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1 RESUMO 

 
 A presença de Pseudomonas aeruginosa resistentes a antimicrobianos 
no esgoto hospitalar contribui para sua disseminação em corpos d´água e 
possibilita o estabelecimento de reservatórios ambientais de resistência 
bacteriana. Os objetivos deste estudo foram comparar isolados de P. 
aeruginosa de amostras de esgoto hospitalar e água superficial quanto ao perfil 
de susceptibilidade aos antimicrobianos, a presença e diversidade de genes de 
metalo β-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 água 
superficial foram coletadas dos corpos d´água que recebem os esgotos de dois 
hospitais estudados. Os isolados foram identificados por provas bioquímicas 
clássicas e pela amplificação de um fragmento do rDNA 16S. O perfil de 
susceptibilidade foi avaliado pela técnica de disco-difusão. Os genes blaSPM-1, 
blaVIM e blaIMP foram pesquisados por PCR. A relação 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 blaSPM-1. Todos os 
isolados com este gene apresentaram fenótipo de multirresistência. A análise 
de similaridade genética pela ERIC-PCR e PFGE não mostrou relação clonal 
entre isolados de água superficial e esgoto hospitalar ou entre isolados 
provenientes de amostras de diferentes esgotos hospitalares. A presença de 
isolados resistentes e com o gene blaSPM-1, em amostras de esgoto hospitalar, 
atenta para o risco de disseminação ambiental de resistência bacteriana. 
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1 Tese de Doutorado em Microbiologia Agrícola e do Ambiente – Microbiologia Molecular de 
Procariotos e Eucariotos, Instituto de Ciências Básicas da Saúde, 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 β-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, blaVIM e blaIMP 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. 
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Doctoral thesis in Agricultural Microbiology, Instituto de Ciências Básicas da Saúde, 
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (133p.) April, 2009 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A presença de bactérias resistentes a antimicrobianos e genes de 

resistência tem sido descrita em diferentes tipos de amostras ambientais, 

incluindo amostras de esgoto hospitalar e água superficial. Estudos têm 

demonstrado que efluentes hospitalares apresentam níveis mais elevados de 

bactérias resistentes a antimicrobianos, quando comparados a efluentes 

derivados de outras fontes e que a concentração de antimicrobianos na água 

que recebe o esgoto hospitalar também é superior, gerando um ambiente com 

forte pressão seletiva. Ambientes fortemente seletivos levam a um aumento da 

freqüência de bactérias resistentes a antimicrobianos, as quais são liberadas 

no esgoto hospitalar e, através deste, chegam ao sistema de esgoto municipal, 

que por sua vez, é lançado, na maioria das vezes em corpos d´água, como 

rios, lagos e oceanos, sem tratamento prévio.  

A Pseudomonas aeruginosa é um patógeno nosocomial freqüente, 

causador de infecções em diversos sítios do corpo humano. Além disso, é uma 

bactéria ubíqua com características hidrofílicas, capaz de manter-se por longos 

períodos em ambientes como corpos d´água, formando rotas de disseminação 

e reservatórios ambientais de resistência bacteriana. Há uma grande 

preocupação com patógenos nosocomiais, especialmente com a P. 
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aeruginosa, uma vez que existe a tendência de adquirirem novos mecanismos 

de resistência. Nesse sentido, a P. aeruginosa é particularmente problemática 

por sua resistência intrínseca a diversas classes de antimicrobianos e sua 

habilidade de adquirir resistência a praticamente todos os antimicrobianos 

efetivos. Um dos principais mecanismos de resistência em P. aeruginosa é a 

produção de β-lactamases adquiridas do tipo metalo β-lactamases (MBLs). 

Bactérias carreadoras de genes adquiridos de MBLs apresentam um amplo 

espectro de resistência a agentes β-lactâmicos que não é revertido por 

inibidores das serino β-lactamases. Em função da eficiente atividade de 

carbapenemase dessas enzimas, o perfil de resistência produzido pelas 

linhagens produtoras de MBLs é muito amplo, abrangendo, principalmente, os 

carbapenêmicos. Por estas razões, as infecções causadas por bactérias 

produtoras de MBLs estabelecem um grande desafio à terapia antimicrobiana, 

trazendo ao cenário atual a necessidade de identificar essas bactérias 

produtoras de MBLs no esgoto hospitalar e avaliar sua disseminação em 

amostras de água superficial.   

Nesse contexto, o presente estudo visa avaliar, qualitativamente, 

linhagens de P. aeruginosa produtoras de metalo β-lactamases provenientes 

de esgoto hospitalar e de amostras de água superficial que recebem o esgoto 

hospitalar, proporcionando uma comparação entre os perfis de sensibilidade e 

a freqüência e diversidade dos genes produtores de MBLs destes dois grupos 

de amostras. Visa, também, traçar um perfil da presença 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 
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entre isolados de P. aeruginosa de diferentes ambientes será avaliada pela 

amplificação de elementos de DNA repetitivos (ERIC-PCR) e pela Eletroforese 

em Gel de Campo Pulsado (PFGE). Para avaliar a diversidade dos genes de 

metalo β-lactamases encontrados nos isolados de P. aeruginosa, propõe-se a 

utilização de uma técnica molecular já consagrada, a Eletroforese em Gel de 

Gradiente de Desnaturação (DGGE). 
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2.  REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  

 

2.1 Pseudomonas aeruginosa  

O gênero Pseudomonas foi descrito há mais de 100 anos e, desde 

então, a classificação taxonômica sofreu várias modificações. Em 1966, as 

cepas foram classificadas em quatro grupos: florescente, pseudomallei, 

acidovorans e alcaligenes (Stanier et al., 1966). Em 1974 houve uma 

reclassificação baseada em estudos de homologia DNA-rRNA e o gênero foi 

classificado em cinco grupos geneticamente diferentes (Palleroni et al., 1973). 

Em 1996, quatro dos cinco grupos de homologia foram reclassificados em 

novos gêneros: Burkholderia, Stenotrophomonas, Comamonas, Shewanella, 

Ralstonia, Methylobacterium, Sphingomonas, Acidovorax e Brevundimonas. O 

gênero Pseudomonas ficou no Grupo I, formado pelas espécies Pseudomonas 

aeruginosa, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas putida, Pseudomonas 

veronii, Pseudomonas stutzeri, Pseudomonas monteilii, Pseudomonas 

oryzihabitans, Pseudomonas luteola, Pseudomonas mendocina, Pseudomonas 

alcaligenes e Pseudomonas pseudoalcaligenes (Kersters et al., 1996). 

 O Gênero Pseudomonas pertence à família Pseudomonadaceae, 

apresentando-se como bacilos Gram-negativos, aeróbicos estritos, a maioria 
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das cepas apresenta motilidade por meio de flagelos polares, utiliza glicose e 

outros carboidratos pela via oxidativa e, em geral são citocromo-oxidase 

positivas (Palleroni, 1984). 

  O gênero Pseudomonas possui características ubiqüitárias na 

natureza, com predileção por ambientes úmidos, razão pela qual, são 

consideradas bactérias hidrofílicas. Possui versatilidade metabólica, que 

permite a utilização de diversos compostos orgânicos, ocupando uma posição 

ecológica importante no ciclo do carbono. Também são importantes patógenos 

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

  A Pseudomonas aeruginosa é a principal espécie do gênero, 

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 clínicos, enquanto 

que os demais pigmentos são encontrados em menos de 2 % dos casos (King 

et al., 1954). Essa espécie tornou-se uma importante causa de infecção, 

especialmente em pacientes imunocomprometidos. É freqüentemente 

relacionada a infecções nosocomiais, como pneumonia, infecções do trato 

urinário e bacteremias. Geralmente as infecções por P. aeruginosa estão 

associadas a altas taxas de morbidade e mortalidade (Lang et al., 2004). No 

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

  A P. aeruginosa produz diversas substâncias consideradas 

fatores de virulência e responsáveis por aumentar a capacidade de colonização 

e infecção dos tecidos do hospedeiro, sendo considerada a espécie mais 

virulenta entre as bactérias oportunistas Gram-negativas não fermentadoras da 
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glicose. Possui fatores de virulência associados à célula como os pilli, 

apêndices celulares que promovem aderência a receptores presentes na 

superfície das células do hospedeiro, além de possuírem importante função de 

trasnferência de conteúdo genético através da conjugação, os flagelos, 

também envolvidos na aderência e a endotoxina, lipopolissacarídeo (LPS) de 

membrana externa responsável pela sepse através da ativação e liberação de 

mediadores da vasodilatação (Simpson et al., 1992). Dentre os fatores 

extracelulares, destacam-se a produção de alginato, importante no 

desenvolvimento de infecções broncopulmonares crônicas em pacientes com 

fibrose cística, a exotoxina A, exoenzima S, elastases, proteases alcalinas e 

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

2.2  Resistência antimicrobiana em Pseudomonas aeruginosa  

Os principais mecanismos de resistência aos agentes 

antimicrobianos observados em P. aeruginosa são inativação enzimática, 

alteração da permeabilidade de membrana, transporte ativo do antimicrobiano 

e alteração do sítio alvo. O fenótipo de multirresistência, freqüentemente 

observado em isolados clínicos de P. aeruginosa, pode ser explicado por uma 

combinação de mecanismos de resistência e não por um único mecanismo 

isolado. A resistência intrínseca a diferentes classes de antimicrobianos e a 

habilidade de adquirir resistência através de mutações aos antimicrobianos 

clinicamente importantes, associados às altas taxas de resistência adquirida e 

ao seu papel nas infecções hospitalares graves faz da P. aeruginosa um dos 

principais patógenos nosocomiais da atualidade (Livermore, 2002). Uma 

característica importante, que não pode ser esquecida, é que cepas de P. 
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aeruginosa podem e, freqüentemente apresentam mais de um mecanismo de 

resistência simultaneamente, aumentando seu arsenal de resistência aos 

antimicrobianos.  

 Mesmo os isolados de P. aeruginosa sensíveis aos antimicrobianos 

possuem consideráveis formas de defesa contra ação de antimicrobianos, as 

quais são intrínsecas da espécie. Os sistemas de efluxo ativo de múltiplas 

drogas constituem um desses eficientes mecanismos de resistência intrínseca 

em P. aeruginosa. O sistema MexAB-OprM, por exemplo, que é expresso 

constitutivamente em células tipo-selvagem, contribui para a resistência natural 

deste patógeno a vários antimicrobianos, incluindo β-lactâmicos, inibidores de 

β-lactamases, quinolonas, cloranfenicol, tetraciclina, trimetoprim, 

sulfametoxazol e novobiocina (Masuda e Ohya, 1992; Li et al., 1994; 

Hamzehpour et al., 1995; Köler et al., 1996; Li et al., 1998). Já foram descritos, 

no genoma de P. aeruginosa, genes que codificam para vários sistemas de 

efluxo e, até o momento, seis sistemas diferentes já foram caracterizados: 

MexAB-OprM (Poole et al., 1993), MexCD-OprJ (Poole et al., 1996), MexEF-

OprN (Köhler et al., 1999), MexGHI-OpmD (Aendekerk et al., 2002) e MexXY-

OprM (Murata et al., 2002). 

Ainda entre os mecanismos intrínsecos apresentados por P. 

aeruginosa encontram-se a produção de β-lactamases induzíveis do tipo 

AmpC, as quais conferem resistência a alguns β-lactâmicos, como cefalotina e 

ampicilina (Livermore, 1995); a baixa permeabilidade da membrana externa; a 

ausência de porinas de alta permeabilidade e a produção de enzimas 
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inativadoras de aminoglicosídeos (Benz e Hancock, 1981; Mingeot-Leclercq, 

1999; Li et al., 2000). 

Entre os β-lactâmicos, diversos mecanismos de resistência já foram 

citados, como hiperexpressão de sistemas de efluxo, alteração da 

permeabilidade da membrana e produção de β-lactamases. A produção de β-

lactamases é, na verdade, o mecanismo mais importante de resistência aos 

agentes β-lactâmicos. A hidrólise por β-lactamases potencializa a resistência 

aos β-lactâmicos causada por sistemas de efluxo e baixa permeabilidade 

celular (Livermore, 1989). Uma grande variedade de β-lactamases plasmidiais 

tem sido detectada em P. aeruginosa, incluindo β-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 já 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 à classe A de Ambler, que foi 

identificada em uma amostra de P. aeruginosa da África do Sul, também 

apresenta atividade de carbapenemase (Poirel et al., 2001; Castanheira et al., 

2004a). 

Uma das principais classes de drogas anti-pseudomonas, os 

carbapenêmicos, também não está livre de resistência. O mecanismo de 
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resistência aos carbapenêmicos mais preocupante em P. aeruginosa é a 

produção de enzimas carbapenemases, principalmente as metalo β-

lactamases. Porém, na ausência de carbapenemases, o mecanismo mais 

comum que leva a resistência aos carbapenêmicos é multifatorial, originando-

se de uma associação entre baixa permeabilidade de membrana, ação de 

sistemas de efluxo, principalmente o sistema MexAB-OprM, e a atividade de 

uma β-lactamase cromossomal do tipo AmpC induzível ou desreprimida 

(Livermore, 1992). A proteína de membrana externa OprD permite a entrada de 

carbapenêmicos e sua expressão reduzida é freqüentemente observada em 

isolados resistentes aos carbapenêmicos (Quale et al., 2006).  

Entre os aminoglicosídeos, os mecanismos mais comuns de 

resistência adquirida são a inativação enzimática, devido à produção de 

enzimas modificadoras, sistemas de efluxo ativo e impermeabilidade 

(Giamarellou et al., 2001; Poole, 2005). Os aminoglicosídeos são inativados por 

fosforilação enzimática (aminoglicosídeo fosforiltransferase, APH), acetilação 

(aminoglicosídeo acetiltransferase, AAC) e adenilação (aminoglicosídeo 

nucleoditiltransferase, ANT). Essas enzimas modificadoras são localizadas nos 

cromossomos ou plasmídeos bacterianos. Individualmente, isolados de P. 

aeruginosa resistentes a aminoglicosídeos podem apresentar múltiplas 

enzimas modificadoras, resultando em resistência de amplo espectro aos 

aminoglicosídeos (Poole, 2005).  

  Os principais mecanismos de resistência a fluoroquinolonas em P. 

aeruginosa incluem alterações na DNA girase e/ou topoisomerase IV, 

causadas por mutações em regiões determinantes de resistência a quinolonas 
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(QRDRs) da GyrA e ParC (Nakajima et al., 2002; Muramatsu et al., 2003). 

Outros estudos sugerem que mutações na GyrB também estão associadas à 

resistência a fluoroquinolonas (Mouneimnè et al., 1999; Le Thomas et al., 

2001). O sistema de efluxo ativo, um mecanismo secundário, também contribui 

para a susceptibilidade reduzida às fluoroquinolonas (Le Thomas et al., 2001; 

Livermore, 2002). Dos sistemas de efluxo conhecidos em P. aeruginosa, 

somente o sistema MexAB-OprM é expresso constituitivamente em níveis 

suficientes para resultar em resistência intrínseca a fluoroquinolonas (Zhanel et 

al., 2004). 

Várias penicilinas, cefalosporinas, carbapenêmicos, 

monobactâmicos, aminoglicosídeos, 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 mutações ou da 

aquisição de novos genes que levem à resistência adquirida (Livermore, 2002). 

Além dos genes de resistência adquiridos, da resistência intrínseca e 

da possibilidade de mutações, isolados de P. aeruginosa hipermutáveis foram 

recuperados de pacientes com fibrose cística (Oliver et al., 2000). A P. 

aeruginosa é um microrganismo extremamente versátil, capaz de adaptar-se 

rapidamente a uma grande variedade de ecossistemas, com predileção pelas 

vias aéreas de pacientes com fibrose cística. Durante a infecção crônica, 

fatores de estresse como o sistema imune, antibióticos e a presença de um 

ambiente microaerófilo/anaeróbico contribuem para a seleção de múltiplos 

fenótipos de P. aeruginosa por variação genética (Oliver et al., 2000; Ratjen & 



 
 

11 
 

Döring, 2003). Dois mecanismos são conhecidos por acelerar as taxas de 

mutação e/ou recombinação em populações 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 

hipermutáveis). O sistema bacteriano SOS somente é ativado sob forte pressão 

seletiva e, assim que as condições de crescimento são restabelecidas, ou por 

uma adaptação genética ou por uma mudança favorável do ambiente, as 

atividades de mutação e hiper-recombinação são reprimidas pelo repressor 

LexA (Radman et al., 2000). Cepas hipermutáveis são aquelas com aumento 

na taxa de mutação espontânea, 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 freqüentemente afetado em populações 

bacterianas naturalmente hipermutáveis (Oliver et al., 2002). A probabilidade 

do aparecimento de resistência é maior nessas cepas hipermutáveis e, por 

isso, os antibióticos as escolhem, aumentando assim a probabilidade de 

emergência de resistência (Livermore, 2002). 

A grande preocupação na emergência dessas cepas de P. 

aeruginosa multirresistentes está no fato de que, associando diferentes 

mecanismos de resistência, a P. aeruginosa pode determinar um fenótipo de 

resistência a quase todos, se não todos, os antimicrobianos anti-pseudomonas 

disponíveis. Esse fato torna-se ainda mais crítico se uma resistência a β-

lactâmicos for associada à resistência a aminoglicosídeos e/ou 

fluoroquinolonas.  

2.3 Metalo β-Lactamases (MBLs) 
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As metalo β-lactamases (MBLs) são β-lactamases pertencentes à 

classe B de Ambler ou à classe 3 de Bush-Jacoby que hidrolisam quase todos 

os β-lactâmicos comercialmente disponíveis, sendo a única exceção o 

monobactâmico aztreonam (Bush, 2001). Essas enzimas apresentam a mesma 

estrutura tridimensional, necessitam de dois íons divalentes como co-fator para 

sua atividade catalítica, geralmente o zinco, e apresentam resíduos 

conservados, que são responsáveis pela interação da enzima com os íons 

(Murphy et al., 2003). 

As MBLs são inibidas por EDTA (ácido etileno-diamino-tetracético) 

ou compostos derivados do ácido tiolático (ex.: ácido 2-mercaptopropiônico) e 

não são inibidas por inibidores de serino β-lactamases disponíveis 

comercialmente, como o ácido clavulânico, 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 são 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 função da 

possibilidade de seqüenciamento do DNA bacteriano, um número cada vez 

maior de MBLs cromossomais tem sido detectado em bactérias de origem não 
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clínica (Saavedra et al., 2003), como recentemente em Erwinia carotovora 

(Stoczko et al., 2008).  

Desde o início da década de 1990, novos genes que codificam MBLs 

têm sido descritos em patógenos clinicamente importantes, como 

Pseudomonas spp., Acinetobacter spp. e membros da família 

Enterobacteriaceae (Poirel et al., 2000; Yan et al., 2001).  Esses novos genes 

que codificam MBLs estão inseridos em estruturas genéticas que acabam por 

fornecer mobilidade ao gene, sendo então conhecidos como MBLs móveis ou 

MBLs adquiridas. Atualmente, seis grupos de MBL adquiridas são conhecidos: 

IMP (imipenemase) (Osano et al., 1994), SPM (São Paulo metalo β-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 Índia (Yong, 

2009). 

