia de nucleotideos do gduespy 1 da regido amplificada € idéntica para todos os
isolados avaliados (Figura 3).
DISCUSSAO

Diversos pesquisadores tém ressaltado a importaeiambientes naturais como
reservatorios de bactérias resistentes a antini@rob (Henriques et al., 2006; Mesa et al.,
2006; Quintera et al., 2006). No presente estumins os isolados de. aeruginosacom gene
blaspm.1, com excec¢do do F7, apresentaram fendtipo de rmegiSténcia, com resisténcia a
algumas classes de antimicrobianos de uso hospitdrito, um forte indicio da origem
hospitalar dos mesmos. Mesmo porque, até o momeéato foram recuperadas cepasRle
aeruginosa produtoras de SPM-1 de pacientes da comunidadeerdge de pacientes
hospitalizados e principalmente em unidades deantramto intensivo. A resisténcia aos
carbapenémicos observada foi extremamente altacipaimente ao imipenem, e pode ser
explicada pela presenca do gdasry.;, €, nos outros isolados, pode ter corrido petdgde
OprD, presenca de sistemas de eflufg@lactamases cromossomais do tipo AmpC ou, ainda,
pela acdo em conjunto de multiplos mecanismos€Pai., 2001). Também foram observadas

altas taxas de resisténcia a gentamicina e ama&adwualmente, a resisténcia a esses
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aminoglicosideos er. aeruginosa muito comum, sendo a inativagdo enzimatica rcjpal
mecanismo de resisténcia (Poole, 2005). Tambéasist&ncia aos aminoglicosideos observada
pode ser explicada pela presenca ndo de uma, nasltelas enzimas modificadoras e como
resultado, observa-se resisténcia de amplo-espacsoaminoglicosideos (Rodriguez et al.,
2000). Taxas de resisténcia acima de 90% foramredd@s para a ciprofloxacina entre os
isolados deP. aeruginosade esgoto hospitalar deste estudo, o que podectarido pela
exposicao frequiente a concentracbes de fluoroquias| normalmente presentes no ambiente
hospitalar, as quais podem induzir mutacbes na [QN&se ou por uma hiper-expressao de
sistemas de efluxo (Nakajima et al., 2002). Por, fiambém foi observada uma resisténcia
relativamente elevada as cefalosporinas de tereeiguarta geracfes, possivelmente pela
presenca d@-lactamases de espectro estendido (ESBLS), alégedeblages, as quais tém
sido detectadas e aeruginosdJiang et al., 2006). Os perfis de resisténciarvhges foram
caracteristicos de cada esgoto hospitalar, proveerge refletindo os diferentes esquemas
terapéuticos utilizados em cada ambiente. Essessdadzem a tona a possibilidade de
transferéncia de genes de resisténcia entre @sténn ambientes extremamente favoraveis,
como o esgoto hospitalar, e 0 estabelecimento dervatdrios ambientais de resisténcia
bacteriana, uma das grandes preocupa¢des em sailap

As taxas de MBLs reportadas entre isolados cléndmP. aeruginosade hospitais de
Porto Alegre e Passo Fundo sdo elevadas, com greialdo gendlaspy.;. Gaspareto et al.
(2007) encontraram o gebéaspy.. €m 67,0 % e 35,71 % e o gduiayp; em 8,33% e 21,43%
dos isolados d®. aeruginosaresistentes a carbapenémicos de diferentes haspigaPorto
Alegre. Graf et al. (2008) encontraram o gétepy., em 35% dos isolados clinicos Be
aeruginosamultirresistentes e resistentes a carbapenémico$@&sso Fundo. Entretanto, a
ocorréncia do genalaspy.1 entre os isolados d& aeruginosalas amostras de esgoto hospitalar
deste estudo foi baixa, em torno de 5,1% e, emdhlEsesgotos dos cinco hospitais estudados,
ndo foram encontrados genesf@actamases. Ainda assim, esse achado revela engeede

isolados déP. aeruginosaom o gendlaspy.; €m esgotos hospitalares e aventa a possibilidade
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desses esgotos serem uma rota de disseminacaotigesde resisténcia, sem falar de outros
mecanismos de resisténcia possivelmente preseoe$oram anteriormente discutidos.

A diversidade na sequéncia dos gebkspy.; encontrados foi avaliada pela DGGE,
onde, fragmentos com co-migracdo nos geéis de DGQ@Eespondem a moléculas 100%
idénticas e fragmentos com diferentes mobilidades géis de DGGE refletem diferencas na
composicao de nucleotideos. A DGGE tem sido utibzgara avaliar a diversidade em genes de
resisténcia (Doherty et al., 2001; McCammon et24l08). Henriques et al. (2006) utilizaram a
DGGE para avaliar a diversidade em genespedactamases de ambientes aquaticos e
mostraram que a maioria das sequéncias avaliadasipplmenteblarey € blagka., Sdo0
idénticas ou muito similares as sequéncias dos sgahe B-lactamases previamente
caracterizadas em isolados clinicos. Até o momesdmente uma variante alélica do gene
blaspy foi descrita em isolados clinicos Be aeruginosgToleman et al., 1996). Os resultados
da DGGE do gendlaspy.: dos isolados dé. aeruginosade esgoto hospitalar mostraram
fragmentos com mesmo padrdo de migracdo, denotaredma sequéncia de nucleotideos.
Além disso, a cepa d@. aeruginosgrodutora de SPM-1 utilizada como controle dadeaie
PCR-DGGE é proveniente de isolado clinico e aptesem mesmo padrdao de migracdo no gel
de DGGE.

A tipificacdo dos isolados revelou alta diversiglatanto pela ERIC-PCR quanto pela
PFGE. Os indices discriminatérios de ambas metgdddoram elevados. Entretanto, a ERIC-
PCR (D=0,99) mostrou maior capacidade discrimim@tGma vez que permitiu diferenciar
isolados que nao puderam ser diferenciados pel&RB&0,89). Silbert et al. (2004) relataram
gue a ERIC-PCR mostrou resultados discriminat@asparaveis a PFGE para bactérias ndo-
fermentadoras, comprovando que ambas metodologidenp ser utilizadas como ferramentas
na investigacdo epidemioldgica dessas bactériaptrdes 36 isolados analisados, foram
formados somente quatro grupos,com dois isoladdg, ceom perfis ERIC-PCR idénticos
(Figura 1, Isolados F24 e F28; F5 e F7; F20 e H2&; e H9), refletindo a grande

heterogeneidade encontrada entre os isolados. gga#o grupos, trés também apresentaram
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padrbées de PFGE idénticos (Figura 1, Isolados FE28& Isolados F5 e F7 e Isolados F20 e
F21). Por terem sido indistinguiveis pela PFGE elCERCR, técnicas sabidamente
discriminatérias, esses isolados provavelmente re@mente geneticamente relacionados.
Outro achado revelou que os esses mesmos isoladapgesentaram padrées de ERIC-PCR e
PFGE idénticos dentro de cada grupo sdo todos mpientes do HI, porém apresentaram perfis
de resisténcia distintos, mostrando que essesd@®lado geneticamente semelhantes mas
fenotipicamente distintos. Além disso, dentre ®sseis isolados, somente F7 e F20
apresentaram o getdaspy.s. O geneblaspy.; € localizado no plasmideo bacteriano e pode ter
sido perdido por essas cepas geneticamente idgiftizdados F7 e F21), embora continuem a
expressar fenétipo de resisténcia a carbapenéniniependente da metodologia de tipificacdo
utilizada, os grupamentos foram formados pela origes isolados, ndo havendo relag&o clonal
entre isolados dP. aeruginosade diferentes esgotos hospitalares, mostrandgopelactes
geneticamente diferentes estdo estabelecidas resgei®s hospitalares e que, provavelmente,
sao provenientes dos respectivos ambientes h@sptal