Dentre estas classes, as MBL tipo IMP-1 foram identificadas em 

vários bacilos Gram-negativos da família Enterobacteriaceae e em alguns não 

fermentadores da glicose, como Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter spp 

(Laraki et al., 1999; Tsakris et al., 2000). Além disso, no Japão, diversas 

variantes do tipo IMP-1 foram caracterizadas, incluindo IMP-3 de Shigella 

flexneri (Iyobe et al., 2000), IMP-6 de Serratia marcescens (Yano et al., 2001), 

IMP-10 de P. aeruginosa e Alcaligenes xylosoxidans (Iyobe 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 β-lactamases tipo VIM, incluindo VIM-1 e VIM-2, em isolados 

de P. aeruginosa foram relatadas pela primeira vez, em 1999, na Itália e 

França, 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 Bulgária e Alemanha 

(Schneider et al., 2008). O gene blaSPM-1, membro do terceiro grupo de MBLs 

mediadas por plasmídeos tem sido extensivamente detectado no Brasil 

(Toleman et al., 2002; Gales et al., 2003; Gräf et al., 2008). A ocorrência 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 têm 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 clínico de P. 

aeruginosa  na Argentina (Pasteran et al., 2005); um surto de P. aeruginosa 

VIM-2 na Colômbia (Villegas  et al., 2006); e a presença do gene blaIMP-4 em 

patógenos Gram-negativos na Austrália (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 não reportados. Um estudo de triagem 

de MBLs em ambientes não hospitalares revelou a presença do gene blaVIM-2 

em dois isolados não relacionados de P. aeruginosa de ambiente aquático, 

sugerindo o ambiente hospitalar como possível origem dessas cepas 

carreadoras de blaVIM-2 (Quintera & Peixe, 2006). Isolados ambientais de P. 

aeruginosa com o gene blaSPM-1 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 já foram detectadas em 

todos os continentes, sua prevalência continua aumentando em muitos países 

e, agora, em diferentes ambientes, dando uma dimensão ainda maior ao 

problema da disseminação de resistência.  

Uma vez que as MBLs têm a capacidade de hidrolisar uma grande 

variedade de agentes β-lactâmicos de amplo espectro, as linhagens produtoras 

de MBL geralmente demonstram resistência a múltiplos agentes β-lactâmicos, 

incluindo cefalosporinas, penicilinas e carbapenêmicos (Shibata et al., 2003). 

Por isso, essas linhagens produtoras de MBL têm sido incluídas entre os 

principais patógenos nosocomiais. Tudo isso é enfatizado pelo fato de que, 

virtualmente, toda MBL aparece em um microrganismo que produz pelo menos 

uma outra β-lactamase não 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 é a presença da MBL VIM-11 juntamente com uma β-

lactamase de espectro estendido GES-1 em um isolado clínico de P. 
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aeruginosa na Argentina (Pasteran et al., 2005). Outro estudo relatou a 

primeira ocorrência de co-produção de uma metalo β-lactamase tipo SPM-1 e 

de uma metilase do RNAr 16S que gera resistência a aminoglicosídeos; uma 

combinação que compromete severamente as opções terapêuticas (Dai et al., 

2007). 

As MBLs adquiridas são codificadas por genes cassetes localizados 

no cromossomo ou no plasmídeo bacteriano. Entretanto, com exceção da 

enzima SPM-1, a qual é codificadas por um gene inserido em um plasmídeo 

(Poirel et al., 2004), as demais MBLs adquiridas são codificadas por genes 

cassetes localizados em integrons (Walsh et al., 2002). Os integrons são 

capazes de encontrar genes cassetes por um evento de recombinação 

específico entre dois sítios de DNA, um no integron e outro no gene cassete. 

Os integrons consistem de três regiões: a região 5´ conservada, a região 3´ 

conservada e uma região variável. A região 5´ é formada pelo gene da 

integrase (intl), que é adjacente ao sítio de recombinação (attI) e um promotor, 

que facilita a expressão do gene cassete na região variável. A região 3´ 

freqüentemente é formada por um gene qac parcialmente deletado (qacE+1) 

fusionado a um gene sul e confere resistência a compostos quaternários de 

amônio e sulfonamida, respectivamente (Walsh et al., 2005).  

Genes cassetes são pequenos fragmentos de DNA de 

aproximadamente 1 Kb com um sítio de recombinação (elemento de 59 bases). 

Na maioria dos casos, os genes cassetes que carregam uma MBL carregam 

também um gene aacA4 que codifica resistência para amicacina, neomicina e 

estreptomicina (Walsh et al., 2005). Os genes cassetes que carregam 
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resistência a antimicrobianos podem mover-se livremente de um integron para 

outro, porém não podem se mover de um microrganismo para outro sem o 

auxílio de outros elementos genéticos, como plasmídeos e transposons 

(Benett, 1999). A maioria dos genes de MBLs, presentes em integrons, é 

carreada por plasmídeos grandes não conjugativos (entre 120 e 180 Kb), 

entretanto alguns genes, como VIM-7, são carregados por plasmídeos 

conjugativos (24 Kb) (Toleman et al., 2004).   

Nem todos os genes de MBLs estão associados a integrons ou 

transposons, como dito anteriormente. O gene blaSPM-1 é adjacente a genes 

intimamente relacionados com Salmonella enterica sorovar Typhimurium e não 

a integrons ou transposons. O gene blaSPM-1 é parte de uma ilha de 

patogenicidade e é encontrado em um plasmídeo de aproximadamente 180 Kb. 

As ilhas de patogenicidade de Salmonella têm sido associadas a regiões 

móveis comuns, as quais têm sido associadas a outros elementos móveis, 

denominados regiões SXT, que podem ser mobilizadas em condições 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 proteína tipo-LysR. O contexto genético do SPM-1 mostrou-

se similar ao locus qac/LysR associado a β-lactamase PSE-1 de uma ilha de 

múltipla resistência 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 urinário de um paciente hospitalizado no complexo Hospital 

São Paulo, da Universidade Federal de São Paulo (UNIFESP). Essa amostra 
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bacteriana foi enviada ao programa SENTRY, que, em parceria com o 

laboratório Bristol Centre for Antimicrobial Research and Evaluation (BCARE), 

da Universidade de Bristol, Inglaterra, caracterizou esse novo determinante de 

resistência. O gene que codifica SPM-1 parece estar especificamente 

relacionado à espécie P. aeruginosa, uma vez que, até então, não foi detectado 

em demais microrganismos responsáveis por infecções nosocomiais (Mendes 

et al., 2006). 

 
2.4 Resistência bacteriana no esgoto hospitalar 

Diversas bactérias resistentes a antimicrobianos e diferentes genes 

de resistência têm sido detectados em amostras ambientais, como esgoto 

hospitalar (Iversen et al., 2002; Fuentefria et al., 2008a; Fuentefria et al., 2008b; 

Tuméo et al., 2008) lodo ativado (Reinthaler et al., 2003; Prado et al., 2008), 

esgoto doméstico (Tennstedt et al., 2003) e águas de rios contaminadas por 

esgoto (Costanzo et al., 2005). Esses agentes antimicrobianos e bactérias 

resistentes a antimicrobianos são descartadas em grandes quantidades no 

ambiente, principalmente como resultado do uso freqüente e, muitas vezes 

inapropriado, de antimicrobianos nas práticas médicas, veterinárias e agrícolas 

(Goñi-Urriza et al., 2000). Há mais de três décadas, estudos demonstram que 

efluentes hospitalares apresentam níveis mais elevados de bactérias entéricas 

resistentes a antimicrobianos do que efluentes derivados de outras fontes e, 

que a concentração de antimicrobianos na água que recebe o esgoto hospitalar 

também é superior, criando um ambiente com forte pressão seletiva (Linton et 

al., 1974). Sabe-se que ambientes fortemente seletivos, como o ambiente 

hospitalar, podem levar a um aumento da freqüência de bactérias resistentes a 
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antimicrobianos, as quais são liberadas no esgoto hospitalar (Meirelles-Pereira 

et al., 2002; Prado et al., 2008). Em países em desenvolvimento, como o Brasil, 

o esgoto hospitalar é muitas vezes drenado para o sistema de esgoto 

municipal, que por sua vez, é lançado no ambiente, sem tratamento prévio. 

P. aeruginosa é um microrganismo ubíquo, capaz de persistir em 

diversos ambientes por sua capacidade de utilizar diferentes compostos 

orgânicos como fonte de energia e de sobreviver por longos períodos em 

ambientes úmidos (Tuméo et al., 2008). No ambiente hospitalar, os fluidos 

biológicos de pacientes colonizados ou infectados por P. aeruginosa são 

descartados na rede de esgoto hospitalar, o que oferece risco de contaminação 

ambiental. Nesse sentido, a disseminação de cepas resistentes a 

antimicrobianos pode representar um potencial risco de saúde pública, uma vez 

que a P. aeruginosa é uma espécie bem adaptada, capaz de sobreviver e 

multiplicar-se nesse ambiente formando rotas de disseminação e reservatórios 

ambientais de genes de resistência (Meirelles-Pereira et al., 2002).  

2.5 Tipificação Molecular de Pseudomonas aeruginosa  

Bacilos Gram-negativos não fermentadores da glicose, como a P. aeruginosa 

são importantes causa de infecções em pacientes imunocomprometidos. A 

técnica epidemiológica mais útil para estabelecer a relação genética entre 

cepas é a caracterização ou tipificação molecular. Essas técnicas utilizam 

diversos métdos baseados na análise do DNA dos patógenos bacterianos, que 

geram diferentes “impressões digitais” dessas cepas, que podem ser 

visualizadas pela coloração com brometo de etídeo ou por hibridização com 

ácidos nucléicos. Dentre essas diversas metodologias, destacam-se a 
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Eletroforese em Gel de Campo Pulsado (PFGE) e a Amplificação de 

Sequências Intergênicas Repetidas de Enterobactérias (ERIC-PCR).  

2.5.1 Amplificação de Seqüências Intergênicas Repetidas de 

Enterobactérias (ERIC-PCR) 

Elementos de DNA repetitivos dispersos ocorrem naturalmente e são 

encontrados em muitos, se não em todos, os gêneros bacterianos e podem 

servir como primers para amplificação do DNA genômico (Versalovic et al., 

1991). Diferentes famílias de seqüências repetitivas estão dispersas no 

genoma de diversas espécies bacterianas, entretanto três famílias têm 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 seqüências palindrômicas invertidas e repetidas centrais 

altamente conservadas. A verdadeira função desses elementos altamente 

repetitivos e conservados ainda é um enigma, embora seu envolvimento na 

estabilização do RNAm (Newbury et al., 1987), recombinação homóloga 

(Shyamala et al., 1990), organização do cromossoma e ligação a proteínas HU, 

DNA girase e DNA polimerase I tenha sido sugerido  (Higgins et al., 1982; Yang 

& Ames, 1988; Gilson et al., 1990). Entretanto, até o momento, nenhuma 

função específica é capaz de explicar satisfatoriamente a conservação da 

seqüência de DNA e sua ubíqua distribuição no genoma bacteriano (Hulton et 

al., 1991). 

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

desenhasse oligonucleotídeos iniciadores específicos para o elemento ERIC e 
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testasse o genoma de uma grande variedade de eubactérias para a presença 

dessas seqüências tipo-ERIC, através da reação da polimerase em cadeia 

(PCR). O elemento ERIC pode ser amplificado com um único primer ou com 

um par de primers, ERIC1 e ERIC2 (Versalovic et al., 1991). Os pesquisadores 

encontraram seqüências tipo-ERIC, com significativo grau de homologia com 

as seqüências consenso de Escherichia coli e Salmonella typhimurium, em 

uma grande variedade de gêneros bacterianos, embora uma hibridização de 

DNA preferencial com bactérias Gram-negativas tenha sido observada 

(Versalovic et al., 1991). Essas regiões, localizadas entre os elementos ERIC, 

variam de tamanho devido a diferenças entre cepas individuais e, assim, 

fragmentos de diferentes tamanhos são amplificados, criando padrões únicos e 

característicos quando separados por eletroforese em géis de agarose. Assim, 

a ERIC-PCR foi proposta por Versalovic et al. (1991) como uma metodologia 

útil para tipificação de genomas bacterianos e tem sido utilizada inclusive para 

tipificação de P. aeruginosa, mostrando-se uma metodologia com grande poder 

discriminatório 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) é considerada o 

“padrão ouro” das técnicas de tipificação molecular. Na PFGE, células 

bacterianas íntegras embebidas em agarose são sujeitas à lise celular 

enzimática e por detergentes e à posterior digestão com uma enzima de 

restrição de corte raro. A reação de macro-restrição é sujeita à eletroforese em 



 
 

22 
 

um sistema onde a polaridade da corrente é alternada em intervalos 

predeterminados (Olive & Bean, 1999).  

Através desse princípio, a PFGE permite a separação de fragmentos 

de DNA grandes, com tamanhos moleculares variando de 10 a 800 Kb, ao 

contrário de géis de agarose convencionais, que não permitem a migração 

eficiente de moléculas de DNA maiores que 40-50 Kb (Singh et al., 2006).  Os 

fragmentos resultantes são estáveis, de excelente resolução e representam 

todo o genoma do microrganismo analisado e, além disso, os resultados 

podem ser reproduzidos entre diferentes laboratórios 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 câmara com múltiplos eletrodos, 

permitindo estabelecer condições com campos elétricos altamente eficientes 

para separação;  geralmente o sistema reorienta as moléculas de DNA pela 

mudança do campo elétrico em ângulos de 120° (Singh  et al., 2006). 

Diversos estudos que definem o padrão de fragmentos de diferentes 

bactérias, digeridas com diferentes enzimas de restrição, têm sido 

desenvolvidos; entretanto, a grande maioria dos trabalhos que envolvem 

análise de P. aeruginosa por PFGE utiliza protocolos padronizados, nos quais o 

DNA genômico é clivado com a enzima de restrição SpeI (Luzzaro et al., 2001; 

Freitas & Barth, 2002; Gales et al., 2004). A PFGE tem se mostrado superior a 

maioria dos outros métodos de tipificação molecular, com grande poder 

discriminatório na análise de Escherichia coli, Enterococcus resistentes à 

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.  

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

A técnica de Eletroforese em Gel de Gradiente de Desnaturação 

(DGGE) permite analisar produtos de PCR com base na sua seqüência de 

nucleotídeos e não na diferença 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 seqüência de 

nucleotídeos diferente, apresentam comportamento eletroforético diferente 

quando expostas ao gradiente de agentes desnaturantes. A dupla fita de DNA 

é desnaturada ao atingir uma determinada concentração de desnaturante e a 

migração é retardada. Assim, a seqüência de nucleotídeos de um fragmento de 

DNA definirá a posição no gradiente em que o DNA de fita dupla irá desnaturar-

se, passando parcialmente a fita simples, que não possui mais mobilidade no 

gel. A desnaturação completa das fitas não ocorre devido a um domínio de alto 

gradiente de desnaturação, criado artificialmente em uma das extremidades da 

molécula pela incorporação de um grampo-GC. Uma vez que moléculas de 

DNA, com seqüências diferentes, apresentam taxas de migração diferentes em 

géis desnaturantes, esta metodologia é uma poderosa ferramenta para estudos 

de variações em sequências gênicas (Muyzer & Smalla, 1998; Muyzer, 1999).  

Em princípio, a DGGE pode ser utilizada para estudo de qualquer 

grupo de genes amplificado pela PCR e serve como uma triagem na pesquisa 

de sequências alélicas de um mesmo gene (Gurtler et al., 2002). Algumas das 

aplicações desta técnica objetivaram o estudo da estrutura e evolução de 
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comunidades microbianas do solo (Avarhami et al., 2003; Nicol et al., 2003); do 

mar, rios e lagos (Bano & Hollibaugh, 2002; Sekiguchi et al., 2002 e Crump et 

al., 2003); e de amostras clínicas (Burton et al., 2003; Mc Bain et al., 2003). A 

PCR-DGGE também tem sido utilizada como ferramenta para identificação e 

tipificação microbiana (Gurtler et al., 2002).  

O grande potencial da DGGE estimulou a sua utilização para 

investigar a diversidade dos genes produtores de metalo β-lactamses, uma vez 

que a PCR diferencia apenas a classe de metalo-β-lactamase, necessitando do 

sequenciamento do gene para confirmação do alelo. Recentemente, Mendes et 

al. (2007) basearam-se no comportamento de desnaturação de fragmentos de 

metalo β-lactamses amplificados por PCR em tempo real para diferenciação 

dos tipos de MBLs. A técnica desenvolvida, que se baseia num princípio 

semelhante ao da DGGE, permitiu não somente a detecção de isolados 

clínicos portadores de MBLs, mas também a diferenciação do tipo de MBL 

presente em função da análise da curva de desnaturação. Em outro estudo, 

Henriques et al. (2006) utilizaram a DGGE-PCR para avaliar a diversidade em 

genes de β-lactamases de ambientes aquáticos e mostraram que a maioria das 

seqüências avaliadas, principalmente blaTEM e blaOXA-2, são idênticas ou muito 

similares às seqüências dos genes de β-lactamases previamente 

caracterizadas em isolados clínicos. Outros estudos têm utilizado a PCR-

DGGE para avaliar a diversidade em diferentes genes de resistência (Chee-

Sanford al., 2001; McCammon et al., 2005), ampliando o campo de utilização 

desta metodologia.  
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RESUMO  

O objetivo deste estudo foi comparar amostras de efluente do Hospital São Vicente de Paulo 

com amostras de água do Rio Passo Fundo, quanto ao perfil de susceptibilidade de isolados de 

Pseudomonas aeruginosa, para inferir sobre a presença de isolados de origem hospitalar em 

amostras de água superficial. A significância estatística entre os perfis de susceptibilidade das 

amostras foi testada por análise de variância e a comparação das amostras foi feita por 

contrastes de interesse. Foram identificados 198 isolados de Pseudomonas aeruginosa a partir 

das amostras analisadas. O fenótipo de multirresistência não foi observado nas amostras do 

Rio Passo Fundo, embora alguns isolados resistentes a carbapenêmicos tenham sido 

identificados, indicando a presença de contaminação com bactérias provenientes de um 

ambiente sob forte pressão seletiva. Diferenças significativas entre as amostras de água e 

efluente hospitalar foram observadas a partir da análise de variância por contrastes de 

interesse.  

Palavras-chaves: Pseudomonas aeruginosa. Resistência bacteriana. Águas superficiais. Esgoto 

hospitalar. 

 

ABSTRACT 

The aim of this study was to compare samples of sewage from the Hospital São 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. 

 

Antibióticos e bactérias resistentes são descartados em grandes quantidades no ambiente6 

como resultado do aumento e freqüente uso indiscriminado de antibióticos nas práticas 

médicas, veterinárias e agrárias. As águas dos rios são os principais receptores desses 

poluentes, uma vez que recebem os esgotos urbano, industrial e hospitalar. Os rios são 

considerados uma das principais fontes de água, direta ou indiretamente, para consumo 

humano e animal, portanto, esta poluição pode contribuir para a manutenção e até 

disseminação da resistência bacteriana5. O esgoto hospitalar, especificamente, libera uma 

variedade de substâncias além de antibióticos, tais como fármacos, desinfetantes, anestésicos, 

metais pesados e drogas não metabolizadas por pacientes3. A ocorrência de ambientes 

fortemente seletivos para os microrganismos, como o ambiente hospitalar, gera um aumento 

da freqüência de genes de resistência bacteriana. Estudos têm demonstrado que efluentes 

hospitalares apresentam níveis mais elevados de bactérias entéricas resistentes a 

antimicrobianos do que efluentes derivados de outras fontes e, que a concentração de 

antimicrobianos na água que recebe o esgoto hospitalar também é superior, criando um 

ambiente com forte pressão seletiva10. Além disso, as precárias condições de saneamento 

básico e a falta de tratamento dos efluentes hospitalares podem estabelecer rotas de 

disseminação de bactérias multirresistentes1 13. 

A bactéria Pseudomonas aeruginosa é um dos principais microrganismos recuperado de 

efluentes hospitalares. É um patógeno nosocomial freqüente, responsável por infecções em 
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diversos sítios do corpo humano, particularmente em pacientes imunocomprometidos. Está 

amplamente distribuída no ambiente e é capaz de persistir por longos períodos em ambientes 

adversos e desenvolver resistência a agentes antimicrobianos4. Além da característica 

intrínseca de apresentar baixo nível de sensibilidade aos antimicrobianos, diversos 

mecanismos de resistência têm sido identificados em Pseudomonas aeruginosa, como hiper-

expressão de bombas de efluxo, produção de β-lactamases, perda ou expressão reduzida de 

proteínas de membrana externa9 11 12. Freqüentemente, isolados de Pseudomonas aeruginosa 

apresentam um amplo espectro de resistência, podendo ser resistentes a diferentes classes de 

agentes antimicrobianos, inclusive contra cefalosporinas de terceira e quarta gerações e 

carbapenêmicos (como imipenem e meropenem). Por estas razões, as infecções causadas por 

cepas de Pseudomonas aeruginosa multirresistentes estabelecem um substancial desafio para 

a terapia antimicrobiana, trazendo ao cenário atual a inevitável necessidade de identificar 

essas bactérias multirresistentes no efluente hospitalar e avaliar sua contribuição para a 

disseminação da resistência em amostras de água superficial. 

Este estudo visa comparar o perfil de susceptibilidade entre amostras de efluente hospitalar e 

de água superficial, através de isolados de Pseudomonas aeruginosa provenientes das 

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

hospitalar em amostras de água superficial do Rio Passo Fundo. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

Amostras. Duas coletas foram realizadas, nos meses de Outubro/2005 e Março/2007, 

totalizando 12 amostras; seis de efluente hospitalar e seis de água superficial. As amostras de 

efluente foram coletadas do Hospital São Vicente de Paulo (HSVP), um hospital de 635 leitos, 

localizado em Passo Fundo, RS. As amostras de água superficial foram coletadas do Rio Passo 

Fundo em três pontos distintos: próximo à nascente do rio (Ponto A); à montante do descarte 
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do efluente hospitalar (Ponto B) e à jusante do descarte do efluente hospitalar (Ponto C). Os 

Pontos D, E e F são amostras de efluente hospitalar e drenam diferentes setores hospitalares. 

Foram coletadas amostras de 1L de água superficial ou efluente hospitalar. Alíquotas de 

100mL foram filtradas em membranas de ésteres mistos de 0,45µm de porosidade. As 

membranas foram transferidas para o caldo seletivo asparagina e, posteriormente, alíquotas 

de 100µl dos tubos positivos foram transferidas para caldo acetamida e isoladas em ágar 

acetamida, para seleção de colônias características.  

Identificação dos isolados de Pseudomonas aeruginosa. A identificação fenotípica foi 

realizada pela coloração de Gram e provas bioquímicas convencionais, como citocromo-

oxidase, fermentação e oxidação da glicose, fermentação e oxidação da lactose, crescimento 

em caldo simples a 42°C, motilidade, produção de H2S, redução de nitrato e produção de 

pioverdina. A identificação foi confirmada pela amplificação 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-difusão de acordo com as 

normas do Clinical Laboratory Standards Institute, 20056. Os seguintes antibióticos foram 

testados: amicacina (30μg), gentamicina (10μg), ciprofloxacina (5μg), ceftazidima (30μg), 

piperacilina-tazobactam (100μg/10μg), ticarcilina-ácido clavulânico (75μg/ 10μg), imipenem 

(10μg), meropenem (10μg), cefepime (30μg), aztreonam (30μg) e polimixina B (300μg)4. Os 

isolados foram considerados multirresistentes quando apresentaram resistência à pelo menos 

quatro classes diferentes de antimicrobianos. A cepa Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 foi 

utilizada como controle de qualidade dos testes de susceptibilidade.  

Análise estatística. Os perfis de susceptibilidade dos isolados de Pseudomonas aeruginosa nos 

diferentes pontos de coleta foram analisados, sendo a significância estatística entre as 

diferenças testada por meio de análise de variância por testes de aleatorização (com intervalo 



 
 

31 
 

de confiança de 95%). A hipótese nula (Ho) formulada é de que não existe diferença entre os 

perfis de susceptibilidade dos grupos analisados. A comparação dos perfis de susceptibilidade 

foi feita por contrastes de interesse, a fim de comparar amostras de efluente hospitalar com 

amostras de água superficial. Os isolados de Pseudomonas aeruginosa foram considerados 

unidades amostrais e os antibióticos, variáveis. Os dados originais foram transformados para 

dados semiquantitativos (sendo: 0= sensível; 1= intermediário e 2= resistente ao antibiótico 

testado) para cálculo de distância euclidiana entre unidades amostrais. A análise de variância 

foi realizada com auxílio do Programa Multiv (versão 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 resistência observada foi ao 

imipenem. No Ponto C, a taxa de sensibilidade a todos antimicrobianos testados foi de 44,4% e 

a resistência dos isolados foi verificada predominantemente frente ao meropenem, sendo 

55,5% resistentes aos carbapenêmicos. Os isolados do Ponto D (efluente hospitalar) foram, na 

sua maioria, sensíveis a todos os antibióticos testados (80,9%), com exceção de dois isolados 

que apresentaram resistência a imipenem, meropenem, cefepime e aztreonam. Os isolados de 

Pseudomonas aeruginosa do Ponto E também apresentaram alto índice de susceptibilidade a 

todos os antimicrobianos testados (65,9%), embora 34% dos isolados tenham apresentado 

resistência aos carbapenêmicos. O Ponto F apresentou 73,2% de isolados resistentes a 

imipenem e/ou meropenem e 78% dos isolados com fenótipo de multirresistência (Tabela 1). 
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A análise de variância por aleatorização mostrou que o fator local de coleta apresenta 

diferenças significativas entre os grupos analisados (p<0,05). A Tabela 2 mostra que a 

comparação entre as amostras de água superficial e de efluente hospitalar apresentou 

diferenças significativas entre os contrastes analisados (p<0,05). Todos os contrastes 

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

 

DISCUSSÃO 

Dentre os 198 isolados de Pseudomonas aeruginosa recuperados, 71 foram provenientes de 

água superficial. O ponto A, próximo à nascente, não apresentou nenhum isolado de 

Pseudomonas aeruginosa, talvez por não receber efluente da Cidade de Passo Fundo e, 

portanto, não ser um local impactado. O ponto C, à jusante do descarte do efluente hospitalar, 

apresentou menor número de isolados do que o ponto B (à montante); talvez, o Ponto B esteja 

recebendo outra fonte de contaminação, que tenha contribuindo para o maior número de 

isolados. Entretanto, quanto ao perfil de susceptibilidade, os isolados do Ponto B mostraram 

menor índice de resistência a carbapenêmicos, quando comparados aos isolados do Ponto C. 

Ao todo, 127 isolados foram recuperados das amostras do efluente hospitalar, sendo que o 

número de isolados de cada ponto não mostrou diferenças significativas.  

Diversos estudos comprovam a presença de bactérias resistentes em água superficial.
 No 

presente estudo, foi observada resistência a carbapenêmicos em amostras de água do Rio 

Passo Fundo (Tabela 1), embora o fenótipo de multirresistência não tenha sido observado. 

Além disso, a resistência ao imipenem encontrada em alguns isolados do Ponto B pode indicar 

uso de antibióticos carbapenêmicos na comunidade, uma vez que as águas do Ponto B não 

recebem efluente do HSVP, apenas efluente domiciliar e industrial. O uso doméstico de 

antibióticos pode estar exercendo pressão seletiva suficiente para permitir o aparecimento de 

isolados resistentes, aumentando o problema de resistência na comunidade2. 
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As amostras de efluente hospitalar, principalmente os pontos E e F, apresentaram alta 

porcentagem de isolados resistentes a carbapenêmicos e, no Ponto F especificamente, 78% de 

isolados multirresistentes, com resistência principalmente a gentamicina, ciprofloxacina, 

ceftazidima, piperacilina/tazobactam, ticarcilina/ácido clavulânico, imipenem, e aztreonam. O 

Ponto F drena o maior número de enfermarias do HSVP, além de setores de coleta 

ambulatoriais e administrativos, assim, provavelmente a alta taxa de multirresistência tenha 

ocorrido, entre outros fatores, em função de água de banho desses pacientes e por ser o 

ambiente com menor número de Centros de Tratamento Intensivos (CTIs), provavelmente 

sujeito a menor controle de infecção. 

Além de substâncias antimicrobianas e desinfetantes, bactérias resistentes também são 

excretadas por seres humanos e lançadas no efluente, podendo alcançar outros 

compartimentos ambientais8. A pressão seletiva exercida pelos antibióticos normalmente 

presentes no efluente hospitalar é um importante fator de seleção de bactérias resistentes, 

como as encontradas nos pontos E e F deste estudo. Por outro lado, existem muitas evidências 

de que a resistência antimicrobiana já esteja presente em ambientes naturais e que ocorra 

apenas a troca de genes entre bactérias10, fato que também pode estar ocorrendo entre os 

isolados do presente estudo, uma vez que os principais mecanismos de resistência aos 

antibióticos onde foi observada resistência (gentamicina, ciprofloxacina, ceftazidima, 

piperacilina/tazobactam, ticarcilina/ácido clavulânico, imipenem, e aztreonam) são adquiridos 

e passíveis de transferência horizontal.  

As diferenças significativas observadas a partir da análise de contrastes de interesse (p = 0,001) 

ocorrem em função dos perfis de susceptibilidade dos isolados desses pontos. Quando 

amostras de água superficial (Pontos B e C) foram comparadas com amostras de efluente 

hospitalar (Pontos D, E e F) observou-se diferença significativa, que pode ser explicada, 

principalmente, pelo fato de que 78% dos isolados do ponto F apresentaram o fenótipo de 
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multirresistência, enquanto que esse fenótipo não 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 não 

descarta a hipótese de que a contaminação dessas águas esteja ocorrendo, de alguma 

maneira, através do efluente hospitalar, pois o meropenem é um antibiótico de amplo 

espectro e de uso hospitalar restrito. 

Nenhum isolado multirresistente de Pseudomonas aeruginosa foi encontrado nas amostras de 

água superficial do rio Passo Fundo e, diferenças significativas foram observadas entre os 

perfis de susceptibilidade dos isolados de água superficial e efluente hospitalar. Entretanto, 

um grau detectável de resistência pôde ser observado entre do Rio Passo Fundo, indicando 

uma possível contaminação por bactérias provenientes de um ambiente sob forte pressão 

seletiva, como é o ambiente hospitalar. Ambientes aquáticos contaminados podem constituir 

uma rota de disseminação de resistência bacteriana para a comunidade. Assim, reduzir a 

liberação de bactérias do ambiente hospitalar para a comunidade torna-se essencial para 

evitar o surgimento de reservatórios ambientais de resistência a antibióticos. Estudos de 

caracterização molecular adicionais devem revelar se existe ou não relação genética entre os 

isolados resistentes recuperados das amostras de água superficial e os isolados de efluente 

hospitalar, indicando uma possível rota de contaminação neste ambiente. 
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Tabela 1 - Susceptibilidade dos isolados de Pseudomonas aeruginosa das amostras de água 

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

 
Dados gerais de 
susceptibilidade 

Pontos de coleta 
n

o
 isolados Pseudomonas aeruginosa (%) 

B (n=53) C (n=18) D (n=42) E (n=44) F (n=41) 

Isolados sensíveis 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 análise de 

variância analisando contrastes específicos entre amostras de água superficial (Pontos B e C) e 

esgoto hospitalar (Pontos D, E e F). 

 
Fator de variação: local 

Soma de 
quadrados (Q) 

P 

Entre grupos 465,04 0,001 
Contrastes 
   Ponto B x Pontos DEF 
   Ponto C x Pontos DEF 
   Pontos BC x Pontos DEF 

 
128,88           
108,95               
180,7 

 
0,001 
0,001 
0,001 

Dentro de grupos 227,84  

Total 692,87  
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3.2  Artigo 2: Spread of Metallo-β-lactamases: Screening reveals the 

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

 

Artigo aceito para publicação na revista “Brazilian Journal of 

Microbiology”. 
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Spread of Metallo- ββββ-lactamases: Screening reveals the presence of a blaSPM-1 

gene in hospital sewage in southern Brazil 

 

Abstract: Of 396 Pseudomonas aeruginosa strains isolated from hospital sewage, the 

blaSPM-1 gene was confirmed in nine. This is the first report of environmental P. 

aeruginosa strains carrying the blaSPM-1 gene in Brazil. The carbapenem resistance, 

already disseminated among clinical isolates, has been detected among environmental 

isolates. 

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

resistance 

 

Disseminação de Metalo- β-Lactamases: Triagem revela a presença do gene 

blaSPM-1 em efluente hospitalar no Sul do Brasil 

 

Resumo: Ao todo, 396 isolados de Pseudomonas aeruginosa foram estudados. O 

gene blaSPM-1 foi encontrado em nove isolados de efluente hospitalar. Este estudo é o 

primeiro relato de isolados ambientais de P. aeruginosa com o gene blaSPM-1
 
 no Brasil. 

A resistência aos carbapenêmicos, amplamente disseminada entre isolados clínicos, já 

é detectada em isolados ambientais.  

Palavras-chave: Metalo-β-Lactamases, efluente hospitalar, P. aeruginosa, resistência 

bacteriana 

 

 Metallo-β-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 β-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 blaVIM-2 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 blaVIM-2 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 blaSPM-1 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 

São Vicente de Paulo (HSVP), located in Passo Fundo, Rio Grande do Sul (RS), 

Brazil, and the Hospital Divina Providência (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 
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hospital sewage were collected in sterile bottles and stored at 4º C until processing. 

Aliquots of 100 mL were filtered on membranes of mixed esters of 0.45 µm 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 µl 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 

blaSPM-1 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 blaSPM-1 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-1 gene in HDP. Sequence 

analysis of the fragments showed 100% identity with the blaSPM-1 gene of P. aeruginosa 

(accession number DQ145284).The accession number for the sequences of the PCR 

fragments from H8, H9, H11 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 β-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 São Lucas Hospital (SLH) and the Hospital de Clínicas 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 blaSPM-1 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 blaSPM-1 

gene. Because they were previously detected in clinical isolates of P. aeruginosa in 

Porto Alegre, RS, the genes blaIMP-1 and blaVIM-1 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 blaSPM-1 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 São Vicente de Paulo (HSVP) and Hospital Divina 

Providência (HDP). 

HSVP HDP 

Sample 
point 

Number 
of 

isolates 

Description  Sample 
point 

Number 
of 

isolates 

Description  

A 0 Passo Fundo River 
near its source, 11,5 

Km from HSVP 

G 56 Hospital sewage 

B 53 Passo Fundo River 
800 m upstream of 

hospital sewage 
discharge 

H 50 Hospital sewage 

C 18 Passo Fundo River 
600 m downstream 
of hospital sewage 

discharge 

I 44 Gruta Streamlet 

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 São Vicente 

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

 HSVP sample points 

(no  isolates / %) 

HDP sample points 

(no  isolates / %) 

B C D E F G H I J K 

Susceptibility to all 
antimicrobials tested 

41/ 

77.3 

8/ 

44.4 

34/ 

80.9 

29/ 

65.9 

4/ 

9.7 

37/ 

66 

40/ 

80 

41/ 

93.2 

28/ 

90.3 

15/ 

88.2 

Resistance to IPM and/or 
MER 

12/ 

22.6 

10/ 

55.5 

6/ 

14.3 

15/ 

34 

30/ 

73.2 

1/ 

1.8 

9/ 

18 

1/ 

2.3 

0/ 

0 

1/ 

5.9 

Resistance to at least four 
antimicrobial classes 

0/ 

0 

0/ 

0 

2/ 

4.8 

0/ 

0 

32/ 

78 

0/ 

0 

6/ 

12 

0/ 

0 

0/ 

0 

0/ 

0 

IPM = Imipenem, MER = Meropenem 
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3.3 Artigo 3: Antimicrobial-resistant Pseudomonas aeruginosa from 

hospital sewage and superficial water: are they genetically 

related? 

 

Artigo a ser submetido para publicação na revista “International 

Journal of Hygiene and Environmental Health”. 
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RESUMO  

Diversos estudos relatam a presença de Pseudomonas aeruginosa resistentes 

aos antimicrobianos em amostras ambientais, como esgoto hospitalar e água 

superficial. Para inferir sobre este tipo de contaminação, este estudo avaliou a 

contribuição do esgoto hospitalar na disseminação de P. aeruginosa resistentes 

no ambiente aquático, através da análise 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 água dos respectivos corpos d´água que recebem esses 

esgotos. A susceptibilidade dos isolados foi avaliada por disco-difusão e a 

genotipificação realizada pela ERIC-PCR. A ocorrência de resistência foi maior 

entre os isolados de esgoto hospitalar e o fenótipo de multirresistência só foi 

observado em isolados de esgoto hospitalar. Os padrões da ERIC-PCR não 

revelaram relação clonal entre isolados de P. aeruginosa de esgoto hospitalar e 

água superficial; ao contrário, mostraram que populações geneticamente 

distintas estão estabelecidas nos diferentes ambientes e que, provavelmente, 

outras fontes de contaminação, que não os esgotos hospitalares estudados, 

estejam contribuindo para a presença dos isolados de P. aeruginosa 

resistentes a antimicrobianos nos corpos d´água. 

Palavras chave:  Pseudomonas aeruginosa. ERIC-PCR. Resistência 

bacteriana.  Esgoto hospitalar.  Água superficial.  
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Introdução 

 Diversas bactérias resistentes a antimicrobianos e diferentes genes de 

resistência têm sido detectados em amostras ambientais, como esgoto 

hospitalar (Iversen et al., 2002; Fuentefria et al., 2008a; Fuentefria et al., 2008b; 

Tuméo et al., 2008) lodo ativado (Reinthaler et al., 2003; Prado et al., 2008), 

esgoto doméstico (Tennstedt et al., 2003) e águas de rios contaminadas por 

esgoto (Costanzo et al., 2005). A ocorrência de ambientes fortemente seletivos, 

como o ambiente hospitalar, leva a um aumento da freqüência de bactérias 

resistentes a antimicrobianos, as quais são liberadas no esgoto hospitalar 

(Meirelles-Pereira et al., 2002; Prado et al., 2008). Em países em 

desenvolvimento, como o Brasil, o esgoto hospitalar é muitas vezes drenado 

para o sistema de esgoto municipal, que por sua vez, é lançado em corpos 

d´água, como rios, lagos e oceanos, sem tratamento prévio.  

 Alguns microrganismos de importância médica, como Pseudomonas 

aeruginosa, podem manter-se por longos períodos em ambientes como corpos 

d´água, formando rotas de disseminação e reservatórios ambientais de genes 

de resistência (Meirelles-Pereira et al., 2002). A P. aeruginosa é um 

microrganismo com características ubiqüitárias, presente na água, solo e 

plantas, sendo responsável por uma proporção bastante significativa de 

infecções nosocomiais (Blanc et al., 1998). Há uma grande preocupação com 

patógenos nosocomiais uma vez que existe a tendência de adquirirem novos 

mecanismos de resistência (Livrelli et al., 1996). Nesse sentido, a P. 

aeruginosa é particularmente problemática por sua resistência intrínseca a 

diversas classes de antimicrobianos e sua habilidade de adquirir resistência a 
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praticamente todos os antimicrobianos efetivos (Gad et al., 2007). Todas essas 

características fazem da P. aeruginosa um microrganismo satisfatório para 

monitorar a resistência aos antimicrobianos no ambiente. Para avaliar a 

contribuição de esgoto hospitalar na disseminação de genes de resistência, é 

importante conhecer o padrão de resistência de isolados de P. aeruginosa que 

são lançados, através do esgoto hospitalar, em corpos d´água, bem como 

comparar o perfil molecular de isolados recuperados de amostras de esgoto 

hospitalar e água superficial. Com esse enfoque, o presente estudo avaliou a 

contribuição de um esgoto hospitalar na disseminação de Pseudomonas 

aeruginosa para o ambiente aquático; para isso, isolados de esgoto hospitalar 

e água 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 

Março de 2007 (Coleta 2) de esgotos de dois hospitais no Rio Grande do Sul, 

Brasil. No mesmo período, foram coletadas amostras de água superficial dos 

corpos d´água que recebem esses esgotos hospitalares. O Hospital São 

Vicente de Paulo (HSVP), localizado em Passo Fundo, RS, possui 635 leitos e 

realiza cerca de 28.000 internações ao ano. O Hospital Divina Providência 

(HDP), localizado em Porto Alegre, RS possui 150 leitos e realiza cerca de 

9.000 internações ao ano.  