A ocorréncia de isolados & aeruginosanultirresistentes e portadores do gblegpy.
1 hos esgotos hospitalares estudados, chama a @fgaugéo risco de disseminagdo de bactérias
multirresistentes e de genes de resisténcia a iartinianos, através do esgoto hospitalar. As
bactérias multirresistentes presentes no esgotenparbntaminar rios, lagos e oceanos e a
interacdo entre ecossistemas pode promover umsapresletiva capaz de alterar o ambiente de
maneira a favorecer a emergéncia e disseminagadcdarganismos resistentes.
Agradecimentos
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Tabela 1- Perfil de susceptibilidade dos isolade® daeruginosanultirresistentes portadores

ou nao do genblaspy.; provenientes de amostras dos esgotos dos Hodmt&Ign = 36).

Isolado Origem PCR Perfil de Perfil de Resisténcia

blagpm.s  Resisténcia

Tipo

F24 HV - 1 Gen Cip Ami Tic Imp Mer Cpm
F28 HV - 1 Gen Cip Ami Tic Imp Mer Cpm
F5 HV - 2 Gen Cip Caz Tic Imp
F7 HV + 3 Gen Cip Imp Cpm
F11 HV - 4 Gen Cip Caz Tic Imp Cpm
F13 HV - 5 Gen Cip Caz Tic Cpm
F3 HV + 6 Gen Cip Caz Tic Imp Cpm Atm
L25 HI - 7 Gen Cip Ami Caz Ppt Imp Mer Cpm
X60 HIV - 8 Gen Cip Ami Tic
F20 HV + 9 Gen Cip Ami Ppt Tic Imp Mer Cpm
F21 HV - 1 Gen Cip Ami Tic Imp Mer Cpm
F33 HV - 1 Gen Cip Ami Tic Imp Mer Cpm
F35 HV - 1 Gen Cip Ami Tic Imp Mer Cpm
M20 HI + 10 Gen Cip Ami Caz Tic Imp Mer
X68 HIV - 11 Gen Imp
N1 HI + 12 Gen Cip Ami Caz Tic Imp Mer Cpm
N4 HI + 10 Gen Cip Ami Caz Tic Imp Mer
N9 HI + 10 Gen Cip Ami Caz Tic Imp Mer
N18 HI + 10 Gen Cip Ami Caz Tic Imp Mer
D30 HV + 16 Tic Imp Mer Cpm Atm
M12 HI + 12 Gen Cip Ami Caz Tic Imp Mer Cpm
N6 HI + 10 Gen Cip Ami Caz Tic Imp Mer
N5 HI + 10 Gen Cip Ami Caz Tic Imp Mer
L17 HI + 13 Gen Cip Ami Caz Ppt Imp Mer Cpm
N7 HI + 10 Gen Cip Ami Caz Tic Imp Mer
L19 HI + 13 Gen Cip Ami Caz Ppt Imp Mer Cpm
L12 HI + 13 Gen Cip Ami Caz Ppt Imp Mer Cpm
L14 HI + 13 Gen Cip Ami Caz Ppt Imp Mer Cpm
N3 HI + 12 Gen Cip Ami Caz Tic Imp Mer Cpm
H11 HIl + 14 Gen Cip Ami Caz Ppt Tic Imp Mer Cpm
T25 HIll - 15 Gen Cip Ami Ppt Imp Mer
H8 HIl + 12 Gen Cip Ami Caz Tic Imp Mer Cpm
H9 HIl + 12 Gen Cip Ami Caz Tic Imp Mer Cpm
H12 HIl + 14 Gen Cip Ami Caz Ppt Tic Imp
H13 HIl + 12 Gen Cip Ami Caz Tic Imp Mer Cpm
L24 HI - 14 Gen Cip Ami Caz Ppt Tic Imp Mer Cpm

HI, Hospital I; HIIl, Hospital II; HIll, Hospital I, HIV, Hospital 1V; HV, Hospital V. Gen,
gentamicina; Cip, ciprofloxacina; Ami, amicacina, aZ; ceftazidima, Ppt,
piperacilina/tazobactam; Tic, ticarciclina/clavuddm; Imp, imipenem; Mer, meropenem; Cpm,
cefepime.
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MICa SPM1P Origin® PFGEY Isolate® Similarity (%)

100 84 67 50 35 14
16 W 3 F24 T T T T Tt "
16 - H/ 3 F28 |—
32 - W 2 F5
32 + W 2 F7
32 - KW 4 Fl1 _
16 - H/ 5 FI13
128 + WV 1 F3
5256 + HI 7 L25
16 + HV 12  X60
128 + HV 3 F20
16 - H 3 F21 |
16 - H/ 3 F33
16 - H/ 3 F35 — | -
5256 + H 11 MO |
RS
> +
5256 + HI 7 N — 1 |—
5256 + HI 11 NO —'7
>256 + H 11 N18 -
RO I '
> +
5256 + HI 7 N6 | ‘7
5256 + HI 7 N5
5256 + HI 7L ———————
5256 + HI 7 N7 |
5256 + HI 8 19 — | |
5256 + HI 8 L12
5256 + HI 8 L14
5256 + HI 7 N3
5256 + HII - H1 ||
32 - HII 14 T25
>256 + HII 10 HE ——
5256 + HII 9 HO
64 + HI 9 HI2 :I—J
5256 + HII 9 HI3
>256 + H 15 L24
Figura 1 — Dendrograma (Dice, UPGMA) dos padrbes EHRIC-PCR dos isolados de