Amostragem de esgoto hospitalar e água superficial  
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As amostras de água superficial foram coletadas no Rio Passo Fundo, em um 

ponto à jusante e outro à montante do descarte do esgoto hospitalar (Pontos B 

e C, respectivamente). O esgoto do HSVP apresenta três 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 água superficial foram coletadas em um ponto à jusante e outro à 

montante do Arroio Cascata (Pontos J e K, respectivamente) e em um ponto do 

Riacho da Gruta (Ponto I), ambos localizados próximo ao HDP. Para facilitar a 

análise, os Pontos B a F (HSVP e Rio Passo Fundo) foram denominados de 

Ambiente I e os Pontos G a K (HDP, Arroio Cascata e Riacho da Gruta) de 

Ambiente II. 

Isolamento e identificação de Pseudomonas aeruginosa 

Amostras de 1 L  de esgoto e de água superficial foram coletadas em garrafas 

estéreis e mantidas refrigeradas até o processamento, por um período máximo 

de 8 horas. Alíquotas de 100 mL das amostras de esgoto e água superficial 

foram concentradas por filtração em membranas de ésteres mistos de 0,45 µm 

de porosidade. As membranas foram transferidas para o caldo seletivo 

asparagina e incubadas a 37oC por 24-48 horas. A produção de fluorescência 

verde sob luz ultravioleta no caldo indicou um teste presuntivo positivo para 

Pseudomonas aeruginosa. Alíquotas de 1 mL do caldo asparagina foram 

transferidas para caldo acetamida e incubadas a 37oC por 24 horas. O 

desenvolvimento de coloração rosa indicou presença de P. aeruginosa. 

Alíquotas de 100 µl foram então transferidas para placas com ágar acetamida 
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para seleção de colônias características. Os isolados foram fenotipicamente 

identificados pela coloração de Gram e por provas bioquímicas clássicas: 

citocromo-oxidase, redução de nitrato, oxidação e fermentação da glicose e 

lactose, motilidade, produção de H2S e produção de pioverdina. A identificação 

fenotípica foi confirmada pela amplificação 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-difusão de acordo com as normas do CLSI (Clinical Laboratory 

Standards Institute, 2007). Os seguintes antibióticos foram testados: amicacina 

(30µg), gentamicina (10µg), ciprofloxacina (5µg), ceftazidima (30µg), 

piperacilina-tazobactam (100µg/10µg), ticarcilina-ácido clavulânico (75µg/ 

10µg), imipenem (10µg), meropenem (10µg), cefepime (30µg), aztreonam 

(30µg) e polimixina B (300µg). 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.  

Genotipificação 

A similaridade genética entre os isolados foi avaliada pela Reação da 

Polimerase em Cadeia das seqüências Intergênicas Repetidas de 

Enterobactérias (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus Polymerase 

Chain Reaction - ERIC-PCR). O DNA genômico foi preparado pela técnica 

descrita por Agarwal et al. (2002). A região 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 µl, consistindo de 8 µl de DNA genômico, 

5,5 mM de MgCl2, 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 condições: 

desnaturação inicial a 95oC por 7 minutos, 30 ciclos de 94oC  por 1 minuto, 

51oC  por 1 minuto e 72oC por 1 minuto e 30 segundos e, uma extensão final a 

72oC por 15 minutos. Os amplicons resultantes foram visualizados em gel de 

agarose 2% acrescido do polímero Synergel (BioAmerica) em Tampão Tris- 

Borato (89mM Tris, 89 mM H3BO3, 2 mM EDTA, pH 8,3) corado com brometo 

de etídeo (0,5 µg/mL).  

Análise dos dados 

Os padrões da ERIC-PCR foram convertidos em uma matriz binária (1, 

presença; 0, ausência) e analisados com o programa SPSS (versão 11.5). A 

análise de agrupamentos foi realizada utilizando o método UPGMA 

(unweighted pair-group method with average linkages) dos coeficientes de 

Jaccard. O índice diversidade de Shannon-Weaver (H’) foi calculado para 

amostras de esgoto e de água superficial dos Ambientes I e II, utilizando a 

fórmula H=C/N (N x log N – Σni x log ni), onde ni corresponde ao número de 

isolados com o mesmo perfil ERIC-PCR, N corresponde ao número 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 I, 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 II, 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 resistência 

diferentes, sendo que alguns perfis foram mais freqüentes e outros permitiram 

a diferenciação entre pontos de coleta (Tabela 1). Observou-se uma tendência 

de índices de sensibilidade mais elevados entre isolados provenientes de 

amostras de água 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 resistência 3, 4, 6, 7, 8, 10, 11, 12, 13, 14, 17, 18, 20 e 21 

foram encontrados exclusivamente em isolados do Ambiente I e os perfis de 

resistência 23, 24, 26 e 27 em isolados do Ambiente II. Os perfis de resistência 

1 e 2 foram os únicos comuns aos dois ambientes estudados (Tabela 1). Todos 

os isolados apresentaram sensibilidade à polimixina B. O fenótipo de 

multirresistência 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 à genotipificação pela ERIC-

PCR foram selecionados com base no seu perfil de resistência, dando ênfase a 

isolados com susceptibilidade reduzida a pelos menos três classes de 

antimicrobianos diferentes. Cento e dois isolados de Pseudomonas aeruginosa 

do Ambiente I e 21 isolados do Ambiente II foram analisados. Os padrões de 

ERIC-PCR dos isolados de P. aeruginosa do Ambiente I apresentaram alta 

diversidade, com 3 a 12 amplicons variando de 201 até 2807 pb. Os padrões 

de ERIC-PCR dos isolados do Ambiente II apresentaram de 3 a 9 amplicons, 

variando de 201 a 1064 pb. No Ambiente I, os 102 isolados formaram seis 

grupos constituídos por mais de três isolados, denominados Cluster 1 a Cluster 
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6,  em um nível 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 

água superficial, sempre provenientes do mesmo ponto de coleta. A exceção 

foi o Cluster 3, formado por dois sub-grupos, 3a e 3b, em 80% de similaridade. 

O sub-grupo 3a foi constituído por isolados de água superficial e o sub-grupo 

3b por isolados de esgoto hospitalar. O perfil de resistência dos isolados 

mostrou ser o mesmo dentro dos grupamentos formados, com exceção do 

Cluster 5, formado pelos sub-grupos 5a e 5b, que apresentou isolados com os 

seguintes perfis de resistência: 4, 7, 8, 10, 13 e14 no sub-grupo 5b (Figura 1). 

No Ambiente II, 21 isolados foram divididos em cinco grupos principais em um 

nível 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 água superficial em um nível de similaridade 

inferior a 35%. Assim como no Ambiente I, os grupos foram formados por 

isolados com perfil de resistência idêntico ou muito semelhante (Figura 2). 

Todos os grupos foram formados por isolados coletados numa mesma ocasião, 

com exceção dos Clusters 1 e 3 do Ambiente I e, dos Clusters 3 e 5 do 

Ambiente II (Figuras 1 e 2).  

 O índice 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 água superficial. Os índices de 

diversidade (H´) dos Ambientes I e II foram de 3,88 e 2,66, respectivamente. 

Os índices de diversidade  para as amostras de água superficial dos Ambientes 
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I e II 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 I e II, respectivamente.  

Discussão 

 Os resultados mostraram diferenças no perfil de resistência e na 

freqüência de multirresistência entre isolados de Pseudomonas aeruginosa de 

esgoto hospitalar e água superficial, sendo a ocorrência de resistência e 

multirresistência muito maior em isolados de esgoto hospitalar. A avaliação dos 

perfis de resistência permitiu identificar padrões específicos de um ambiente ou 

ponto de coleta. Nas amostras de esgoto hospitalar do Ambiente I, observou-se 

resistência a diferentes classes de antimicrobianos, mas, principalmente a β-

lactâmicos. Esse dado é preocupante, pois tais microrganismos poderiam 

contribuir, em nível ambiental, para a disseminação de genes de resistência e 

estabelecimento de focos de contaminação, bem como influenciar o uso de 

drogas β-lactâmicas no controle de doenças infecciosas. O descarte de esgoto 

hospitalar não tratado contendo bactérias resistentes a antimicrobianos é um 

problema de saúde pública, uma vez que oferece risco à população. 

Entretanto, os dados de susceptibilidade deste estudo mostram que os isolados 

resistentes encontrados no esgoto hospitalar não estão sendo recuperados nos 

respectivos corpos d´água, independente de não haver tratamento do esgoto 

hospitalar.  

 As diferenças nos perfis de resistência entre amostras de esgoto e água 

superficial encontradas podem refletir tipos de exposição diferentes. No 

presente estudo, a resistência à ciprofloxacina foi observada somente em 

isolados de esgoto hospitalar. Esse fato pode ter ocorrido pela exposição a 
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altas concentrações de fluoroquinolonas presentes no ambiente hospitalar, as 

quais podem induzir mutações na DNA girase ou uma hiper-expressão de 

sistemas de efluxo (Zhang et al., 2001; Nakajima et al., 2002). Além disso, 

desinfetantes como triclosan e compostos quaternários de amônio, muito 

utilizados em ambiente hospitalar, são substratos de sistemas de efluxo em P. 

aeruginosa, podendo também induzir sua hiper-expressão (Chuanchuen et al., 

2001). O sistema de efluxo MexAB-OprM é expresso constitutivamente em P. 

aeruginosa e contribui para a resistência intrínseca a diversos antimicrobianos, 

incluindo fluoroquinolonas, β-lactâmicos, tetraciclina, macrolídeos, 

cloranfenicol, novobiocina, trimetoprim e sulfonamidas. Resistência a alguns 

desse antimicrobianos foram também observadas entre os isolados de P. 

aeruginosa que apresentaram resistência a ciprofloxacina. Além dos 

antimicrobianos de importância médica, 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 clínicos e ambientais de P. aeruginosa, 

sendo que isolados de esgoto hospitalar apresentaram resistência mediada 

principalmente pela hiper-expressão de sistemas de efluxo. 

 A disseminação da resistência bacteriana através do esgoto hospitalar é 

causa de preocupação, principalmente para espécies hidrofílicas que, como a 

P. aeruginosa, podem fazer do esgoto seu habitat natural. A tipificação por 

ERIC-PCR dos isolados de P. aeruginosa revelou alta diversidade nos dois 

ambientes estudados, indicando múltiplas origens. Entretanto, o achado de 

isolados geneticamente relacionados em diferentes pontos de coleta do 
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Ambiente II (Figura 2, Clusters 3 e 5), implica que uma disseminação clonal 

destas cepas possa ter ocorrido. O achado de isolados idênticos ou 

intimamente relacionados no mesmo ponto coleta, porém coletados em 

diferentes ocasiões, indica que essas cepas estão persistindo no ambiente ou 

sendo constantemente lançadas por um reservatório como o 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 ocasião, indicando que há uma sucessão (ou 

modificação) de populações de P. aeruginosa ao longo do tempo. Em um 

estudo realizado por Tuméo et al. (2008), entre isolados clínicos e de esgoto 

hospitalar de P. aeruginosa, nenhum isolado clínico multirresistente foi 

recuperado no esgoto. Em outro estudo, a relação genética de 573 isolados de 

P. aeruginosa ambientais e clínicos foi examinada através da PFGE e indicou 

que variantes intimamente relacionadas de um clone principal persistiram em 

habitats separados espacial e temporalmente (Römling et al.,1994). 

 Os índices de diversidade de Shannon-Weaver (H´) encontrados para 

amostras de esgoto hospitalar foram superiores aos de amostras de água 

superficial, nos Ambientes I e II. Provavelmente, o esgoto tenha servido como 

um ambiente favorável ao desenvolvimento de bactérias geneticamente mais 

diversas. De maneira geral, o maior índice de diversidade foi encontrado entre 

os isolados de P. aeruginosa do Ambiente I, o que pode ser evidenciado pelo 

baixo número de grupos formados no dendrograma e pelo grande número de 

perfis de ERIC-PCR diferentes encontrados. Embora os índices de diversidade 

encontrados nas amostras de água superficial sejam menores que os das 
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amostras de esgoto hospitalar, eles são elevados, indicando que o próprio 

esgoto hospitalar pode ter contribuído para a diversidade dos isolados de P. 

aeruginosa de água superficial.  

 Os isolados de P. aeruginosa avaliados no presente estudo formaram 

grupos fenotípicos e genotípicos de acordo com sua origem: esgoto hospitalar 

e água superficial, indicando que outras fontes de contaminação, que não os 

esgotos hospitalares estudados, estejam contribuído para a presença dos 

isolados de P. aeruginosa nos corpos d´água. Apesar dos resultados 

encontrados neste estudo, é consenso geral que a seleção e disseminação de 

bactérias resistentes no ambiente deve ser evitada, a fim de garantir um 

tratamento eficaz contra doenças infecciosas e manter o balanço ecológico 

ambiental favorável a microbiota de bactérias susceptíveis. O uso 

indiscriminado de antimicrobianos pode romper esse balanço em favor de 

bactérias resistentes e, o esgoto hospitalar em especial, desempenha um papel 

crucial na seleção de resistência bacteriana (Guardabassi et al., 1998) 
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Tabela 1 – Freqüência dos principais perfis de resistência dos isolados de Pseudomonas 

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

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

Ambiente II. 

Perfil Perfil de Resistência 
 

Frequüência (%) 

Ambiente I Ambiente II 

B 
n=53 

C 
n=18 

D 
n=42 

E 
n=44 

F 
n=41 

G 
n=56 

H 
n=50 

I 
n=44 

J 
n=31 

K 
n=17 

1 S 79,2 72,2 88,1 68,2 2,2 69,6 84,0 97,7 96,7 88,2 

2 IMP 20,8 5,5 7,1 27,3 - - 2,0 2,3 - 5,9 

3 IMP, MER - - - 4,5 - - - - - - 

4 GEN, CIP AMI, PPT, TIC, 
IMP, CPM, ATM 

- - - - 2,4 - - - - - 

6 GEN,CIP, CAZ, TIC, IMP, 
CPM, ATM 

- - - - 4,8 - - - - - 

7 GEN, CIP, CAZ, TIC, IMP, 
CPM 

- - - - 9,7 - - - - - 

8 GEN, CIP, CAZ, TIC, IMP - - - - 2,4 - - - - - 

10  GEN, CIP, IMP, CPM - - - - 2,4 - - - - - 

11 GEN, CIP, CAZ, TIC, IMP, 
CPM 

- - - - 2,4 - - - - - 

12 GEN, CIP, CAZ, TIC, CPM - - - - 4,8 - - - - - 

13 GEN, CIP,AMI, TIC - - - - 2,4 - - - - - 

14 GEN, CIP, AMI, TIC, IMP, 
MER, CPM 

- - - - 44,0 - - - - - 

17 GEN, CIP, AMI, IMP, MER - - - - 2,4 - - - - - 

18 PPT - - - - 2,4 - - - - - 

20 MER - 22,2 - - - - - - - - 

21 TIC, IMP, MER, CPM, ATM - - 2,4 - - - - - - - 

23 GEN, CIP, AMI, CAZ, TIC, 
IMP, MER, CPM 

- - - - - - 6,0 - - - 

24 GEN, CIP, AMI, CAZ, PPT, 
TIC, IMP, MER, CPM 

- - - - - - 4,0 - - - 

26 GEN - - - - - 12,5 - - - - 

27 GEN, TIC - - - - - 14,3 - - - - 

Isolados Multirresistentes  - - 4,8 - 85,4 - 12,0 - - - 

S, Sensível a todos os antimicrobianos testados; 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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Figura 1 – Dendrograma do percentual de similaridade entre os perfis de ERIC-PCR dos 
isolados de P. aeruginosa de esgoto hospitalar e água 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, água 
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), 
constituído pelos isolados B47, B36, B50, B35, B31, B33 e B56 e Sub-grupo 3b (SB3b), 
constituído 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) constituído pelo isolado 
F3 e  5b (SG5b)constituído 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 água superficial do Ambiente II. 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, água 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 publicação na revista “Journal of Applied 

Microbiology”. 



 
 

72 
 

Similarity and susceptibility profile among Pseudomonas aeruginosa isolated from 

different hospital sewages in Brazil 

 

Similaridade genética e perfil de susceptibilidade entre Pseudomonas aeruginosa 

isoladas de diferentes esgotos hospitalares no Brasil 

 

Daiane Bopp Fuentefria1, Alessandra Einsfeld Ferreira1, Gertrudes Corção2 

 

1Programa de Pós-Graduação em Microbiologia Agrícola e do Ambiente (PPGMAA) – 

Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). 

2Departamento de Microbiologia, Instituto de Ciências Básicas da Saúde (ICBS), 

Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). 

 

Rodapé: P. aeruginosa from hospital sewage  

 

 

Correspondência para: Dr. Gertrudes Corção, Departamento de Microbiologia, ICBS, 

Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Rua Sarmento Leite, 500. Cidade Baixa. 

Porto Alegre, RS, CEP 90050-170, Brazil. Tel/Fax: +55-51-3308-4111; E-mail: 

corcao@ufrgs.br 

 



 
 

73 
 

RESUMO  

Objetivos: A disseminação de Pseudomonas aeruginosa resistente a antimicrobianos 

através do esgoto hospitalar representa um sério risco de saúde pública, pois esta 

espécie é bem adaptada e capaz de sobreviver e multiplicar-se neste ambiente. Os 

objetivos deste estudo foram detectar a presença de isolados de P. aeruginosa em 

amostras de esgoto hospitalar em Porto Alegre, RS, Brasil, determinar seu perfil de 

resistência aos antimicrobianos e avaliar a similaridade genética entre os isolados. 

Métodos e Resultados: Foram identificados 218 isolados de P. aeruginosa através de 

provas bioquímicas clássicas e amplificação de um fragmento do 16S rDNA. O perfil de 

susceptibilidade, avaliado por disco-difusão, mostrou a presença de isolados 

multirresistentes nas amostras de esgoto hospitalar, embora mais de 70% dos isolados 

tenham apresentado susceptibilidade a todos antimicrobianos testados. A 

genotipificação através da ERIC-PCR mostrou alta diversidade e nenhuma relação 

clonal entre isolados de diferentes esgotos hospitalares. 

Conclusões: Embora a maioria dos isolados de esgoto hospitalar tenha apresentado 

susceptibilidade a todos antimicrobianos testados, isolados multirresistentes foram 

detectados, não excluindo a possibilidade de disseminação ambiental de resistência 

bacteriana através do esgoto hospitalar.  

Significado e Impacto do Estudo: A presença de bactérias resistentes no esgoto 

hospitalar deve ser vista como um risco de saúde pública, principalmente em países em 

desenvolvimento, como o Brasil, onde muitas vezes os esgotos são lançados na rede 

municipal e estes em corpos d´água, sem tratamento prévio.  

Palavras-chave: esgoto hospitalar, Pseudomonas aeruginosa, ERIC-PCR, resistência 

bacteriana, genotipificação, Brasil. 
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INTRODUÇÃO 

 A resistência bacteriana a antimicrobianos é um problema constante em todo o 

mundo gerado principalmente pela pressão seletiva devido ao uso massivo de 

antimicrobianos. Muitas bactérias resistentes e diferentes genes de resistência têm sido 

detectados em amostras de esgoto hospitalar (Prado et al. 2008; Fuentefria et al. 2008). 

O ambiente hospitalar é um ambiente fortemente seletivo que leva a um aumento na 

freqüência de bactérias resistentes (Meirelles-Pereira et al. 2002). A ausência de 

tratamento ou mesmo o descarte do esgoto hospitalar em local inadequado, podem levar 

a contaminação do solo e águas e permitir a disseminação de microrganismos e 

elementos genéticos móveis, como plasmídeos, ampliando ainda mais o problema e 

contribuindo para a maior incidência de bactérias multirresistentes no ambiente (Prado 

et al. 2008). 

 Pseudomonas aeruginosa é um patógeno oportunista, associado à altas taxas de 

morbidade e mortalidade e causa freqüente de infecções respiratórias, urinárias e de 

sítio cirúrgico, principalmente em pacientes de áreas de tratamento intensivo (Gaynes 

and Edwards 2005). Diversos estudos reportam o aumento nos índices de resistência em 

P. aeruginosa a vários antimicrobianos, mas principalmente a fluoroquinolonas, 

cefalosporinas e carbapenêmicos (Jones et al. 2004), além de expressar resistência 

intrínseca a muitos antimicrobianos (Hocquet et al. 2003). P. aeruginosa é um 

microrganismo com características ubiqüitárias, capaz de persistir em diversos 

ambientes por sua capacidade de utilizar diferentes compostos orgânicos como fonte de 

energia e de sobreviver por longos períodos em ambientes úmidos (Tuméo et al. 2008). 

No ambiente hospitalar, os fluidos biológicos de pacientes colonizados ou infectados 

por P. aeruginosa são descartados na rede de esgoto hospitalar, o qual pode, por sua 
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vez, contaminar o ambiente. Nesse sentido, a disseminação de cepas resistentes a 

antimicrobianos pode representar um potencial risco de saúde pública, uma vez que a P. 

aeruginosa é uma espécie bem adaptada e capaz de sobreviver e multiplicar-se nesse 

ambiente. A caracterização e tipificação acurada de isolados ambientais de P. 

aeruginosa é necessária para fornecer dados sobre a disseminação deste patógeno no 

esgoto hospitalar. Diversos métodos, como análise de macrorestrição em eletroforese de 

campo pulsado (PFGE), polimorfismo de DNA amplificado ao acaso (AP-PCR) e 

ribotipificação estão disponíveis para a genotipificação de P. aeruginosa (Renders et al. 

1996). Entretanto, estudos da reação da polimerase em cadeia (PCR) das seqüências 

consenso intergênicas repetitivas de enterobactérias (ERIC), dispersas no genoma de 

procariotos, revelam padrões altamente específicos dentro de uma mesma espécie 

bacteriana (Zatkovic et al. 2000). Neste estudo, a similaridade genética entre isolados de 

P. aeruginosa de esgoto hospitalar foi avaliada pela ERIC-PCR. Os objetivos desta 

análise foram detectar a presença de isolados de P. aeruginosa em amostras de esgoto 

de diferentes hospitais de Porto Alegre, RS, Brasil, determinar o perfil de resistência aos 

antimicrobianos e avaliar a similaridade genética entre os isolados.  

MATERIAL E MÉTODOS   

Local de Coleta 

As amostras de esgoto hospitalar foram coletadas em três grandes hospitais localizados 

em Porto Alegre, RS, Brasil. O Hospital I (HI) possui 882 leitos em uma área de 43.030 

m2, conta com mais de 4 mil funcionários e realiza cerca de 29 mil internações ao ano. 

O Hospital II (HII) possui 749 leitos, contando com 3.983 funcionários em uma área de 

125.256, 38 m2 e realiza cerca de 27 mil internações ao ano. O Hospital III (HIII) possui 

544 leitos em uma área construída de 55.000 m2, possui cerca de 2.300 funcionários e 
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realiza 28 mil internações ao ano. As amostras de esgoto foram coletadas no final da 

rede hospitalar, antes de serem lançadas na rede de esgoto municipal. As coletas foram 

realizadas nos meses de Novembro de 2006 e Março de 2007.  

Isolamento e identificação de Pseudomonas aeruginosa 

Amostras de 1L de esgoto hospitalar foram coletadas em garrafas estéreis e mantidas sob 

refrigeração até o processamento. Alíquotas de 100 mL foram filtradas através de membranas 

de ésteres mistos de 0,45 µm de porosidade. As membranas foram transferidas para o caldo 

seletivo asparagina e incubadas a 37 oC por 24-48 horas.  O aparecimento de fluorescência 

verde sob luz ultravioleta indicou um resultado presuntivo positivo para P. aeruginosa. 

Alíquotas de 1 mL foram transferidas para o caldo acetamida e incubadas a 37 oC por 24 horas. 

O desenvolvimento de coloração rosa no meio indicou a presença de P. aeruginosa. Alíquotas 

de 100 µL foram inoculadas em agar acetamida para seleção de colônias características. Os 

isolados foram identificados através de provas bioquímicas e morfológicas clássicas, como 

coloração de Gram, produção de citocromo-oxidase, oxidação e fermentação da glicose e 

lactose, motilidade, redução de nitrato, produção de H2S, crescimento em caldo simples a 42 oC 

e produção de pioverdina. A identificação fenotípica foi confirmada pela amplificação 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 avaliado pela técnica de 

disco-difusão de acordo com as normas do CLSI (Clinical Laboratory Standards 

Institute, 2007). Os seguintes antibióticos foram testados: amicacina (30µg), 

gentamicina (10µg), ciprofloxacina (5µg), ceftazidima (30µg), piperacilina-tazobactam 

(100µg/10µg), ticarcilina-ácido clavulânico (75µg/ 10µg), imipenem (10µg), 

meropenem (10µg), cefepime (30µg), aztreonam (30µg) e polimixina B (300µg). 

Isolados resistentes a pelo menos quatro classes distintas de antimicrobianos foram 
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considerados multirresistentes. A cepa P. aeruginosa ATCC 27853 foi utilizada como 

controle de qualidade dos testes de susceptibilidade. 

Análise por ERIC-PCR  

O DNA genômico dos isolados foi extraído pela técnica descrita por Agarwal et al. 

(2002). A região ERIC foi amplificada com os oligonucleotídeos iniciadores ERIC1 e 

ERIC2 (Versalovic et al. 1991). A reação da PCR foi realizada num volume final de 30 

µl, consistindo de 8 µl de DNA genômico, 5,5 mM de MgCl2, 1,25 mM de cada dNTP, 

400 ng de cada primer e 2 U de Taq DNA-polimerase (Invitrogen). A PCR foi realizada 

nas seguintes condições: desnaturação inicial a 95 oC por 7 minutos, 30 ciclos a 94 oC  

por 1 minuto, 51oC  por 1 minuto e 72 oC por 1 minuto e 30 segundos e uma extensão 

final a 72 oC por 15 minutos. Os amplicons resultantes foram visualizados em gel de 

agarose 2% adicionado do polímero Synergel (BioAmerica) (0,70 % agarose, 0,65% 

Sinergel) em Tampão Tris-Borato-EDTA (89 mM Tris, 89 mM H3BO3, 2 mM EDTA, 

pH 8.3) corado com brometo de etídeo (0,5 µg/mL).  

Análise dos dados 

Os padrões da ERIC-PCR foram convertidos em uma matriz binária (1, presença; 0, 

ausência) e analisados com o programa SPSS (versão 11.5). A análise de agrupamento 

foi realizada pela UPGMA (unweighted pair-group method with average linkages) dos 

coeficientes de Jaccard. Isolados com perfil idêntico foram considerados com 100% de 

similaridade. O índice diversidade de Shannon-Weaver (H’ ) foi calculado para amostras 

de esgoto hospitalar dos três hospitais estudados, utilizando a fórmula H=C/N (N x log 

N – Σni x log ni), onde ni corresponde ao número de isolados com o mesmo perfil ERIC-

PCR, N corresponde ao número total de isolados e C uma constante com valor igual a 

2.3 (Borges et al. 2003). 
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RESULTADOS 

 Foram recuperados 218 isolados de P. aeruginosa dos esgotos do HI (n=89), do 

HII (n=60) e do HIII (n=69). Ao todo, 70,2 % dos isolados de P. aeruginosa de esgoto 

hospitalar apresentaram susceptibilidade a todos os antimicrobianos testados. Este 

índice foi mais elevado entre os isolados do HIII, com 78,3 %, seguido do HII e HI com 

66,6 % e 66,0 %, respectivamente. Os isolados de P. aeruginosa do HI apresentaram os 

maiores índices de resistência, com susceptibilidade reduzida principalmente a 

gentamicina, amicacina, ciprofloxacina, ceftazidima, cefepime, meropenem e 

imipenem. Em contrapartida, os isolados do HIII mostraram os menores índices de 

resistência, com susceptibilidade reduzida principalmente a amicacina, gentamicina e 

cefepime. Os isolados do HII apresentaram susceptibilidade reduzida principalmente a 

amicacina, meropenem e aztreonam. Não foi observada resistência a polimixina B entre 

os isolados deste estudo (Tabela 1). O fenótipo de multirresistência foi observado em 

32,6 % (n=29) dos isolados do HI, 10,0 % (n=7) dos isolados do HIII e 5,0 % (n=3) dos 

isolados do HII. Ao todo, os isolados apresentaram 25 perfis de resistência diferentes. 

Os perfis de resistência que ocorreram com maior freqüência são demonstrados na 

Tabela 2. Os Perfis 23, 24, 29 e 30 foram observados somente nos isolados do HI e 

foram aqueles com susceptibilidade reduzida ao maior número de antimicrobianos 

simultaneamente. Com exceção dos Perfis 1, 32 e 37, os demais perfis foram 

encontrados exclusivamente em isolados provenientes do mesmo esgoto hospitalar 

(Tabela 2).  

 Para a análise de similaridade genética através da ERIC-PCR, os isolados foram 

selecionados de maneira a representar os principais perfis de resistência encontrados. 

Ao todo, 84 (n=218) isolados foram genotipificados pela ERIC-PCR, sendo 34 do HI, 
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18 do HII e 32 do HIII. Os perfis de ERIC-PCR dos isolados de P. aeruginosa 

apresentaram de 3 a 9 amplicons, com tamanhos variando de 200 a 2800 pb.  A análise 

de similaridade genética mostrou alta diversidade entre os isolados de P. aeruginosa 

para os diferentes esgotos analisados, com índices de diversidade (H´) de 3,30; 2,42 e 

3,18 para os esgotos do HI, HII e HIII, respectivamente. Em um nível de 70% de 

similaridade os isolados formaram 16 grupos pequenos, constituídos por 2 a 4 isolados 

(Figura 1). Os grupos foram formados por isolados provenientes do mesmo esgoto 

hospitalar, com exceção do Cluster 7 (C7), formado por um isolado do HII e um do 

HIII, agrupados em um nível de 80% de similaridade. Não foi observada relação clonal 

entre isolados de P. aeruginosa de esgotos de diferentes hospitais. Os perfis de 

resistência 29 e 30 foram encontrados nos isolados dos Clusters 1 e 10 (C1 e C10), 

ambos formados entre isolados do HI e agrupados entre si em 100% de similaridade. Os 

perfis de resistência dos isolados não agruparam entre si, com exceção de alguns grupos 

constituídos somente por isolados com Perfil 1 (Figura 1).  

DISCUSSÃO 

 O significativo aumento da ocorrência de cepas resistentes e multirresistentes 

no ambiente hospitalar alcançou um cenário muito preocupante, pois em muitos países 

em desenvolvimento como o Brasil, um número razoável de cepas é resistente a 

grande maioria dos antimicrobianos comercialmente disponíveis (Andrade et al. 2003; 

Cipriano et al. 2007). Em muitos locais, os devidos cuidados com o descarte do esgoto 

hospitalar não são observados e este é freqüentemente lançado em corpos d´água, sem 

tratamento prévio. No presente estudo, mais de 70% dos isolados de P. aeruginosa de 

esgoto hospitalar mostraram susceptibilidade a todos os antimicrobianos testados, 

entretanto, isolados resistentes e até multirresistentes foram detectados nas diferentes 
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amostras avaliadas. Comparando os níveis de resistência a antimicrobianos 

encontrados nos isolados de P. aeruginosa de esgoto hospitalar do presente estudo 

com isolados clínicos de P. aeruginosa de hospitais de Porto Alegre, onde 63,7% dos 

isolados P. aeruginosa apresentaram susceptibilidade somente a polimixina B e 

aztreonam ou somente a polimixina B (Gaspareto et al. 2007), os isolados de esgoto 

hospitalar deste estudo mostram-se muito mais susceptíveis. Os índices relativamente 

baixos de multirresistência e os perfis de resistência encontrados, sobretudo no esgoto 

do HII e HIII, sugerem que estes microrganismos não são intrinsecamente resistentes a 

nenhuma classe particular de antimicrobiano, mas que provavelmente possuem uma 

predisposição para desenvolver resistência sob condições de pressão seletiva. No 

esgoto do HI foram encontrados os maiores índices de resistência, com taxas de mais 

de 30% de resistência a carbapenêmicos, cefalosporinas de terceira e quarta gerações e 

quinolonas e, além disso, resistência a um maior número de antimicrobianos 

simultaneamente. Os perfis de resistência encontrados entre esses isolados incluem a 

maioria dos antimicrobianos utilizados hoje em dia para tratamento de infecções por 

P. aeruginosa em humanos, o que nos leva a crer que a origem dos isolados resistentes 

encontrados no esgoto hospitalar seja o próprio ambiente hospitalar. 

 As seqüências ERIC têm sido utilizadas para caracterização de várias cepas 

bacterianas por serem altamente conservadas entre as bactérias (Versalovic et al. 1991). 

Os perfis de ERIC-PCR dos isolados de P. aeruginosa de esgoto hospitalar do presente 

estudo revelaram alta diversidade, mesmo entre isolados de um mesmo esgoto 

hospitalar, o que refletiu o baixo número de grupos formados em um nível de 

similaridade de 70%. Esta alta diversidade sugere que populações geneticamente 

distintas estão estabelecidas nos esgotos dos três hospitais estudados e que 
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provavelmente diferentes populações estejam circulando nos respectivos hospitais. A 

similaridade encontrada entre isolados de P. aeruginosa provenientes de esgotos de 

diferentes hospitais foi baixa, resultado esperado, uma vez que não há ligação física 

entre esses hospitais. O índice de diversidade de Shannon-Weaver (H´) foi maior entre 

os isolados do HI, o que pode ser evidenciado no dendrograma pelo maior número de 

isolados não agrupados e, também corresponde ao maior hospital, com maior taxa de 

circulação de pessoas e internações ao ano. Além disso, os índices de diversidade (H´) 

observados nos diferentes esgotos estudados embasam a teoria de que não há 

disseminação clonal nos esgotos hospitalares e sim, múltipla origem dos isolados de P. 

aeruginosa.  

 As conseqüências ecológicas associadas a disseminação de bactérias resistentes 

no ambiente tem sido extensivamente investigadas (Kümmerer 2004). É evidente que a 

contaminação ambiental com antibióticos, bactérias resistentes e genes de resistência 

afetam a biodiversidade dos ecossistemas naturais. Os antibióticos podem reduzir os 

níveis de diversidade microbiana pela supressão de microrganismos susceptíveis. 

Bactérias resistentes e elementos genéticos podem encontrar condições favoráveis para 

tornarem-se predominantes nos ambientes contaminados, alterando, assim, a 

composição original das comunidades microbianas (Guardabassi et al. 1998). Embora 

mais de 70% dos isolados de P. aeruginosa de esgoto hospitalar do presente estudo 

tenham apresentado susceptibilidade a todos os antimicrobianos testados, o esgoto 

hospitalar deve ser considerado como uma porta de entrada da resistência bacteriana 

para o ambiente. Os dados sugerem que bactérias resistentes e elementos genéticos que 

carregam resistência a antimicrobianos associada ao ambiente hospitalar contaminam 



 
 

82 
 

diariamente o ambiente através do esgoto hospitalar, isso representa um sério problema 

de saúde pública que necessita uma futura avaliação e controle. 
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Tabela 1 - Perfil de susceptibilidade reduzida dos isolados de P. aeruginosa de amostras de 

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

Antimicrobianos Susceptibilidade reduzida (%) 

HI 

(n=89) 

HII 

(n=60) 

HIII 

(n=69) 

Gentamicina 30 (33,7) 9 (15,0) 13 (18,8) 

Ciprofloxacina 29 (32,6) 9 (15,0) 3 (4,3) 

Amicacina 31 (34,8) 24 (40,0) 21 (30,4) 

Ceftazidima 29 (32,6) 4 (6,7) 2 (2,9) 

Piperacilina/tazobactam 16 (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 resistência encontrados entre os isolados de 

Pseudomonas aeruginosa de esgoto dos Hospitais I, II e III. 

Número 
do 

Perfil 

Perfil de resistência Número de isolados 
HI 

(n=89) 
HII 

(n=60) 
HIII 

(n=69) 
1 Sensível 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 II; HIII, Hospital III. Gen, gentamicina; Cip, ciprofloxacina; Ami, 

amicacina; Caz, ceftazidima; Ppt, piperacilina/tazobactam; Tic, ticarcilina/clavulanato; Imp, 

imipenem; Mer, meropenem; Cpm, cefepime; Pol, polimixina B; Atm, aztreonam. 
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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. SP, Susceptibility Profile Number; H, 
Hospital; HI, Hospital I; HII, Hospital II; HIII, Hospital III; *, isolado multirresistente. 
C1 to C16, Clusters 1 to 16. A linha vertical indica 70% de similaridade. 
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3.5. Artigo 5: Ocorrência do gene blaSPM-1 em Pseudomonas 

aeruginosa de esgoto hospitalar: perfil de susceptibilidade e 

tipificação molecular 

 

Artigo a ser submetido para publicação na revista “Current 

Microbiology”. 
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Ocorrência do gene blaSPM-1 em Pseudomonas aeruginosa de esgoto hospitalar: perfil de 

susceptibilidade e tipificação molecular   

RESUMO  

Embora isolados de Pseudomonas aeruginosa com genes de metalo β-lactamases já tenham 

sido detectados fora do ambiente hospitalar, poucos estudos abordam a relação genética entre 

eles. O objetivo deste estudo foi detectar genes de MBLs em isolados de P. aeruginosa de 

esgoto hospitalar, avaliar a relação genética entre os isolados portadores dos genes e a 

diversidade nos genes de MBLs encontrados. Foram analisados 451 isolados de P. aeruginosa 

de esgotos de cinco hospitais localizados em Porto Alegre e Passo Fundo, RS, Brasil. Os genes 

foram pesquisados por PCR e a susceptibilidade dos isolados avaliada por disco-difusão.  A 

relação genética entre os isolados foi avaliada pela ERIC-PCR e PFGE e a diversidade nos 

genes avaliada pela DGGE. Ao todo, 5,1% dos isolados de esgoto hospitalar apresentaram o 

gene blaSPM-1. Estes isolados apresentaram fenótipo de multirresistência, com resistência 

principalmente a imipenem, meropenem, gentamicina, amicacina, ciprofloxacina, ceftazidima, e 

cefepime. A tipificação dos isolados pela PFGE e ERIC-PCR revelou alta diversidade, sendo 

que esta última técnica mostrou maior índice discriminatório (D=0,99). A análise de 

agrupamentos originou grupos formados de acordo com a origem dos isolados, não havendo 

relação clonal entre isolados de P. aeruginosa de diferentes esgotos hospitalares, mostrando que 

populações geneticamente diferentes estão estabelecidas nesses esgotos hospitalares e que, 

provavelmente, são provenientes dos respectivos ambientes hospitalares. A ocorrência de 

isolados de P. aeruginosa com gene blaSPM-1 em três dos cinco esgotos hospitalares estudados, 

chama a atenção para o risco de disseminação de bactérias multirresistentes e genes de 

resistência a antimicrobianos através do esgoto hospitalar. 

INTRODUÇÃO 

 A resistência através da produção de metalo β-lactamases (MBLs) foi descrita pela 

primeira vez em 1991 no Japão e é hoje um problema de âmbito mundial (Walsh et al., 2005). 

No Brasil, o gene prevalente é o blaSPM-1, embora outros tipos já tenham sido detectados (Sader 
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et al., 2004; Gaspareto et al., 2007). O rápido aumento da resistência aos carbapenêmicos em P. 

aeruginosa no Brasil, principalmente pela presença do gene blaSPM-1, tem sido atribuído a 

emergência de cepas resistentes sob pressão seletiva de antimicrobianos e a disseminação de 

clones epidêmicos no ambiente hospitalar (Gales et al., 2003). Pesquisa de cepas de P. 

aeruginosa produtoras de MBLs têm sido focadas principalmente em isolados clínicos. 