Pseudomonas aeruginose esgoto hospitalar dos Hospitais | a V. A lintzssversal indica
70% de similaridade®/alores de MIC para imipenemd/mL); "SMP-1, gene blay..; “Origin,
Origem do isolado: HI, Hospital I; HII, Hospital; IHIII, Hospital Ill; HIV, Hospital IV; HV,
Hospital V:PEGE, perfil de PFGEIsolate: isolate number.
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Figura 2 — Gel de agarose representativo de algenis de PFGE dos isolados &
aeruginosade esgoto hospitalar. M, marcador de tamanho migle¢uamda Ladder PFG
Marker, BioLabs, New England). As canaletas 2 an@@tram os perfis de PFGE descritos na
Figura 1. Canaleta B. aeruginosaATCC 25922; Canaletas 2, 3, 4, 6, 8, Perfil PFGRoTY;
Canaletas 5, 7, 9, Perfil PFGE Tipo 8; Canaleta P€xfil PFGE tipo 9; Canaleta 1P,
aeruginosaATCC 27853; Canaleta 12, Perfil PFGE Tipo 1; Caaald 3, 14, 15, Perfil PFGE
Tipo 2; Canaletal6, Perfil PFGE Tipo 4; CanaletaRatfil PFGE Tipo 5; Canaletas 18 e 19,
Perfil PFGE Tipo 3 e Canaleta 20, Perfil PFGE Tépo

1.2 3 4 65 6 7 8 98,10 11 12 13 14

Figura 3 — Eletroforese em Gel de Gradiente de &asm;do do fragmento de geaspy., dos
isolados déP. aeruginosale esgoto hospitalar. Poliacrilamida 8,0 %, gratdiele desnaturacao
de 15-50%. Canaletas: 1, fragmento amplificadoatdrole positivoP. aeruginosalaspw.;; 2,
isolado F3; 3, isolado F20; 4, isolado N1; 5, idoldN3; 6, isolado N5; 7, isolado N18; 8,
isolado L14; 9, isolado L17; 10, isolado H8; 1hlaglo H9; 12, isolado H11; 13, isolado H12;
14, isolado H13.
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4. DISCUSSAO GERAL

No presente estudo, isolados de P. aeruginosa de amostras de
esgoto hospitalar e agua superficial foram avaliados quanto ao seu perfil de
susceptibilidade aos antimicrobianos, a presenca e diversidade de genes de
MBLs e similaridade genética por ERIC-PCR e PFGE. Para facilitar a discusséo
geral dos resultados, as amostras foram classificadas da seguinte maneira:
Ambiente |, amostras de esgoto do Hospital S&o Vicente de Paulo (HSVP) e
agua superficial do Rio Passo Fundo, consistindo de trés pontos de agua
superficial do Rio Passo Fundo (Pontos A, B e C) e trés pontos de esgoto
hospitalar do HSVP (Pontos D, E e F); Ambiente |, amostras de esgoto do
Hospital Divina Providéncia (HDP) e agua superficial do Arroio Cascata e
Riacho da Gruta, consistindo de dois pontos de esgoto hospitalar do HDP
(Pontos G e H), um ponto de agua do Riacho da Gruta (Ponto |) e dois pontos
de agua do Arroio Cascata (Pontos J e K); Hospital I, amostras de esgoto do
Hospital Conceicao (HC), consistindo de seis pontos de esgoto hospitalar
(Pontos L, M, N, O, P e Q), Hospital Il, amostras de esgoto do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPA), consistindo de quatro pontos de esgoto

hospitalar (Pontos R, S, T e U) e Hospital Ill, amostras de esgoto do Hospital
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Séo Lucas (HSL), consistindo de um ponto de esgoto hospitalar (Ponto X). Os
isolados de P. aeruginosa deste estudo foram designados pela letra
correspondente ao ponto de coleta e numerados consecutivamente com
numeracao arabica.

Foram analisados, 614 isolados de P. aeruginosa, sendo 198 do
Ambiente I, 198 do Ambiente II, 89 do Hospital I, 60 do Hospital Il e 69 do
Hospital 1ll. N&o foram encontrados isolados de P. aeruginosa no Ponto A do
Ambiente | em nenhuma das duas coletas realizadas. O Ponto A fica proximo a
nascente do rio Passo Fundo e néo recebe contribuicdo do esgoto da cidade
de Passo Fundo, portanto € um ponto ndo impactado, o que pode justificar a
auséncia de isolados de P. aeruginosa nas amostras de agua superficial
coletadas.

O teste de susceptibilidade aos antimicrobianos revelou 45 perfis de
resisténcia diferentes entre os 614 isolados de P. aeruginosa deste estudo
(Tabela 1), dentre estes perfis de resisténcia encontrados, somente 12 foram
comuns a mais de um ambiente ou esgoto hospitalar, os demais foram
caracteristicos de uma unica origem, mostrando que o perfil de resisténcia dos
isolados de P. aeruginosa esta associado a origem da amostra. Em geral, os
indices de resisténcia, e até de multirresisténcia, observados em isolados
clinicos de P. aeruginosa sdo bastante elevados (Zavascki, et al. 2006;
Gaspareto et al. 2007). No presente estudo, os isolados dos Ambientes | e I
apresentaram indices de susceptibilidade de 64,1% e 85,3%, respectivamente,
mostrando que mais da metade dos isolados foi sensivel a todos os

antimicrobianos testados, ndo esquecendo que nesses dois ambientes existem
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pontos de agua superficial com os indices de susceptibilidade mais elevados.
Os Hospitais I, 1l e lll apresentaram, respectivamente, susceptibilidade a todos
0s antimicrobianos testados em 66,3 %, 66,6 % e 78,3 % dos isolados. Os
dados de multirresisténcia entre os isolados clinicos de P. aeruginosa séo
elevados, em torno de 79,0 % (Amadi et al., 2009). Considerando isolados
resistentes a pelo menos quatro classes de antimicrobianos como
multirresistentes, os indices de multirresisténcia observados entre os isolados
de P. aeruginosa do presente estudo foram baixos, muito inferiores aos
observados entre isolados clinicos (Gaspareto et al. 2007). No Ambiente I, 17,6
% (n=35/198) dos isolados foram multirresistentes e no Ambiente Il este indice
foi de 3,03 % (n=6/198), ndo tendo sido observado o fendtipo de
multirresisténcia entre isolados de agua superficial. Ja entre os isolados de
esgoto hospitalar, os indices de multirresisténcia foram de 32,6 % (n= 29/89),
5,0 % (n=3/60) e 10,0 % (n=7/69) para os Hospitais I, Il e Ill, respectivamente.
Entretanto, apesar do baixo indice de multirresisténcia encontrado entre 0s
isolados de P. aeruginosa de esgoto hospitalar, bactérias resistentes, mesmo
em pequena quantidade, podem encontrar condi¢cdes favoraveis para tornarem-
se predominantes em ambientes contaminados por antimicrobianos, como o
esgoto hospitalar, alterando, assim, a composi¢cao original das comunidades
microbianas e contribuindo para a disseminacdo da resisténcia bacteriana

(Guardabassi et al., 1998).
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Tabela 1 — Perfis de Resisténcia encontrados entre os isolados de
Pseudomonas aeruginosa de esgoto hospitalar e agua superficial dos
Ambientes | e Il e Hospitais I, I e Il (n=614).

N° Resisténcia Nimero de isolados
do Ambiente | Ambiente | Hospital Hospital Hospital
Perfil | 1l | 1] 1l
(n=198) (n=198) (n=89) (n=60) (n=69)
1* Sensivel a todos antimicrobianos 127 169 59 40 54
testados
2% Imp 27 3 0 0 0
3 Imp Mer 2 0 0 1 0
4 Gen Cip Ami Ppt Tic Imp Cpm Atm 1 0 0 0 0
5 Gen Ami Ppt Tic Mer Pol 0 0 0 0 0
6 Gen Cip Caz Tic Imp Cpm Atm 2 0 0 0 0
7 Gen Cip Caz Tic Imp Cpm 4 0 0 0 0
8 Gen Cip Caz Tic Imp 1 0 0 0 0
9 Gen Cip Caz Tic Imp Atm 1 0 0 0 0
10 Gen Cip Imp Cpm 1 0 0 0 0
11 Gen Cip Caz Tic Imp Cpm 1 0 0 0 0
12 Gen Cip Caz Tic Cpm 2 0 0 0 0
13* Gen Cip Ami Tic 1 0 0 0 1
14 Gen Cip Ami Tic Imp Mer Cpm 18 0 0 0 0
15 Gen Cip Ami Ppt Tic Imp Mer Cpm 1 0 0 0 0
16 Gen Cip Ami Tic Imp Mer 1 0 0 0 0
17 Gen Cip Ami Imp Mer 1 0 0 0 0
18 Ppt 1 0 0 0 0
19 Tic Imp Mer Cpm 1 0 0 0 0
20* Mer 4 0 0 2 0
21 Tic Imp Mer Cpm Atm 1 0 0 0 0
22% Cip Ami 0 1 0 1 0
23* Gen Cip Ami Caz Tic Imp Mer Cpm 0 3 4 0 0
24* Gen Cip Ami Caz Ppt Tic Imp Mer Cpm 0 2 3 0 0
25 Cip 0 1 0 0 0
26* Gen 0 8 0 1 0
27* Gen Tic 0 8 0 0 1
28 Tic 0 1 0 0 0
20* Gen Cip Ami Caz Tic Imp Mer 0 1 9 0 0
30 Gen Cip Ami Caz Ppt Imp Mer Cpm 0 0 13 0 0
31 Gen Ami 0 0 1 0 0
32* Gen,Tic Cpm 0 0 0 1 7
33 Atm 0 0 0 0 1
34 Gen Cip Ami Caz Imp Mer Cpm 0 0 0 0 1
35 Gen Ami Imp 0 0 0 0 1
36 Gen Imp 0 0 0 0 1
37* Ami 0 0 0 2 1
38 Gen Cip Caz Imp Mer Cpm 0 0 0 0 1
39 Ami Imp 0 0 0 1 0
40 Cpm 0 0 0 1 0
41 Gen Cip 0 0 0 7 0
42 Caz 0 0 0 1 0
43 Gen Cip Ami Ppt Imp Mer 0 0 0 1 0
44 Caz Ppt 0 0 0 1 0
45 Gen Ami Cpm Atm 0 1 0 0 0

* perfis comuns a mais de uma origem; Gen, gentamicina; Imp, imipenem; Mer,
meropenem; Cip, ciprofloxacina; Caz, ceftazidima; Tic, ticarcilina/clavulanato; Cpm,
cefepime; Ami, amicacina; Ppt, piperacilina/tazobactam; Atm, aztreonam.
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O tipo de resisténcia observado também variou entre os diferentes
ambientes estudados. No Ambiente |, foi observada susceptibilidade reduzida
principalmente a imipenem, meropenem, cefepime, ticarcilina/clavulanato,
gentamicina e ciprofloxacina; ocorrendo principalmente entre os isolados de
esgoto hospitalar, uma vez que os isolados de P. aeruginosa do Rio Passo
Fundo foram, na sua maioria, sensiveis a todos os antimicrobianos testados.
No Ambiente Il, os indices de resisténcia foram inferiores e foi observada
susceptibilidade reduzida principalmente a gentamicina e
ticarcilina/clavulanato. No Hospital | foram encontrados os maiores indices de
susceptibilidade reduzida do presente estudo para a gentamicina,
ciprofloxacina, amicacina, ceftazidima, imipenem, meropenem e cefepime;
enquanto que no Hospital Il, para a amicacina, meropenem e aztreonam, e no
Hospital 1ll, para amicacina, gentamicina, cefepime e ticarcilina/clavulanato.
Independente do tipo de resisténcia observado, os perfis de resisténcia
encontrados entre esses isolados incluem a maioria dos antimicrobianos
utilizados atualmente para tratamento de infeccbes por P. aeruginosa em
seres humanos, 0 que nos leva a crer que a origem dos isolados resistentes
encontrados no esgoto hospitalar seja o proprio ambiente hospitalar e que,
provavelmente, os diferentes hospitais estudados adotam diferentes
esquemas terapéuticos, os quais resultaram em diferentes padrbes de
resisténcia encontrados nos isolados de P. aeruginosa dos respectivos
esgotos hospitalares. Além disso, os tipos de resisténcia observados entre 0s
isolados de P. aeruginosa deste estudo sdo comumente observados entre

isolados clinicos de P. aeruginosa, mais um indicio da origem dos isolados
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resistentes encontrados nas amostras de esgoto hospitalar (Pai et al., 2001;

Nakajima et al., 2002; Poole, 2005; Jiang et al., 2006).

As taxas de MBLs relatadas entre isolados clinicos de P.
aeruginosa de hospitais de Porto Alegre e Passo Fundo séo freqientemente
elevadas e o0 gene blaspy.1 € 0 mais comum (Zavascki et al., 2006; Gaspareto
et al., 2007; Graf et al., 2008). A ocorréncia do gene blaspu.1 entre os isolados
de P. aeruginosa das amostras de esgoto hospitalar deste estudo foi em torno
de 5,0 % e foi encontrada somente em isolados de trés esgotos dos cinco
hospitais estudados. O gene blaspu.1 foi encontrado em quatro isolados de
esgoto hospitalar do Ambiente I, cinco isolados de esgoto hospitalar do
Ambiente Il e 14 isolados do Hospital I. Outros genes de MBLs, ESBLs e
OXAs pesquisados ndo foram detectados. Mesmo com essa baixa frequéncia,
esse achado revela a presenca de isolados de P. aeruginosa com 0 gene
blaspm-1 €m esgotos hospitalares e néo descarta a possibilidade de
constituirem uma forma de disseminacgéo desse tipo de resisténcia, sem falar
de outros mecanismos de resisténcia que também podem estar presentes e
sdo frequentemente associados a plasmideos e transposons. Todos 0s
isolados de P aeruginosa com o gene blaspm1 do presente estudo, com
excecao do isolado F7, apresentaram fenotipo de multirresisténcia e somente
dois isolados do Ambiente | apresentaram resisténcia a aztreonam. N&o foi
observada resisténcia a polimixina B entre os isolados com o gene blaspwm.1.
No teste de microdiluicdo em caldo para o imipenem, todos os isolados com

gene blaspy-1 apresentaram um valor de MIC = 16 ug/mL, sendo que a maioria
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apresentou valores de MIC = 256 ug/mL, confirmando o tipo de resisténcia

encontrado.