Entretanto, a presença de MBLs já foi descrita fora do ambiente hospitalar (Quintera e Peixe, 

2006; Fuentefria et al., 2008a). Como os genes de resistência de MBLs estão freqüentemente 

localizados em elementos genéticos móveis, como plasmídeos e transposons, a transferência 

desses genes entre diferentes cepas e espécies bacterianas pode ocorrer livremente em ambientes 

favoráveis, como o esgoto hospitalar (Islam et al., 2008). A disseminação da resistência 

bacteriana através do esgoto hospitalar é causa de preocupação especialmente para bactérias 

hidrofílicas, como a P. aeruginosa, para as quais o esgoto pode ser um habitat ideal (Tuméo et 

al., 2008). Além disso, na maioria dos países em desenvolvimento, como o Brasil, os esgotos 

hospitalares são freqüentemente descartados em corpos hídricos sem tratamento prévio. Sob 

este ponto de vista, o esgoto hospitalar pode constituir-se em um reservatório ambiental de 

resistência bacteriana e consequentemente em um foco de contaminação humana por bactérias 

portadoras de genes de resistência a antimicrobianos, contribuindo efetivamente para a 

disseminação da resistência bacteriana no ambiente.  

 Em vista da carência de informações sobre a presença e a disseminação de metalo β-

lactamases fora do ambiente hospitalar, este estudo foi desenvolvido para detectar a presença 

dos principais genes de MBLs em isolados de P. aeruginosa de amostras de esgoto hospitalar, 

avaliar a relação genética entre os isolados e a diversidade nos genes de MBLs encontrados. A 

relação genética entre os isolados de P. aeruginosa de diferentes esgotos hospitalares foi 

avaliada pela ERIC-PCR e PFGE e a diversidade nos genes avaliada pela DGGE. 

MATERIAL E MÉTODOS 

Coleta de amostras de Pseudomonas aeruginosa  
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 Os isolados de P. aeruginosa do presente estudo foram recuperados de amostras de esgoto 

hospitalar coletadas de março/2006 a novembro/2007. As amostras de esgoto hospitalar foram 

coletadas de cinco hospitais distintos, designados de Hospitais I a V. Os Hospitais I a IV são 

localizados em Porto Alegre, RS, Brasil e o Hospital V é localizado em Passo Fundo, RS, 

Brasil. O Hospital I (HI) possui 882 leitos e realiza mais de 29 mil internações ao ano, o 

Hospital II (HII) possui 165 leitos e realiza 9 mil internações ao ano, o Hospital III (HIII) possui 

749 leitos e realiza cerca de 27 mil internações ao ano, o Hospital IV (HIV) possui 544 leitos e 

realiza cerca de 28 mil internações ao ano e o Hospital V (HV) possui 635 leitos e realiza 28 mil 

internações ao ano. Foram analisados 451 isolados de P. aeruginosa de esgoto hospitalar, sendo 

89 do HI, 106 do HII, 60 do HIII, 69 do HIV e 127 do HV. O processamento das amostras de 

esgoto hospitalar e a identificação dos isolados de P. aeruginosa foram realizados conforme 

descrito anteriormente (Fuentefria et al., 2008a).  

Triagem fenotípica de MBLs 

A triagem fenotípica da produção de MBLs foi realizada para todos os isolados de P. 

aeruginosa pelo teste de aproximação de discos utilizando como substratos imipenem e 

ceftazidima e, como inibidores, o EDTA e o ácido 2-mercaptopropiônico (2MPA) (Arakawa et 

al., 2000; Sader et al., 2004). Fitas de MβL Etest combinada (AB Biodisk, Solna, Sweden) de 

imipenem com EDTA foram utilizadas para confirmar os resultados do teste de aproximação de 

discos em isolados com susceptibilidade reduzida a carbapenêmicos. Uma cepa de P. 

aeruginosa com o gene blaSPM-1 foi utilizada como controle positivo e a cepa de P. aeruginosa 

ATCC 27853 como controle negativo.  

PCR para os genes blaSPM-1 , blaVIM , blaIMP, blaOXA e blaGES 

Os isolados com triagem positiva para produção de MBLs e/ou com susceptibilidade reduzida 

aos carbapenêmicos foram submetidos à pesquisa dos genes blaIMP, blaVIM , e blaSPM-1, através da 

Reação em Cadeia da Polimerase (PCR). Os oligonucleotídeos utilizados foram: IMP-

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

(Yatsuyanagi et al., 2004), VIMF-5’(GTGGCAACGTACGCATCACC)3’, VIMR-
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5’(ACGAAGTCTAGACCGCCC)3’, SPM1-5’(TCGGATCATGTCGACTTGCC)3’ e SPM1-

5’(CCTTCGCTTCAGATCCTCGT)3’, conforme descrito anteriormente (Fuentefria et al., 

2008). Adicionalmente, os genes blaOXA-23-like, blaOXA-24-like, blaOXA-51-like, blaOXA-58-like e 

blaGES foram pesquisados em isolados multirresistentes, com teste de triagem para produção de 

MBL positivo e nenhum gene de MBL anteriormente detectado. A PCR multiplex para pesquisa 

dos genes OXA foi realizada com os oligonucleotídeos e condições previamente descritos 

(Woodford et al., 2006). O gene blaGES foi pesquisado com os oligonucleotídeos e condições de 

reação descritos por Poirel et al. (2000). As cepas utilizadas como controle positivo das reações 

de PCR foram cedidas pela Dra Ana Cristina Gales (Laboratório Alerta e Laboratório Especial 

de Microbiologia Clínica, Divisão de Doenças Infecciosas, Universidade Federal de São Paulo) 

e pelo Dr Mark A. Toleman (Department of Pathology and Microbiology, University of Bristol, 

UK). 

Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos 

A susceptibilidade aos antimicrobianos foi determinada por disco-difusão de acordo com as 

normas do CLSI (Clinical Laboratory Standards Institute, 2007), com os seguintes antibióticos: 

amicacina, gentamicina, ciprofloxacina, ceftazidima, piperacilina-tazobactam, ticarcilina-ácido 

clavulânico, imipenem, meropenem, cefepime, aztreonam e polimixina B. Isolados resistentes a 

pelo menos quatro classes distintas de antimicrobianos foram considerados multirresistentes. Os 

valores de MIC (Minimal Inibitory Concentration) para imipenem foram avaliados por 

microdiluição em caldo (CLSI, 2003) somente para os isolados submetidos à genotipificação. A 

cepa P. aeruginosa ATCC 27853 foi utilizada como controle de qualidade dos testes de 

susceptibilidade.   

Tipificação molecular 

A similaridade genética entre os isolados foi avaliada pela ERIC-PCR (Enterobacterial 

Repetitive Intergenic Consensus) e PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis). Para a ERIC-

PCR, o DNA genômico foi preparado pela técnica descrita por Agarwal et al. (2002). A região 

adjacente ao elemento ERIC foi amplificada com os oligonucleotídeos ERIC1 e ERIC2 



 
 

94 
 

(Versalovic et al, 1991). A reação da PCR foi realizada num volume final de 30 µl, consistindo 

de 8 µl de DNA genômico, 5,5 mM de MgCl2, 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 condições: 

desnaturação inicial a 95 oC por 7 minutos, 30 ciclos de 94oC  por 1 minuto, 51oC  por 1 minuto 

e 72oC por 1 minuto e 30 segundos e uma extensão final a 72oC por 15 minutos. Os amplicons 

resultantes foram visualizados em gel de agarose 2% acrescido do polímero Synergel 

(BioAmerica) (0,70 % agarose, 0,65 % synergel) em tampão Tris-Borato-EDTA (TBE) (89mM 

Tris, 89 mM H3BO3, 2 mM EDTA, pH 8.3) corado com brometo de etídeo (0,5 µg L-1).  

Para a PFGE, o DNA cromossomal foi preparado pela técnica descrita por Schwarz e Liebisch 

(1994) e digerido com 20 U de SpeI, de acordo com as recomendações do fabricante (BioLabs, 

New England). Os fragmentos de DNA foram separados em gel de agarose 1,0 % (Certified 

Megabase Agarose, Bio-Rad) em Tampão Tris-Borato-EDTA (TBE) 0,5x com o sistema CHEF 

DRII (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA) a 6 Vcm-1 por 22 horas, com pulsos variando de 4 - 

40 segundos. Os perfis obtidos foram interpretados pelo coeficiente de similaridade de Dice e a 

análise de agrupamento foi realizada pelo UPGMA (Unweighted-Pair-Group Method), com o 

auxílio do programa SPSS (versão 11.5).  

Eletroforese em Gel de Gradiente de Desnaturação (DGGE) 

 A DGGE foi realizada para avaliar a variabilidade na seqüência de nucleotídeos do fragmento 

amplificado do gene blaSPM-1. O DNA genômico dos isolados foi extraído pela técnica descrita 

por Agarwal et al. (2002). O fragmento foi amplificado com os oligonucleotídeos SPMDGGE-

5´(AGCCCTGCTTGGATTCATGG)3´, acrescido de um grampo-GC de 40 nucleotídeos na 

extremidade 5´, e SPMDGGE-5´(CCCGTGCCGTCCAAATGAAAG)3´. Os oligonucleotídeos 

foram desenhados com o auxílio do programa PrimoMelt (versão 3.4). O fragmento de 400 pb 

amplificado foi selecionado com base no seu perfil de desnaturação, de maneira que o produto 

de PCR tivesse pelo menos dois domínios de desnaturação e a diferença entre as temperaturas 

de desnaturação dos domínios de maior e menor temperaturas fosse maior que 3 graus. A PCR 

foi desenvolvida nas seguintes condições: um ciclo inicial de desnaturação a 95 °C por 2 
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minutos, seguido de 30 ciclos de desnaturação a 94 °C por 1 minuto, anelamento a 65 °C por 1 

minuto e extensão a 72 °C por 1 minuto; seguidos de uma extensão final a 72 °C por 10 

minutos. A DGGE foi realizada com o sistema DCode Universal Mutation Detection System 

(Bio-Rad, Richmond, CA). Alíquotas de 20 µl dos produtos de PCR foram aplicadas em géis de 

poliacrilamida (8,0 % [w/v] acrilamida em tampão Tris-Acetato-EDTA 0,5x) com gradiente de 

desnaturação de 15-50% (solução 100% desnaturante composta por uréia 7M e formamida 

deionizada 40%). A eletroforese foi realizada em tampão TAE 0,5x por 6 horas a 100 V, a 

temperatura constante de 60 °C. Os géis foram corados com brometo de etídeo (solução 0,5 

µgL-1) e as imagens adquiridas com o programa Kodak 1D (versão 3.5.2). 

Índice Discriminatório das técnicas de tipificação 

O poder discriminatório foi determinado pela fórmula generalizada de Hunter para as técnicas 

de ERIC-PCR e PFGE (Hunter, 1990), o qual indica a probabilidade de que dois isolados 

selecionados ao acaso na população estudada sejam assinalados em grupos de tipificação 

diferentes.  

RESULTADOS 

Pesquisa dos genes blaSPM-1 , blaVIM , blaIMP,  blaOXA e blaGES 

Dos 451 isolados de P. aeruginosa analisados, 258 apresentaram teste de triagem fenotípica 

para MBLs positivo em pelo menos uma metodologia testada e/ou susceptibilidade reduzida aos 

carbapenêmicos e foram submetidos à PCR para pesquisa dos genes blaIMP, blaVIM , e blaSPM-1. 

Os genes blaIMP e blaVIM  não foram detectados no presente estudo. O gene blaSPM-1 foi detectado 

em 5,1 % (n = 23) dos isolados de P. aeruginosa de esgoto hospitalar. Este índice foi de 15,7 % 

(n = 14) entre os isolados do HI, de 4,7 % (n = 5) entre os isolados do HII e de 3,1 % (n = 4) 

entre os isolados do HV. Nenhum gene de MBL foi detectado entre os isolados dos HIII e HIV. 

Os genes blaOXA-23-like, blaOXA-24-like, blaOXA-51-like, blaOXA-58-like e blaGES  também não foram 

detectados nos isolados de P. aeruginosa de esgoto hospitalar deste estudo.  

Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos 
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Todos os isolados de P. aeruginosa com o gene blaSPM-1 apresentaram fenótipo de 

multirresistência, com exceção do isolado F7. Os isolados blaSPM-1 positivos apresentaram 100,0 

% (n = 23/23) de resistência ao imipenem, 95,6 % (n = 22/23) de resistência a gentamicina e 

ciprofloxacina, 86,9 % (n = 20/23) de resistência a ceftazidima e amicacina, 82,6 % (n = 19/23) 

de resistência ao meropenem, 65,2 % (n = 15/23) de resistência a cefepime, 60,9 % (n = 14/23) 

de resistência a ticarcilina/clavulanato, 30,4 % (n = 7/23) de resistência a 

piperacilina/tazobactam e 8,7 % (n = 2/23) de resistência ao aztreonam. Não foi observada 

resistência a polimixina B. Os isolados blaSPM-1 negativos também apresentaram altas taxas de 

resistência, 100 %  a gentamicina (n = 13/13), 92,3 % (n = 12/13) a ciprofloxacina, 84,6 % (n = 

11/13) ao imipenem, 76,9 % (n = 10/13) a ticarcilina/clavulanato, 69,2 % (n = 9/13) a amicacina 

(Tabela 1). Com exceção dos Perfis de Resistência Tipos 12 e 14, que foram observados em 

isolados dos Hospitais I e II, os demais perfis foram exclusivos do esgoto de um único hospital 

(Tabela 1). Os valores de MIC para imipenem foram maiores que 16 µg/mL para todos isolados, 

confirmando os resultados de resistência obtidos por disco-difusão. Todos os isolados de P. 

aeruginosa com o gene blaSPM-1 do HI apresentaram valores de MIC > 256 µg/mL, entretanto os 

isolados com o gene blaSPM-1 dos demais hospitais apresentaram MICs para imipenem variando 

de 16 a >256 µg/mL (Figura 1). 

Tipificação molecular 

A tipificação molecular por ERIC-PCR e PFGE foi realizada para 23 isolados de P. aeruginosa 

com gene blaSPM-1 e outros 13 isolados multirresistentes selecionados ao acaso, totalizando 36 

isolados. Os padrões de ERIC-PCR originaram de 3 a 10 fragmentos, com tamanhos variando 

de 200 a 1530 pb. Os isolados de P. aeruginosa mostraram grande heterogeneidade, 

apresentando 32 perfis de ERIC-PCR diferentes. A análise de agrupamento por UPGMA 

formou seis grupos em um nível de 70% de similaridade. Não foi observada relação clonal entre 

isolados provenientes de diferentes amostras de esgoto hospitalar (Figura 1). O índice 

discriminatório (D) da ERIC-PCR foi de 0,99. 
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Para a tipificação molecular através da PFGE o isolado H11 não pode ser recuperado do estoque 

de glicerol e não foi incluído na análise, totalizando 35 isolados. Os perfis de PFGE mostraram 

de 12 a 17 fragmentos, com tamanhos variando de 97 a 730 Kb (Figura 2). Foram encontrados 

15 perfis de PFGE diferentes. Isolados provenientes de esgotos de diferentes hospitais não 

apresentaram relação clonal (Figura 1). O índice discriminatório (D) da PFGE foi de 0,89. 

DGGE 

A DGGE foi utilizada para avaliar a diversidade na seqüência de nucleotídeos do fragmento 

amplificado do gene blaSPM-1 entre os 23 isolados de P. aeruginosa de esgoto hospitalar. O 

fragmento amplificado corresponde a uma região de 360 pb que vai do nucleotídeo 2310 ao 

6670 da seqüência  de P. aeruginosa AY341249, correspondente a região do gene blaSPM-1 

(número de acesso AY341249). Um único padrão de migração foi observado, mostrando que a 

seqüência de nucleotídeos do gene blaSPM-1 da região amplificada é idêntica para todos os 

isolados avaliados (Figura 3). 

DISCUSSÃO 

 Diversos pesquisadores têm ressaltado a importância de ambientes naturais como 

reservatórios de bactérias resistentes a antimicrobianos (Henriques et al., 2006; Mesa et al., 

2006; Quintera et al., 2006). No presente estudo, todos os isolados de P. aeruginosa com gene 

blaSPM-1, com exceção do F7, apresentaram fenótipo de multirresistência, com resistência a 

algumas classes de antimicrobianos de uso hospitalar restrito, um forte indício da origem 

hospitalar dos mesmos. Mesmo porque, até o momento, não foram recuperadas cepas de P. 

aeruginosa produtoras de SPM-1 de pacientes da comunidade, somente de pacientes 

hospitalizados e principalmente em unidades de tratamento intensivo. A resistência aos 

carbapenêmicos observada foi extremamente alta, principalmente ao imipenem, e pode ser 

explicada pela presença do gene blaSPM-1,  e, nos outros isolados, pode ter corrido pela perda de 

OprD, presença de sistemas de efluxo e β-lactamases cromossomais do tipo AmpC ou, ainda, 

pela ação em conjunto de múltiplos mecanismos (Pai et al., 2001). Também foram observadas 

altas taxas de resistência a gentamicina e amicacina. Atualmente, a resistência a esses 
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aminoglicosídeos em P. aeruginosa é muito comum, sendo a inativação enzimática o principal 

mecanismo de resistência (Poole, 2005). Também, a resistência aos aminoglicosídeos observada 

pode ser explicada pela presença não de uma, mas de múltiplas enzimas modificadoras e como 

resultado, observa-se resistência de amplo-espectro aos aminoglicosídeos (Rodriguez et al., 

2000). Taxas de resistência acima de 90% foram observadas para a ciprofloxacina entre os 

isolados de P. aeruginosa de esgoto hospitalar deste estudo, o que pode ter ocorrido pela 

exposição freqüente a concentrações de fluoroquinolonas, normalmente presentes no ambiente 

hospitalar, as quais podem induzir mutações na DNA girase ou por uma hiper-expressão de 

sistemas de efluxo (Nakajima et al., 2002). Por fim, também foi observada uma resistência 

relativamente elevada às cefalosporinas de terceira e quarta gerações, possivelmente pela 

presença de β-lactamases de espectro estendido (ESBLs), além do gene blaGES, as quais têm 

sido detectadas em P. aeruginosa (Jiang et al., 2006). Os perfis de resistência observados foram 

característicos de cada esgoto hospitalar, provavelmente refletindo os diferentes esquemas 

terapêuticos utilizados em cada ambiente. Esses dados trazem à tona a possibilidade de 

transferência de genes de resistência entre bactérias em ambientes extremamente favoráveis, 

como o esgoto hospitalar, e o estabelecimento de reservatórios ambientais de resistência 

bacteriana, uma das grandes preocupações em saúde pública. 

 As taxas de MBLs reportadas entre isolados clínicos de P. aeruginosa de hospitais de 

Porto Alegre e Passo Fundo são elevadas, com prevalência do gene blaSPM-1. Gaspareto et al. 

(2007) encontraram o gene blaSPM-1 em 67,0 % e 35,71 % e o gene blaIMP-1 em 8,33% e 21,43% 

dos isolados de P. aeruginosa resistentes a carbapenêmicos de diferentes hospitais de Porto 

Alegre. Gräf et al. (2008) encontraram o gene blaSPM-1 em  35% dos isolados clínicos de P. 

aeruginosa multirresistentes e resistentes a carbapenêmicos em Passo Fundo. Entretanto, a 

ocorrência do gene blaSPM-1 entre os isolados de P. aeruginosa das amostras de esgoto hospitalar 

deste estudo foi baixa, em torno de 5,1% e, em dois dos esgotos dos cinco hospitais estudados, 

não foram encontrados genes de β-lactamases. Ainda assim, esse achado revela a presença de 

isolados de P. aeruginosa com o gene blaSPM-1 em esgotos hospitalares e aventa a possibilidade 



 
 

99 
 

desses esgotos serem uma rota de disseminação desse tipo de resistência, sem falar de outros 

mecanismos de resistência possivelmente presentes, que foram anteriormente discutidos. 