A diversidade na sequéncia dos genes blaspy.; encontrados foi
avaliada pela DGGE, técnica que tem sido muito util para avaliagdo de
diversidade em diferentes genes de resisténcia (Chee-Sanford et al., 2001;
McCammon et al., 2005). Henriques et al. (2006) avaliaram a diversidade em
genes de B-lactamases de ambientes aquaticos através da DGGE-PCR e
mostraram que a maioria das sequéncias avaliadas € idéntica ou muito similar
as sequUéncias de genes de B-lactamases de isolados clinicos. Chee-Sanford et
al. (2001) estudaram, através da DGGE-PCR, os genes de resisténcia a
tetraciclina de populacdes bacterianas de lagoas e aguas subterraneas de duas
fazendas de suinos e observaram que 0s genes de resisténcia a tetraciclina
dos isolados bacterianos de aguas subterraneas possuiam o gene tetM, que
nao era predominante no ambiente, e era idéntico ao gene tetM recuperado
das lagoas, sugerindo que a disseminagdo, nesse caso, ndao esta limitada a
cepas de origem gastrointestinal.

O gene de metalo B-lactamase blaspym.i apresenta uma unica
variante alélica descrita até hoje, sendo a mesma encontrada em isolados
clinicos e ambientais de P. aeruginosa, indicando uma origem comum
(Toleman et al., 1996; Fuentefria et al., 2008b). Os resultados da DGGE-PCR
do gene blaspm.1 dos isolados de P. aeruginosa de esgoto hospitalar do
presente estudo indicam que os fragmentos amplificados apresentam a mesma
sequéncia de nucleotideos por apresentarem a mesma mobilidade

eletroforética em géis de 8% de poliacrilamida com gradiente de desnaturagéo
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de 15-50%. Além disso, o sequenciamento do fragmento de PCR amplificado
para pesquisa do gene blaspu-1, €mbora seja outra regido, mostrou tratar-se da
mesma sequéncia de nucleotideos, com 100% de similaridade com a
seqUéncia de Pseudomonas aeruginosa DQ145284 (Fuentefria et al.,, 2008b)
contribuindo para os resultados encontrados com a DGGE.

A tipificacdo dos isolados pela ERIC-PCR foi realizada com dois
objetivos principais: avaliar se isolados de P. aeruginosa do esgoto hospitalar
apresentam similaridade genética com isolados recuperados de amostras de
agua superficial, nas quais o respectivo esgoto € descartado (Ambientes | e 11)
e se h4 relacdo genética entre isolados de P. aeruginosa oriundos de amostras
de esgoto hospitalar de diferentes hospitais (Hospitais I, 1l e IlI).

A tipificagcdo por ERIC-PCR dos isolados de P. aeruginosa dos
Ambientes | e Il mostrou grande diversidade, indicando multiplas origens dos
isolados. Nao foi observada relagéao clonal entre isolados de P. aeruginosa de
diferentes pontos de coleta de esgoto hospitalar nos Ambientes | e Il, indicando
que uma disseminacao clonal esta ocorrendo somente entre cepas de um
mesmo ponto de coleta. A presenca de isolados geneticamente idénticos em
um mesmo ponto de coleta, amostrados em diferentes ocasides € indicio de
que cepas estdo persistindo ou sendo continuamente lancadas no esgoto
hospitalar. Com o mesmo enfoque, Tuméo et al. (2008) ndo puderam relacionar
geneticamente isolados clinicos de P. aeruginosa multirresistentes com
isolados de P. aeruginosa de amostras de esgoto hospitalar. No presente
estudo, a analise de grupamentos pela ERIC-PCR indicou que outras fontes,

gue ndo os esgotos hospitalares em questdo podem estar contribuindo para a
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presenca de P. aeruginosa nas amostras de agua superficial estudadas ou, que
estas amostras estejam muito diluidas e os isolados ndo possam ser
detectados. Os isolados de P. aeruginosa de amostras de agua superficial do
Ambiente | (Pontos B e C) mostraram menor similaridade entre si, contribuindo
para a hipétese de multiplas origens desses isolados, pois sabe-se que o solo e
a vegetacdo sao grandes contribuintes para a presenca de bactérias no
ambiente aquatico.

A tipificagcdo por ERIC-PCR dos isolados de P. aeruginosa dos
Hospitais I, 1l e 1l também mostrou alta diversidade, mesmo entre isolados de
mesma origem. Estes dados sugerem que populacdes geneticamente distintas
estdo circulando nos ambientes hospitalares estudados e, conseqiientemente,
populacdes também geneticamente distintas séo recuperadas dos respectivos
esgotos hospitalares. N&ao foi observada relacéo clonal entre isolados de P.
aeruginosa de diferentes esgotos hospitalares, pelo contrario, a similaridade
entre estes isolados foi baixa.

A PFGE foi realizada com 36 isolados de P. aeruginosa
multirresistentes e/ou com o gene blaspy.1, provenientes de amostras de esgoto
dos cinco hospitais estudados. Em estudos que utilizam esta metodologia para
isolados clinicos de P. aeruginosa, € comum encontrar cepas com pouca ou
nenhuma diversidade, revelando relacao clonal entre eles (Agarwal et al., 2002;
Freitas & Barth, 2002; Gales et al., 2003; Gales et al., 2004). No presente
estudo, 15 perfis diferentes foram encontrados, mostrando alta diversidade.

A analise de agrupamentos pela PFGE ndo mostrou relacéo clonal

entre isolados de diferentes esgotos hospitalares e, ao contrario, 0s grupos
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foram formados de acordo com a origem dos isolados, indicando, novamente,
que populacbes geneticamente distintas estdo estabelecidas nos diferentes
esgotos hospitalares e que, provavelmente, sdo provenientes dos respectivos
ambientes hospitalares. Seis isolados de P. aeruginosa foram indistinguiveis
pelas metodologias de ERIC-PCR e PFGE, indicando que estes isolados sdo
realmente geneticamente relacionados. Além disso, alguns isolados que nao
puderam ser diferenciados pela PFGE, puderam ser diferenciados pela ERIC-
PCR, comprovando o maior poder discriminatorio desta metodologia

encontrado neste estudo.