 A diversidade na seqüência dos genes blaSPM-1 encontrados foi avaliada pela DGGE, 

onde, fragmentos com co-migração nos géis de DGGE correspondem a moléculas 100% 

idênticas e fragmentos com diferentes mobilidades nos géis de DGGE refletem diferenças na 

composição de nucleotídeos. A DGGE tem sido utilizada para avaliar a diversidade em genes de 

resistência (Doherty et al., 2001; McCammon et al., 2008). Henriques et al. (2006) utilizaram a 

DGGE para avaliar a diversidade em genes de β-lactamases de ambientes aquáticos e 

mostraram que a maioria das seqüências avaliadas, principalmente blaTEM e blaOXA-2, são 

idênticas ou muito similares as seqüências dos genes de β-lactamases previamente 

caracterizadas em isolados clínicos. Até o momento, somente uma variante alélica do gene 

blaSPM foi descrita em isolados clínicos de P. aeruginosa (Toleman et al., 1996). Os resultados 

da DGGE do gene blaSPM-1 dos isolados de P. aeruginosa de esgoto hospitalar mostraram 

fragmentos com mesmo padrão de migração, denotando mesma seqüência de nucleotídeos. 

Além disso, a cepa de P. aeruginosa produtora de SPM-1 utilizada como controle da reação de 

PCR-DGGE é proveniente de isolado clínico e apresentou o mesmo padrão de migração no gel 

de DGGE.  

 A tipificação dos isolados revelou alta diversidade, tanto pela ERIC-PCR quanto pela 

PFGE. Os índices discriminatórios de ambas metodologias foram elevados. Entretanto, a ERIC-

PCR (D=0,99) mostrou maior capacidade discriminatória uma vez que permitiu diferenciar 

isolados que não puderam ser diferenciados pela PFGE (D=0,89). Silbert et al. (2004) relataram 

que a ERIC-PCR  mostrou resultados discriminatórios comparáveis a PFGE para bactérias não-

fermentadoras, comprovando que ambas metodologias podem ser utilizadas como ferramentas 

na investigação epidemiológica dessas bactérias. Dentre os 36 isolados analisados, foram 

formados somente quatro grupos,com dois isolados cada, com perfis ERIC-PCR idênticos 

(Figura 1, Isolados F24 e F28; F5 e F7; F20 e F21; H8 e H9), refletindo a grande 

heterogeneidade encontrada entre os isolados. Desses quatro grupos, três também apresentaram 
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padrões de PFGE idênticos (Figura 1, Isolados F24 e F28, Isolados F5 e F7 e Isolados F20 e 

F21). Por terem sido indistinguíveis pela PFGE e ERIC-PCR, técnicas sabidamente 

discriminatórias, esses isolados provavelmente são realmente geneticamente relacionados. 

Outro achado revelou que os esses mesmos isolados que apresentaram padrões de ERIC-PCR e 

PFGE idênticos dentro de cada grupo são todos provenientes do HI, porém apresentaram perfis 

de resistência distintos, mostrando que esses isolados são geneticamente semelhantes mas 

fenotipicamente distintos.  Além disso, dentre esses seis isolados, somente F7 e F20 

apresentaram o gene blaSPM-1. O gene blaSPM-1 é localizado no plasmídeo bacteriano e pode ter 

sido perdido por essas cepas geneticamente idênticas (Isolados F7 e F21), embora continuem a 

expressar fenótipo de resistência a carbapenêmicos. Independente da metodologia de tipificação 

utilizada, os grupamentos foram formados pela origem dos isolados, não havendo relação clonal 

entre isolados de P. aeruginosa de diferentes esgotos hospitalares, mostrando que populações 

geneticamente diferentes estão estabelecidas nesses esgotos hospitalares e que, provavelmente, 

são provenientes dos respectivos ambientes hospitalares.  

 A ocorrência de isolados de P. aeruginosa multirresistentes e portadores do gene blaSPM-

1 nos esgotos hospitalares estudados, chama a atenção para o risco de disseminação de bactérias 

multirresistentes e de genes de resistência a antimicrobianos, através do esgoto hospitalar. As 

bactérias multirresistentes presentes no esgoto podem contaminar rios, lagos e oceanos e a 

interação entre ecossistemas pode promover uma pressão seletiva capaz de alterar o ambiente de 

maneira a favorecer a emergência e disseminação de microrganismos resistentes.  
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Tabela 1- Perfil de susceptibilidade dos isolados de P. aeruginosa multirresistentes portadores 

ou não do gene blaSPM-1 provenientes de amostras dos esgotos dos Hospitais I a V (n = 36). 

Isolado Origem PCR 
blaSPM-1 

Perfil de 
Resistência 

Tipo 

Perfil de Resistência 

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 HII + 14 Gen Cip Ami Caz Ppt Tic Imp Mer Cpm 
T25 HIII - 15  Gen Cip Ami Ppt Imp Mer 
H8 HII + 12 Gen Cip Ami Caz Tic Imp Mer Cpm 
H9 HII + 12 Gen Cip Ami Caz Tic Imp Mer Cpm 
H12 HII + 14 Gen Cip Ami Caz Ppt Tic Imp 
H13 HII + 12  Gen Cip Ami Caz Tic Imp Mer Cpm 
L24 HI - 14 Gen Cip Ami Caz Ppt Tic Imp Mer Cpm 

HI, Hospital I; HII, Hospital II; HIII, Hospital III; HIV, Hospital IV; HV, Hospital V. Gen, 
gentamicina; Cip, ciprofloxacina; Ami, amicacina; Caz, ceftazidima, Ppt, 
piperacilina/tazobactam; Tic, ticarciclina/clavulanato; Imp, imipenem; Mer, meropenem; Cpm, 
cefepime. 
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MICa SPM1b Originc PFGEd Isolatee Similarity (%)

100       84        67        50      35          14
+---------+---------+---------+-------+-----------+

16  - HV    3   F24 òûòø
16  - HV    3   F28 ò÷ ùòòòòòø
32  - HV    2   F5  òûò÷ ùòòòòòø
32  +  HV    2   F7 ò÷ ó ùòø
32  - HV    4   F11 òòòòòòòòò÷ ó ùòø
16  - HV    5 F13 òòòòòòòòòòòòòòò÷ ó ùòòòòòòòòòø

128  +  HV    1   F3 òòòòòòòòòòòòòòòòò÷ ó ùòòòòòòòø
>256  + HI    7   L25 òòòòòòòòòòòòòòòòòòò÷ ó ó
16  +  HIV  12   X60 òòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòò÷ ùòòòòòòòø

128  +  HV    3   F20 òûòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòø ó ó
16 - HV    3   F21 ò÷ ùòòòòòòòòòòòòò÷ ó
16  - HV    3   F33 òòòòòòòòòûòòòòòòòòòòòòò÷ ó
16  - HV    3   F35 òòòòòòòòò÷ ùòø

>256  + HI   11   M20 òòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòûòòòòòòòòòòòòòø ó ó
16  - HIV  13   X68 òòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòò÷ ó ó ó

>256  +  HI    7   N1  òòòòòòòûòòòòòòòòòø ó ó ó
>256  +  HI 7   N4  òòòòòòò÷ ùòòòòòòòòòòòø ùòòò÷ ó
>256  +  HI   11   N9  òòòòòòòòòòòòòòòòò÷ ùòòòòòòòø ó ó
>256  +  HI   11   N18 òòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòûòòò÷ ó ó ùòø
32  - HV    6   D30 òòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòò÷ ùòòò÷ ó ó

>256  +  HI    8   M12 òòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòûòòòòòòòø ó ó ó
>256  +  HI    7   N6  òòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòò÷ ùòòòòò÷ ó ó
>256  +  HI    7   N5  òòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòò÷ ó ó
>256  +  HI    7   L17 òòòòòòòòòûòòòø ó ó
>256  +  HI    7   N7  òòòòòòòòò÷ ùòòòòòòòø ó ó
>256  +  HI    8   L19 òòòòòòòòòòòòò÷ ùòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòò÷ ó
>256  +  HI    8   L12 òòòòòòòòòòòòòòòòòòòòò÷ ó
>256  +  HI    8   L14 òòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòûòòòòòòòòòòòòòòòø ó
>256  +  HI    7   N3  òòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòò÷ ó ó
>256  +  HII   - H11 òòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòûòòòòòòòòòòòø ùò÷
32  - HIII 14   T25 òòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòò÷ ó ó

>256  +  HII  10   H8  òûòòòòòòòø ùòòòòòòòòòòò÷
>256  +  HII   9   H9  ò÷ ùòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòø ó
64  +  HII   9 H12 òòòòòûòòò÷ ùòòò÷

>256  +  HII   9   H13 òòòòò÷ ó
>256  +  HI   15   L24 òòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòò÷

 
Figura 1 – Dendrograma (Dice, UPGMA) dos padrões de ERIC-PCR dos isolados de 
Pseudomonas aeruginosa de esgoto hospitalar dos Hospitais I a V. A linha transversal indica 
70% de similaridade.  aValores de MIC para imipenem (µg/mL); bSMP-1, gene blaSPM-1; 

cOrigin, 
Origem do isolado: HI, Hospital I; HII, Hospital II; HIII, Hospital III; HIV, Hospital IV; HV, 
Hospital V; dPFGE, perfil de PFGE;  eIsolate: isolate number. 
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Figura 2 – Gel de agarose representativo de alguns perfis de PFGE dos isolados de P. 
aeruginosa de esgoto hospitalar. M, marcador de tamanho molecular (Lamda Ladder PFG 
Marker, BioLabs, New England). As canaletas 2 a 20 mostram os perfis de PFGE descritos na 
Figura 1. Canaleta 1, P. aeruginosa ATCC 25922; Canaletas 2, 3, 4, 6, 8, Perfil PFGE Tipo 7; 
Canaletas 5, 7, 9, Perfil PFGE Tipo 8; Canaleta 10, Perfil PFGE tipo 9; Canaleta 11, P. 
aeruginosa ATCC 27853; Canaleta 12, Perfil PFGE Tipo 1; Canaletas 13, 14, 15, Perfil PFGE 
Tipo 2; Canaleta16, Perfil PFGE Tipo 4; Canaleta 17, Perfil PFGE Tipo 5; Canaletas 18 e 19, 
Perfil PFGE Tipo 3 e Canaleta 20, Perfil PFGE Tipo 6. 
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Figura 3 – Eletroforese em Gel de Gradiente de Desnaturação do fragmento de gene blaSPM-1 dos 
isolados de P. aeruginosa de esgoto hospitalar. Poliacrilamida 8,0 %, gradiente de desnaturação 
de 15-50%. Canaletas: 1, fragmento amplificado do controle positivo P. aeruginosa blaSPM-1; 2, 
isolado F3; 3, isolado F20; 4, isolado N1; 5, isolado N3; 6, isolado N5; 7, isolado N18; 8, 
isolado L14; 9, isolado L17; 10, isolado H8; 11, isolado H9; 12, isolado H11; 13, isolado H12; 
14, isolado H13. 
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4. DISCUSSÃO GERAL 

 

No presente estudo, isolados de P. aeruginosa de amostras de 

esgoto hospitalar e água superficial foram avaliados quanto ao seu perfil de 

susceptibilidade aos antimicrobianos, a presença e diversidade de genes de 

MBLs e similaridade genética por ERIC-PCR e PFGE. Para facilitar a discussão 

geral dos resultados, as amostras foram classificadas da seguinte maneira: 

Ambiente I, amostras de esgoto do Hospital São Vicente de Paulo (HSVP) e 

água superficial do Rio Passo Fundo, consistindo de três pontos de água 

superficial do Rio Passo Fundo (Pontos A, B e C) e três pontos de esgoto 

hospitalar do HSVP (Pontos D, E e F); Ambiente II, amostras de esgoto do 

Hospital Divina Providência (HDP) e água superficial do Arroio Cascata e 

Riacho da Gruta, consistindo de dois pontos de esgoto hospitalar do HDP 

(Pontos G e H), um ponto de água do Riacho da Gruta (Ponto I) e dois pontos 

de água do Arroio Cascata (Pontos J e K); Hospital I, amostras de esgoto do 

Hospital Conceição (HC), consistindo de seis pontos de esgoto hospitalar 

(Pontos L, M, N, O, P e Q), Hospital II, amostras de esgoto do Hospital de 

Clínicas de Porto Alegre (HCPA), consistindo de quatro pontos de esgoto 

hospitalar (Pontos R, S, T e U) e Hospital III, amostras de esgoto do Hospital 
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São 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 

numeração arábica.  

Foram analisados, 614 isolados de P. aeruginosa, sendo 198 do 

Ambiente I, 198 do Ambiente II, 89 do Hospital I, 60 do Hospital II e 69 do 

Hospital III. Não foram encontrados isolados de P. aeruginosa no Ponto A do 

Ambiente I em nenhuma das duas coletas realizadas. O Ponto A fica próximo à 

nascente do rio Passo Fundo e não recebe contribuição do esgoto da cidade 

de Passo Fundo, portanto é um ponto não impactado, o que pode justificar a 

ausência de isolados de P. aeruginosa nas amostras de água superficial 

coletadas.  

O teste de susceptibilidade aos antimicrobianos revelou 45 perfis de 

resistência diferentes entre os 614 isolados de P. aeruginosa deste estudo 

(Tabela 1), dentre estes perfis de resistência encontrados, somente 12 foram 

comuns a mais de um ambiente ou esgoto hospitalar, os demais foram 

característicos de uma única origem, mostrando que o perfil de resistência dos 

isolados de P. aeruginosa está associado à origem da amostra. Em geral, os 

índices de resistência, e até de multirresistência, observados em isolados 

clínicos de P. aeruginosa são bastante elevados (Zavascki, et al. 2006; 

Gaspareto et al. 2007). No presente estudo, os isolados dos Ambientes I e II 

apresentaram índices de susceptibilidade de 64,1% e 85,3%, respectivamente, 

mostrando que mais da metade dos isolados foi sensível a todos os 

antimicrobianos testados, não esquecendo que nesses dois ambientes existem 
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pontos de água superficial com os índices de susceptibilidade mais elevados. 

Os Hospitais I, II e III apresentaram, respectivamente, susceptibilidade a todos 

os antimicrobianos testados em 66,3 %, 66,6 % e 78,3 % dos isolados. Os 

dados de multirresistência entre os isolados clínicos de P. aeruginosa são 

elevados, em torno de 79,0 % (Amadi  et al., 2009). Considerando isolados 

resistentes à pelo menos quatro classes de antimicrobianos como 

multirresistentes, os índices de multirresistência observados entre os isolados 

de P. aeruginosa do presente estudo foram baixos, muito inferiores aos 

observados entre isolados clínicos (Gaspareto et al. 2007). No Ambiente I, 17,6 

% (n=35/198) dos isolados foram multirresistentes e no Ambiente II este índice 

foi de 3,03 % (n=6/198), não tendo sido observado o fenótipo de 

multirresistência entre isolados de água superficial. Já entre os isolados de 

esgoto hospitalar, os índices de multirresistência foram de 32,6 % (n= 29/89), 

5,0 % (n=3/60) e 10,0 % (n=7/69) para os Hospitais I, II e III, respectivamente. 

Entretanto, apesar do baixo índice de multirresistência encontrado entre os 

isolados de P. aeruginosa de esgoto hospitalar, bactérias resistentes, mesmo 

em pequena quantidade, podem encontrar condições favoráveis para tornarem-

se predominantes em ambientes contaminados por antimicrobianos, como o 

esgoto hospitalar, alterando, assim, a composição original das comunidades 

microbianas e contribuindo para a disseminação da resistência bacteriana 

(Guardabassi et al., 1998).  
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Tabela 1 – Perfis de Resistência encontrados entre os isolados de 
Pseudomonas aeruginosa de esgoto hospitalar e água superficial dos 

Ambientes I e II e Hospitais I, II e III (n=614). 
 

N° 
do 

Perfil  

Resistência  Número de isolados 
Ambiente 

I 
(n=198) 

Ambiente 
II 

(n=198) 

Hospital 
I 

(n=89) 

Hospital 
II 

(n=60) 

Hospital 
III 

(n=69) 
1* Sensível a todos antimicrobianos 

testados 
127 169 59 40 54 

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 
29* 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 resistência observado também variou entre os diferentes 

ambientes estudados. No Ambiente I, 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, sensíveis a todos os antimicrobianos testados. 

No Ambiente II, os índices de resistência foram inferiores e foi observada 

susceptibilidade reduzida principalmente a gentamicina e 

ticarcilina/clavulanato. No Hospital I foram encontrados os maiores índices de 

susceptibilidade reduzida do presente estudo para a gentamicina, 

ciprofloxacina, amicacina, ceftazidima, imipenem, meropenem e cefepime; 

enquanto que no Hospital II, para a amicacina, meropenem e aztreonam, e no 

Hospital III, para amicacina, gentamicina, cefepime e ticarcilina/clavulanato. 

Independente do tipo de resistência observado, os perfis de resistência 

encontrados entre esses isolados incluem a maioria dos antimicrobianos 

utilizados atualmente para tratamento de infecções por P. aeruginosa em 

seres humanos, o que nos leva a crer que a origem dos isolados resistentes 

encontrados no esgoto hospitalar seja o próprio ambiente hospitalar e que, 

provavelmente, os diferentes hospitais estudados adotam diferentes 

esquemas terapêuticos, os quais resultaram em diferentes padrões de 

resistência encontrados nos isolados de P. aeruginosa dos respectivos 

esgotos hospitalares. Além disso, os tipos de resistência observados entre os 

isolados de P. aeruginosa deste estudo são comumente observados entre 

isolados clínicos de P. aeruginosa, mais um indício 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 clínicos de P. 

aeruginosa de hospitais de Porto Alegre e Passo Fundo são freqüentemente 

elevadas e o gene blaSPM-1 é o mais comum (Zavascki et al., 2006; Gaspareto 

et al., 2007; Gräf et al., 2008). A ocorrência do gene blaSPM-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 três esgotos dos cinco 

hospitais estudados. O gene blaSPM-1 foi encontrado em quatro isolados de 

esgoto hospitalar do Ambiente I, cinco isolados de esgoto hospitalar do 

Ambiente II e 14 isolados do Hospital I. Outros genes de MBLs, ESBLs e 

OXAs pesquisados não foram detectados. Mesmo com essa baixa freqüência, 

esse achado revela a presença de isolados de P. aeruginosa com o gene 

blaSPM-1 em esgotos hospitalares e não descarta a possibilidade de 

constituírem uma forma de disseminação desse tipo de resistência, sem falar 

de outros mecanismos de resistência que também podem estar presentes e 

são freqüentemente associados a plasmídeos e transposons. Todos os 

isolados de P aeruginosa com o gene blaSPM-1 do presente estudo, com 

exceção do isolado F7, apresentaram  fenótipo de multirresistência e somente 

dois isolados  do Ambiente I apresentaram resistência a aztreonam. Não foi 

observada resistência a polimixina B entre os isolados com o gene blaSPM-1. 

No teste de microdiluição em caldo para o imipenem, todos os isolados com 

gene blaSPM-1 apresentaram um valor de MIC ≥ 16 µg/mL, sendo que a maioria 
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apresentou valores de MIC ≥ 256 µg/mL, confirmando o tipo de resistência 

encontrado. 

A diversidade na seqüência dos genes blaSPM-1 encontrados foi 

avaliada pela DGGE, técnica que tem sido muito útil para avaliação de 

diversidade em diferentes genes de resistência (Chee-Sanford et al., 2001; 

McCammon et al., 2005). Henriques et al. (2006) avaliaram a diversidade em 

genes de β-lactamases de ambientes aquáticos através da DGGE-PCR e 

mostraram que a maioria das seqüências avaliadas é idêntica ou muito similar 

as seqüências de genes de β-lactamases de isolados clínicos. Chee-Sanford et 

al. (2001) estudaram, através da DGGE-PCR, os genes de resistência a 

tetraciclina de populações bacterianas de lagoas e águas subterrâneas de duas 

fazendas de suínos e observaram que os genes de resistência a tetraciclina 

dos isolados bacterianos de águas subterrâneas possuíam o gene tetM, que 

não era predominante no ambiente, e era idêntico ao gene tetM recuperado 

das lagoas, sugerindo que a disseminação, nesse caso, não está limitada a 

cepas de origem gastrointestinal.  