117



5. CONCLUSOES

1. Isolados de P. aeruginosa foram recuperados de todos os pontos
de coleta estudados, com exce¢do do Ponto A, proximo a nascente do Rio
Passo Fundo.

2. Isolados de P. aeruginosa de esgoto hospitalar apresentaram
maiores indices de resisténcia do que isolados de agua superficial e o fenétipo
de multirresisténcia foi observado somente entre isolados de P. aeruginosa de
esgoto hospitalar, correspondendo a 32,6%, 5,0% e 10,0% para os Hospitais I,
Il e lll, respectivamente.

3. O gene blaspm.1 foi encontrado em quatro isolados de esgoto
hospitalar do Ambiente I, cinco isolados de esgoto hospitalar do Ambiente Il e
14 isolados do Hospital I, correspondendo a 3,7 % de todos os isolados
analisados; a DGGE revelou que todos os fragmentos do gene blaspy.1
amplificados apresentaram 0 mesmo padrdo de migragdo, indicando uma
mesma seqiéncia de nucleotideos nos respectivos fragmentos.

4. Nao foi observada relacéo clonal entre isolados de P. aeruginosa

de esgoto hospitalar e &agua superficial através da ERIC-PCR e os
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grupamentos foram formados de acordo com a origem dos isolados; os perfis
de resisténcia aos antimicrobianos puderam ser relacionados aos perfis de
ERIC-PCR encontrados nos isolados de P. aeruginosa dos Ambientes | e Il.

5. Nao foi observada relacéo clonal entre isolados de P. aeruginosa
de amostras de diferentes esgotos hospitalares, pois uma alta diversidade foi

encontrada.
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Séo Lucas (HSL), consistindo de um ponto de esgoto hospitalar (Ponto X). Os
isolados de P. aeruginosa deste estudo foram designados pela letra
correspondente ao ponto de coleta e numerados consecutivamente com
numeracao arabica.

Foram analisados, 614 isolados de P. aeruginosa, sendo 198 do
Ambiente I, 198 do Ambiente II, 89 do Hospital I, 60 do Hospital Il e 69 do
Hospital 1ll. N&o foram encontrados isolados de P. aeruginosa no Ponto A do
Ambiente | em nenhuma das duas coletas realizadas. O Ponto A fica proximo a
nascente do rio Passo Fundo e néo recebe contribuicdo do esgoto da cidade
de Passo Fundo, portanto € um ponto ndo impactado, o que pode justificar a
auséncia de isolados de P. aeruginosa nas amostras de agua superficial
coletadas.

O teste de susceptibilidade aos antimicrobianos revelou 45 perfis de
resisténcia diferentes entre os 614 isolados de P. aeruginosa deste estudo
(Tabela 1), dentre estes perfis de resisténcia encontrados, somente 12 foram
comuns a mais de um ambiente ou esgoto hospitalar, os demais foram
caracteristicos de uma unica origem, mostrando que o perfil de resisténcia dos
isolados de P. aeruginosa esta associado a origem da amostra. Em geral, os
indices de resisténcia, e até de multirresisténcia, observados em isolados
clinicos de P. aeruginosa sdo bastante elevados (Zavascki, et al. 2006;
Gaspareto et al. 2007). No presente estudo, os isolados dos Ambientes | e I
apresentaram indices de susceptibilidade de 64,1% e 85,3%, respectivamente,
mostrando que mais da metade dos isolados foi sensivel a todos os

antimicrobianos testados, ndo esquecendo que nesses dois ambientes existem
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pontos de agua superficial com os indices de susceptibilidade mais elevados.
Os Hospitais I, 1l e lll apresentaram, respectivamente, susceptibilidade a todos
0s antimicrobianos testados em 66,3 %, 66,6 % e 78,3 % dos isolados. Os
dados de multirresisténcia entre os isolados clinicos de P. aeruginosa séo
elevados, em torno de 79,0 % (Amadi et al., 2009). Considerando isolados
resistentes a pelo menos quatro classes de antimicrobianos como
multirresistentes, os indices de multirresisténcia observados entre os isolados
de P. aeruginosa do presente estudo foram baixos, muito inferiores aos
observados entre isolados clinicos (Gaspareto et al. 2007). No Ambiente I, 17,6
% (n=35/198) dos isolados foram multirresistentes e no Ambiente Il este indice
foi de 3,03 % (n=6/198), ndo tendo sido observado o fendtipo de
multirresisténcia entre isolados de agua superficial. Ja entre os isolados de
esgoto hospitalar, os indices de multirresisténcia foram de 32,6 % (n= 29/89),
5,0 % (n=3/60) e 10,0 % (n=7/69) para os Hospitais I, Il e Ill, respectivamente.
Entretanto, apesar do baixo indice de multirresisténcia encontrado entre 0s
isolados de P. aeruginosa de esgoto hospitalar, bactérias resistentes, mesmo
em pequena quantidade, podem encontrar condi¢cdes favoraveis para tornarem-
se predominantes em ambientes contaminados por antimicrobianos, como o
esgoto hospitalar, alterando, assim, a composi¢cao original das comunidades
microbianas e contribuindo para a disseminacdo da resisténcia bacteriana

(Guardabassi et al., 1998).
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Tabela 1 — Perfis de Resisténcia encontrados entre os isolados de
Pseudomonas aeruginosa de esgoto hospitalar e agua superficial dos
Ambientes | e Il e Hospitais I, I e Il (n=614).

N° Resisténcia Nimero de isolados
do Ambiente | Ambiente | Hospital Hospital Hospital
Perfil | 1l | 1] 1l
(n=198) (n=198) (n=89) (n=60) (n=69)
1* Sensivel a todos antimicrobianos 127 169 59 40 54
testados
2% Imp 27 3 0 0 0
3 Imp Mer 2 0 0 1 0
4 Gen Cip Ami Ppt Tic Imp Cpm Atm 1 0 0 0 0
5 Gen Ami Ppt Tic Mer Pol 0 0 0 0 0
6 Gen Cip Caz Tic Imp Cpm Atm 2 0 0 0 0
7 Gen Cip Caz Tic Imp Cpm 4 0 0 0 0
8 Gen Cip Caz Tic Imp 1 0 0 0 0
9 Gen Cip Caz Tic Imp Atm 1 0 0 0 0
10 Gen Cip Imp Cpm 1 0 0 0 0
11 Gen Cip Caz Tic Imp Cpm 1 0 0 0 0
12 Gen Cip Caz Tic Cpm 2 0 0 0 0
13* Gen Cip Ami Tic 1 0 0 0 1
14 Gen Cip Ami Tic Imp Mer Cpm 18 0 0 0 0
15 Gen Cip Ami Ppt Tic Imp Mer Cpm 1 0 0 0 0
16 Gen Cip Ami Tic Imp Mer 1 0 0 0 0
17 Gen Cip Ami Imp Mer 1 0 0 0 0
18 Ppt 1 0 0 0 0
19 Tic Imp Mer Cpm 1 0 0 0 0
20* Mer 4 0 0 2 0
21 Tic Imp Mer Cpm Atm 1 0 0 0 0
22% Cip Ami 0 1 0 1 0
23* Gen Cip Ami Caz Tic Imp Mer Cpm 0 3 4 0 0
24* Gen Cip Ami Caz Ppt Tic Imp Mer Cpm 0 2 3 0 0
25 Cip 0 1 0 0 0
26* Gen 0 8 0 1 0
27* Gen Tic 0 8 0 0 1
28 Tic 0 1 0 0 0
20* Gen Cip Ami Caz Tic Imp Mer 0 1 9 0 0
30 Gen Cip Ami Caz Ppt Imp Mer Cpm 0 0 13 0 0
31 Gen Ami 0 0 1 0 0
32* Gen,Tic Cpm 0 0 0 1 7
33 Atm 0 0 0 0 1
34 Gen Cip Ami Caz Imp Mer Cpm 0 0 0 0 1
35 Gen Ami Imp 0 0 0 0 1
36 Gen Imp 0 0 0 0 1
37* Ami 0 0 0 2 1
38 Gen Cip Caz Imp Mer Cpm 0 0 0 0 1
39 Ami Imp 0 0 0 1 0
40 Cpm 0 0 0 1 0
41 Gen Cip 0 0 0 7 0
42 Caz 0 0 0 1 0
43 Gen Cip Ami Ppt Imp Mer 0 0 0 1 0
44 Caz Ppt 0 0 0 1 0
45 Gen Ami Cpm Atm 0 1 0 0 0

* perfis comuns a mais de uma origem; Gen, gentamicina; Imp, imipenem; Mer,
meropenem; Cip, ciprofloxacina; Caz, ceftazidima; Tic, ticarcilina/clavulanato; Cpm,
cefepime; Ami, amicacina; Ppt, piperacilina/tazobactam; Atm, aztreonam.
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O tipo de resisténcia observado também variou entre os diferentes
ambientes estudados. No Ambiente |, foi observada susceptibilidade reduzida
principalmente a imipenem, meropenem, cefepime, ticarcilina/clavulanato,
gentamicina e ciprofloxacina; ocorrendo principalmente entre os isolados de
esgoto hospitalar, uma vez que os isolados de P. aeruginosa do Rio Passo
Fundo foram, na sua maioria, sensiveis a todos os antimicrobianos testados.
No Ambiente Il, os indices de resisténcia foram inferiores e foi observada
susceptibilidade reduzida principalmente a gentamicina e
ticarcilina/clavulanato. No Hospital | foram encontrados os maiores indices de
susceptibilidade reduzida do presente estudo para a gentamicina,
ciprofloxacina, amicacina, ceftazidima, imipenem, meropenem e cefepime;
enquanto que no Hospital Il, para a amicacina, meropenem e aztreonam, e no
Hospital 1ll, para amicacina, gentamicina, cefepime e ticarcilina/clavulanato.
Independente do tipo de resisténcia observado, os perfis de resisténcia
encontrados entre esses isolados incluem a maioria dos antimicrobianos
utilizados atualmente para tratamento de infeccbes por P. aeruginosa em
seres humanos, 0 que nos leva a crer que a origem dos isolados resistentes
encontrados no esgoto hospitalar seja o proprio ambiente hospitalar e que,
provavelmente, os diferentes hospitais estudados adotam diferentes
esquemas terapéuticos, os quais resultaram em diferentes padrbes de
resisténcia encontrados nos isolados de P. aeruginosa dos respectivos
esgotos hospitalares. Além disso, os tipos de resisténcia observados entre 0s
isolados de P. aeruginosa deste estudo sdo comumente observados entre

isolados clinicos de P. aeruginosa, mais um indicio da origem dos isolados
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resistentes encontrados nas amostras de esgoto hospitalar (Pai et al., 2001;

Nakajima et al., 2002; Poole, 2005; Jiang et al., 2006).

As taxas de MBLs relatadas entre isolados clinicos de P.
aeruginosa de hospitais de Porto Alegre e Passo Fundo séo freqientemente
elevadas e o0 gene blaspy.1 € 0 mais comum (Zavascki et al., 2006; Gaspareto
et al., 2007; Graf et al., 2008). A ocorréncia do gene blaspu.1 entre os isolados
de P. aeruginosa das amostras de esgoto hospitalar deste estudo foi em torno
de 5,0 % e foi encontrada somente em isolados de trés esgotos dos cinco
hospitais estudados. O gene blaspu.1 foi encontrado em quatro isolados de
esgoto hospitalar do Ambiente I, cinco isolados de esgoto hospitalar do
Ambiente Il e 14 isolados do Hospital I. Outros genes de MBLs, ESBLs e
OXAs pesquisados ndo foram detectados. Mesmo com essa baixa frequéncia,
esse achado revela a presenca de isolados de P. aeruginosa com 0 gene
blaspm-1 €m esgotos hospitalares e néo descarta a possibilidade de
constituirem uma forma de disseminacgéo desse tipo de resisténcia, sem falar
de outros mecanismos de resisténcia que também podem estar presentes e
sdo frequentemente associados a plasmideos e transposons. Todos 0s
isolados de P aeruginosa com o gene blaspm1 do presente estudo, com
excecao do isolado F7, apresentaram fenotipo de multirresisténcia e somente
dois isolados do Ambiente | apresentaram resisténcia a aztreonam. N&o foi
observada resisténcia a polimixina B entre os isolados com o gene blaspwm.1.
No teste de microdiluicdo em caldo para o imipenem, todos os isolados com

gene blaspy-1 apresentaram um valor de MIC = 16 ug/mL, sendo que a maioria
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apresentou valores de MIC = 256 ug/mL, confirmando o tipo de resisténcia

encontrado.

A diversidade na sequéncia dos genes blaspy.; encontrados foi
avaliada pela DGGE, técnica que tem sido muito util para avaliagdo de
diversidade em diferentes genes de resisténcia (Chee-Sanford et al., 2001;
McCammon et al., 2005). Henriques et al. (2006) avaliaram a diversidade em
genes de B-lactamases de ambientes aquaticos através da DGGE-PCR e
mostraram que a maioria das sequéncias avaliadas € idéntica ou muito similar
as sequUéncias de genes de B-lactamases de isolados clinicos. Chee-Sanford et
al. (2001) estudaram, através da DGGE-PCR, os genes de resisténcia a
tetraciclina de populacdes bacterianas de lagoas e aguas subterraneas de duas
fazendas de suinos e observaram que 0s genes de resisténcia a tetraciclina
dos isolados bacterianos de aguas subterraneas possuiam o gene tetM, que
nao era predominante no ambiente, e era idéntico ao gene tetM recuperado
das lagoas, sugerindo que a disseminagdo, nesse caso, ndao esta limitada a
cepas de origem gastrointestinal.