O gene de metalo β-lactamase blaSPM-1 apresenta uma única 

variante alélica descrita até hoje, sendo a mesma encontrada em isolados 

clínicos 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 

seqüência de nucleotídeos por apresentarem a mesma mobilidade 

eletroforética em géis de 8% de poliacrilamida com gradiente de desnaturação 
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de 15-50%. Além disso, o seqüenciamento do fragmento de PCR amplificado 

para pesquisa do gene blaSPM-1, embora seja outra região, mostrou tratar-se da 

mesma seqüência de nucleotídeos, com 100% de similaridade com a 

seqüência de Pseudomonas aeruginosa DQ145284 (Fuentefria et al., 2008b) 

contribuindo para os resultados encontrados com a DGGE.  

A tipificação 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 

água superficial, nas quais o respectivo esgoto é descartado (Ambientes I e II) 

e se há relação genética entre isolados de P. aeruginosa oriundos de amostras 

de esgoto hospitalar de diferentes hospitais (Hospitais I, II e III).  

A tipificação por ERIC-PCR dos isolados de P. aeruginosa dos 

Ambientes I e II mostrou grande diversidade, indicando múltiplas origens dos 

isolados. Não foi observada relação clonal entre isolados de P. aeruginosa de 

diferentes pontos de coleta de esgoto hospitalar nos Ambientes I e II, indicando 

que uma disseminação clonal está ocorrendo somente entre cepas de um 

mesmo ponto de coleta. A presença de isolados geneticamente idênticos em 

um mesmo ponto de coleta, amostrados em diferentes ocasiões é indício de 

que cepas estão persistindo ou sendo continuamente lançadas no esgoto 

hospitalar. Com o mesmo enfoque, Tuméo et al. (2008) não puderam relacionar 

geneticamente isolados clínicos de P. aeruginosa multirresistentes com 

isolados de P. aeruginosa de amostras de esgoto hospitalar. No presente 

estudo, a análise de grupamentos pela ERIC-PCR indicou que outras fontes, 

que não os esgotos hospitalares em questão podem estar contribuindo para a 
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presença de P. aeruginosa nas amostras de água superficial estudadas ou, que 

estas amostras estejam muito diluídas e os isolados não possam ser 

detectados. Os isolados de P. aeruginosa de amostras de água superficial do 

Ambiente I (Pontos B e C) mostraram menor similaridade entre si, contribuindo 

para a hipótese de múltiplas origens desses isolados, pois sabe-se que o solo e 

a vegetação são grandes contribuintes para a presença de bactérias no 

ambiente aquático. 

A tipificação por ERIC-PCR dos isolados de P. aeruginosa dos 

Hospitais I, II e III também mostrou alta diversidade, mesmo entre isolados de 

mesma origem. Estes dados sugerem que populações geneticamente distintas 

estão circulando nos ambientes hospitalares estudados e, conseqüentemente, 

populações também geneticamente distintas são recuperadas dos respectivos 

esgotos hospitalares. Não foi observada relação clonal entre isolados de P. 

aeruginosa de diferentes esgotos hospitalares, pelo contrário, a similaridade 

entre estes isolados foi baixa.  

A PFGE foi realizada com 36 isolados de P. aeruginosa 

multirresistentes e/ou com o gene blaSPM-1, provenientes de amostras de esgoto 

dos cinco hospitais estudados. Em estudos que utilizam esta metodologia para 

isolados clínicos de P. aeruginosa, é comum encontrar cepas com pouca ou 

nenhuma diversidade, revelando relação 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 análise de agrupamentos pela PFGE não mostrou relação clonal 

entre isolados de diferentes esgotos hospitalares e, ao contrário, os grupos 
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foram formados de acordo com a origem dos isolados, indicando, novamente, 

que populações geneticamente distintas estão estabelecidas nos diferentes 

esgotos hospitalares e que, provavelmente, são provenientes dos respectivos 

ambientes hospitalares. Seis isolados de P. aeruginosa foram indistinguíveis 

pelas metodologias de ERIC-PCR e PFGE, indicando que estes isolados são 

realmente geneticamente relacionados. Além disso, alguns isolados que não 

puderam ser diferenciados pela PFGE, puderam ser diferenciados pela ERIC-

PCR, comprovando o maior poder discriminatório desta metodologia 

encontrado neste estudo. 
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5. CONCLUSÕES 

 

1. Isolados de P. aeruginosa foram recuperados de todos os pontos 

de coleta estudados, com exceção do Ponto A, próximo à nascente do Rio 

Passo Fundo. 

2. Isolados de P. aeruginosa de esgoto hospitalar apresentaram 

maiores índices de resistência do que isolados de água superficial e o fenótipo 

de multirresistência foi observado somente entre isolados de P. aeruginosa de 

esgoto hospitalar, correspondendo a 32,6%, 5,0% e 10,0% para os Hospitais II, 

II e III, respectivamente. 

3. O gene blaSPM-1 foi encontrado em quatro isolados de esgoto 

hospitalar do Ambiente I, cinco isolados de esgoto hospitalar do Ambiente II e 

14 isolados do Hospital I, correspondendo a 3,7 % de todos os isolados 

analisados; a DGGE revelou que todos os fragmentos do gene blaSPM-1 

amplificados apresentaram o mesmo padrão de migração, indicando uma 

mesma seqüência de nucleotídeos nos respectivos fragmentos. 

4. Não foi observada relação clonal entre isolados de P. aeruginosa 

de esgoto hospitalar e água superficial através da ERIC-PCR e os 
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grupamentos foram formados de acordo com a origem dos isolados; os perfis 

de resistência aos antimicrobianos puderam ser relacionados aos perfis de 

ERIC-PCR encontrados nos isolados de P. aeruginosa dos Ambientes I e II. 

5. Não foi observada relação clonal entre isolados de P. aeruginosa 

de amostras de diferentes esgotos hospitalares, pois uma alta diversidade foi 

encontrada.  
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São 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 

numeração arábica.  

Foram analisados, 614 isolados de P. aeruginosa, sendo 198 do 

Ambiente I, 198 do Ambiente II, 89 do Hospital I, 60 do Hospital II e 69 do 

Hospital III. Não foram encontrados isolados de P. aeruginosa no Ponto A do 

Ambiente I em nenhuma das duas coletas realizadas. O Ponto A fica próximo à 

nascente do rio Passo Fundo e não recebe contribuição do esgoto da cidade 

de Passo Fundo, portanto é um ponto não impactado, o que pode justificar a 

ausência de isolados de P. aeruginosa nas amostras de água superficial 

coletadas.  

O teste de susceptibilidade aos antimicrobianos revelou 45 perfis de 

resistência diferentes entre os 614 isolados de P. aeruginosa deste estudo 

(Tabela 1), dentre estes perfis de resistência encontrados, somente 12 foram 

comuns a mais de um ambiente ou esgoto hospitalar, os demais foram 

característicos de uma única origem, mostrando que o perfil de resistência dos 

isolados de P. aeruginosa está associado à origem da amostra. Em geral, os 

índices de resistência, e até de multirresistência, observados em isolados 

clínicos de P. aeruginosa são bastante elevados (Zavascki, et al. 2006; 

Gaspareto et al. 2007). No presente estudo, os isolados dos Ambientes I e II 

apresentaram índices de susceptibilidade de 64,1% e 85,3%, respectivamente, 

mostrando que mais da metade dos isolados foi sensível a todos os 

antimicrobianos testados, não esquecendo que nesses dois ambientes existem 



 
 

110 
 

pontos de água superficial com os índices de susceptibilidade mais elevados. 

Os Hospitais I, II e III apresentaram, respectivamente, susceptibilidade a todos 

os antimicrobianos testados em 66,3 %, 66,6 % e 78,3 % dos isolados. Os 

dados de multirresistência entre os isolados clínicos de P. aeruginosa são 

elevados, em torno de 79,0 % (Amadi  et al., 2009). Considerando isolados 

resistentes à pelo menos quatro classes de antimicrobianos como 

multirresistentes, os índices de multirresistência observados entre os isolados 

de P. aeruginosa do presente estudo foram baixos, muito inferiores aos 

observados entre isolados clínicos (Gaspareto et al. 2007). No Ambiente I, 17,6 

% (n=35/198) dos isolados foram multirresistentes e no Ambiente II este índice 

foi de 3,03 % (n=6/198), não tendo sido observado o fenótipo de 

multirresistência entre isolados de água superficial. Já entre os isolados de 

esgoto hospitalar, os índices de multirresistência foram de 32,6 % (n= 29/89), 

5,0 % (n=3/60) e 10,0 % (n=7/69) para os Hospitais I, II e III, respectivamente. 

Entretanto, apesar do baixo índice de multirresistência encontrado entre os 

isolados de P. aeruginosa de esgoto hospitalar, bactérias resistentes, mesmo 

em pequena quantidade, podem encontrar condições favoráveis para tornarem-

se predominantes em ambientes contaminados por antimicrobianos, como o 

esgoto hospitalar, alterando, assim, a composição original das comunidades 

microbianas e contribuindo para a disseminação da resistência bacteriana 

(Guardabassi et al., 1998).  
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Tabela 1 – Perfis de Resistência encontrados entre os isolados de 
Pseudomonas aeruginosa de esgoto hospitalar e água superficial dos 

Ambientes I e II e Hospitais I, II e III (n=614). 
 

N° 
do 

Perfil  

Resistência  Número de isolados 
Ambiente 

I 
(n=198) 

Ambiente 
II 

(n=198) 

Hospital 
I 

(n=89) 

Hospital 
II 

(n=60) 

Hospital 
III 

(n=69) 
1* Sensível a todos antimicrobianos 

testados 
127 169 59 40 54 

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 
29* 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 resistência observado também variou entre os diferentes 

ambientes estudados. No Ambiente I, 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, sensíveis a todos os antimicrobianos testados. 

No Ambiente II, os índices de resistência foram inferiores e foi observada 

susceptibilidade reduzida principalmente a gentamicina e 

ticarcilina/clavulanato. No Hospital I foram encontrados os maiores índices de 

susceptibilidade reduzida do presente estudo para a gentamicina, 

ciprofloxacina, amicacina, ceftazidima, imipenem, meropenem e cefepime; 

enquanto que no Hospital II, para a amicacina, meropenem e aztreonam, e no 

Hospital III, para amicacina, gentamicina, cefepime e ticarcilina/clavulanato. 

Independente do tipo de resistência observado, os perfis de resistência 

encontrados entre esses isolados incluem a maioria dos antimicrobianos 

utilizados atualmente para tratamento de infecções por P. aeruginosa em 

seres humanos, o que nos leva a crer que a origem dos isolados resistentes 

encontrados no esgoto hospitalar seja o próprio ambiente hospitalar e que, 

provavelmente, os diferentes hospitais estudados adotam diferentes 

esquemas terapêuticos, os quais resultaram em diferentes padrões de 

resistência encontrados nos isolados de P. aeruginosa dos respectivos 

esgotos hospitalares. Além disso, os tipos de resistência observados entre os 

isolados de P. aeruginosa deste estudo são comumente observados entre 

isolados clínicos de P. aeruginosa, mais um indício 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 clínicos de P. 

aeruginosa de hospitais de Porto Alegre e Passo Fundo são freqüentemente 

elevadas e o gene blaSPM-1 é o mais comum (Zavascki et al., 2006; Gaspareto 

et al., 2007; Gräf et al., 2008). A ocorrência do gene blaSPM-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 três esgotos dos cinco 

hospitais estudados. O gene blaSPM-1 foi encontrado em quatro isolados de 

esgoto hospitalar do Ambiente I, cinco isolados de esgoto hospitalar do 

Ambiente II e 14 isolados do Hospital I. Outros genes de MBLs, ESBLs e 

OXAs pesquisados não foram detectados. Mesmo com essa baixa freqüência, 

esse achado revela a presença de isolados de P. aeruginosa com o gene 

blaSPM-1 em esgotos hospitalares e não descarta a possibilidade de 

constituírem uma forma de disseminação desse tipo de resistência, sem falar 

de outros mecanismos de resistência que também podem estar presentes e 

são freqüentemente associados a plasmídeos e transposons. Todos os 

isolados de P aeruginosa com o gene blaSPM-1 do presente estudo, com 

exceção do isolado F7, apresentaram  fenótipo de multirresistência e somente 

dois isolados  do Ambiente I apresentaram resistência a aztreonam. Não foi 

observada resistência a polimixina B entre os isolados com o gene blaSPM-1. 

No teste de microdiluição em caldo para o imipenem, todos os isolados com 

gene blaSPM-1 apresentaram um valor de MIC ≥ 16 µg/mL, sendo que a maioria 
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apresentou valores de MIC ≥ 256 µg/mL, confirmando o tipo de resistência 

encontrado. 

A diversidade na seqüência dos genes blaSPM-1 encontrados foi 

avaliada pela DGGE, técnica que tem sido muito útil para avaliação de 

diversidade em diferentes genes de resistência (Chee-Sanford et al., 2001; 

McCammon et al., 2005). Henriques et al. (2006) avaliaram a diversidade em 

genes de β-lactamases de ambientes aquáticos através da DGGE-PCR e 

mostraram que a maioria das seqüências avaliadas é idêntica ou muito similar 

as seqüências de genes de β-lactamases de isolados clínicos. Chee-Sanford et 

al. (2001) estudaram, através da DGGE-PCR, os genes de resistência a 

tetraciclina de populações bacterianas de lagoas e águas subterrâneas de duas 

fazendas de suínos e observaram que os genes de resistência a tetraciclina 

dos isolados bacterianos de águas subterrâneas possuíam o gene tetM, que 

não era predominante no ambiente, e era idêntico ao gene tetM recuperado 

das lagoas, sugerindo que a disseminação, nesse caso, não está limitada a 

cepas de origem gastrointestinal.  

O gene de metalo β-lactamase blaSPM-1 apresenta uma única 

variante alélica descrita até hoje, sendo a mesma encontrada em isolados 

clínicos 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 

seqüência de nucleotídeos por apresentarem a mesma mobilidade 

eletroforética em géis de 8% de poliacrilamida com gradiente de desnaturação 
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de 15-50%. Além disso, o seqüenciamento do fragmento de PCR amplificado 

para pesquisa do gene blaSPM-1, embora seja outra região, mostrou tratar-se da 

mesma seqüência de nucleotídeos, com 100% de similaridade com a 

seqüência de Pseudomonas aeruginosa DQ145284 (Fuentefria et al., 2008b) 

contribuindo para os resultados encontrados com a DGGE.  

A tipificação 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 

água superficial, nas quais o respectivo esgoto é descartado (Ambientes I e II) 

e se há relação genética entre isolados de P. aeruginosa oriundos de amostras 

de esgoto hospitalar de diferentes hospitais (Hospitais I, II e III).  

A tipificação por ERIC-PCR dos isolados de P. aeruginosa dos 

Ambientes I e II mostrou grande diversidade, indicando múltiplas origens dos 

isolados. Não foi observada relação clonal entre isolados de P. aeruginosa de 

diferentes pontos de coleta de esgoto hospitalar nos Ambientes I e II, indicando 

que uma disseminação clonal está ocorrendo somente entre cepas de um 

mesmo ponto de coleta. A presença de isolados geneticamente idênticos em 

um mesmo ponto de coleta, amostrados em diferentes ocasiões é indício de 

que cepas estão persistindo ou sendo continuamente lançadas no esgoto 

hospitalar. Com o mesmo enfoque, Tuméo et al. (2008) não puderam relacionar 

geneticamente isolados clínicos de P. aeruginosa multirresistentes com 

isolados de P. aeruginosa de amostras de esgoto hospitalar. No presente 

estudo, a análise de grupamentos pela ERIC-PCR indicou que outras fontes, 

que não os esgotos hospitalares em questão podem estar contribuindo para a 
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presença de P. aeruginosa nas amostras de água superficial estudadas ou, que 

estas amostras estejam muito diluídas e os isolados não possam ser 

detectados. Os isolados de P. aeruginosa de amostras de água superficial do 

Ambiente I (Pontos B e C) mostraram menor similaridade entre si, contribuindo 

para a hipótese de múltiplas origens desses isolados, pois sabe-se que o solo e 

a vegetação são grandes contribuintes para a presença de bactérias no 

ambiente aquático. 

A tipificação por ERIC-PCR dos isolados de P. aeruginosa dos 

Hospitais I, II e III também mostrou alta diversidade, mesmo entre isolados de 

mesma origem. Estes dados sugerem que populações geneticamente distintas 

estão circulando nos ambientes hospitalares estudados e, conseqüentemente, 

populações também geneticamente distintas são recuperadas dos respectivos 

esgotos hospitalares. Não foi observada relação clonal entre isolados de P. 

aeruginosa de diferentes esgotos hospitalares, pelo contrário, a similaridade 

entre estes isolados foi baixa.  

A PFGE foi realizada com 36 isolados de P. aeruginosa 

multirresistentes e/ou com o gene blaSPM-1, provenientes de amostras de esgoto 

dos cinco hospitais estudados. Em estudos que utilizam esta metodologia para 

isolados clínicos de P. aeruginosa, é comum encontrar cepas com pouca ou 

nenhuma diversidade, revelando relação 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 análise de agrupamentos pela PFGE não mostrou relação clonal 

entre isolados de diferentes esgotos hospitalares e, ao contrário, os grupos 
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foram formados de acordo com a origem dos isolados, indicando, novamente, 

que populações geneticamente distintas estão estabelecidas nos diferentes 

esgotos hospitalares e que, provavelmente, são provenientes dos respectivos 

ambientes hospitalares. Seis isolados de P. aeruginosa foram indistinguíveis 

pelas metodologias de ERIC-PCR e PFGE, indicando que estes isolados são 

realmente geneticamente relacionados. Além disso, alguns isolados que não 

puderam ser diferenciados pela PFGE, puderam ser diferenciados pela ERIC-

PCR, comprovando o maior poder discriminatório desta metodologia 

encontrado neste estudo. 
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5. CONCLUSÕES 

 

1. Isolados de P. aeruginosa foram recuperados de todos os pontos 

de coleta estudados, com exceção do Ponto A, próximo à nascente do Rio 

Passo Fundo. 

2. Isolados de P. aeruginosa de esgoto hospitalar apresentaram 

maiores índices de resistência do que isolados de água superficial e o fenótipo 

de multirresistência foi observado somente entre isolados de P. aeruginosa de 

esgoto hospitalar, correspondendo a 32,6%, 5,0% e 10,0% para os Hospitais II, 

II e III, respectivamente. 

3. O gene blaSPM-1 foi encontrado em quatro isolados de esgoto 

hospitalar do Ambiente I, cinco isolados de esgoto hospitalar do Ambiente II e 

14 isolados do Hospital I, correspondendo a 3,7 % de todos os isolados 

analisados; a DGGE revelou que todos os fragmentos do gene blaSPM-1 

amplificados apresentaram o mesmo padrão de migração, indicando uma 

mesma seqüência de nucleotídeos nos respectivos fragmentos. 

4. Não foi observada relação clonal entre isolados de P. aeruginosa 

de esgoto hospitalar e água superficial através da ERIC-PCR e os 
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grupamentos foram formados de acordo com a origem dos isolados; os perfis 

de resistência aos antimicrobianos puderam ser relacionados aos perfis de 

ERIC-PCR encontrados nos isolados de P. aeruginosa dos Ambientes I e II. 

5. Não foi observada relação clonal entre isolados de P. aeruginosa 

de amostras de diferentes esgotos hospitalares, pois uma alta diversidade foi 

encontrada.  
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