O gene de metalo B-lactamase blaspym.i apresenta uma unica
variante alélica descrita até hoje, sendo a mesma encontrada em isolados
clinicos e ambientais de P. aeruginosa, indicando uma origem comum
(Toleman et al., 1996; Fuentefria et al., 2008b). Os resultados da DGGE-PCR
do gene blaspm.1 dos isolados de P. aeruginosa de esgoto hospitalar do
presente estudo indicam que os fragmentos amplificados apresentam a mesma
sequéncia de nucleotideos por apresentarem a mesma mobilidade

eletroforética em géis de 8% de poliacrilamida com gradiente de desnaturagéo
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de 15-50%. Além disso, o sequenciamento do fragmento de PCR amplificado
para pesquisa do gene blaspu-1, €mbora seja outra regido, mostrou tratar-se da
mesma sequéncia de nucleotideos, com 100% de similaridade com a
seqUéncia de Pseudomonas aeruginosa DQ145284 (Fuentefria et al.,, 2008b)
contribuindo para os resultados encontrados com a DGGE.

A tipificacdo dos isolados pela ERIC-PCR foi realizada com dois
objetivos principais: avaliar se isolados de P. aeruginosa do esgoto hospitalar
apresentam similaridade genética com isolados recuperados de amostras de
agua superficial, nas quais o respectivo esgoto € descartado (Ambientes | e 11)
e se h4 relacdo genética entre isolados de P. aeruginosa oriundos de amostras
de esgoto hospitalar de diferentes hospitais (Hospitais I, 1l e IlI).

A tipificagcdo por ERIC-PCR dos isolados de P. aeruginosa dos
Ambientes | e Il mostrou grande diversidade, indicando multiplas origens dos
isolados. Nao foi observada relagéao clonal entre isolados de P. aeruginosa de
diferentes pontos de coleta de esgoto hospitalar nos Ambientes | e Il, indicando
que uma disseminacao clonal esta ocorrendo somente entre cepas de um
mesmo ponto de coleta. A presenca de isolados geneticamente idénticos em
um mesmo ponto de coleta, amostrados em diferentes ocasides € indicio de
que cepas estdo persistindo ou sendo continuamente lancadas no esgoto
hospitalar. Com o mesmo enfoque, Tuméo et al. (2008) ndo puderam relacionar
geneticamente isolados clinicos de P. aeruginosa multirresistentes com
isolados de P. aeruginosa de amostras de esgoto hospitalar. No presente
estudo, a analise de grupamentos pela ERIC-PCR indicou que outras fontes,

gue ndo os esgotos hospitalares em questdo podem estar contribuindo para a
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presenca de P. aeruginosa nas amostras de agua superficial estudadas ou, que
estas amostras estejam muito diluidas e os isolados ndo possam ser
detectados. Os isolados de P. aeruginosa de amostras de agua superficial do
Ambiente | (Pontos B e C) mostraram menor similaridade entre si, contribuindo
para a hipétese de multiplas origens desses isolados, pois sabe-se que o solo e
a vegetacdo sao grandes contribuintes para a presenca de bactérias no
ambiente aquatico.

A tipificagcdo por ERIC-PCR dos isolados de P. aeruginosa dos
Hospitais I, 1l e 1l também mostrou alta diversidade, mesmo entre isolados de
mesma origem. Estes dados sugerem que populacdes geneticamente distintas
estdo circulando nos ambientes hospitalares estudados e, conseqiientemente,
populacdes também geneticamente distintas séo recuperadas dos respectivos
esgotos hospitalares. N&ao foi observada relacéo clonal entre isolados de P.
aeruginosa de diferentes esgotos hospitalares, pelo contrario, a similaridade
entre estes isolados foi baixa.

A PFGE foi realizada com 36 isolados de P. aeruginosa
multirresistentes e/ou com o gene blaspy.1, provenientes de amostras de esgoto
dos cinco hospitais estudados. Em estudos que utilizam esta metodologia para
isolados clinicos de P. aeruginosa, € comum encontrar cepas com pouca ou
nenhuma diversidade, revelando relacao clonal entre eles (Agarwal et al., 2002;
Freitas & Barth, 2002; Gales et al., 2003; Gales et al., 2004). No presente
estudo, 15 perfis diferentes foram encontrados, mostrando alta diversidade.

A analise de agrupamentos pela PFGE ndo mostrou relacéo clonal

entre isolados de diferentes esgotos hospitalares e, ao contrario, 0s grupos
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foram formados de acordo com a origem dos isolados, indicando, novamente,
que populacbes geneticamente distintas estdo estabelecidas nos diferentes
esgotos hospitalares e que, provavelmente, sdo provenientes dos respectivos
ambientes hospitalares. Seis isolados de P. aeruginosa foram indistinguiveis
pelas metodologias de ERIC-PCR e PFGE, indicando que estes isolados sdo
realmente geneticamente relacionados. Além disso, alguns isolados que nao
puderam ser diferenciados pela PFGE, puderam ser diferenciados pela ERIC-
PCR, comprovando o maior poder discriminatorio desta metodologia

encontrado neste estudo.
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5. CONCLUSOES

1. Isolados de P. aeruginosa foram recuperados de todos os pontos
de coleta estudados, com exce¢do do Ponto A, proximo a nascente do Rio
Passo Fundo.

2. Isolados de P. aeruginosa de esgoto hospitalar apresentaram
maiores indices de resisténcia do que isolados de agua superficial e o fenétipo
de multirresisténcia foi observado somente entre isolados de P. aeruginosa de
esgoto hospitalar, correspondendo a 32,6%, 5,0% e 10,0% para os Hospitais I,
Il e lll, respectivamente.

3. O gene blaspm.1 foi encontrado em quatro isolados de esgoto
hospitalar do Ambiente I, cinco isolados de esgoto hospitalar do Ambiente Il e
14 isolados do Hospital I, correspondendo a 3,7 % de todos os isolados
analisados; a DGGE revelou que todos os fragmentos do gene blaspy.1
amplificados apresentaram 0 mesmo padrdo de migragdo, indicando uma
mesma seqiéncia de nucleotideos nos respectivos fragmentos.

4. Nao foi observada relacéo clonal entre isolados de P. aeruginosa

de esgoto hospitalar e &agua superficial através da ERIC-PCR e os
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grupamentos foram formados de acordo com a origem dos isolados; os perfis
de resisténcia aos antimicrobianos puderam ser relacionados aos perfis de
ERIC-PCR encontrados nos isolados de P. aeruginosa dos Ambientes | e Il.

5. Nao foi observada relacéo clonal entre isolados de P. aeruginosa
de amostras de diferentes esgotos hospitalares, pois uma alta diversidade foi

encontrada.
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