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RESUMO

Introducgdo: Efluentes hospitalares representam riscos a satde publica e ambiental devido
a presenca de microrganismos patogénicos, drogas e produtos quimicos. Pseudomonas
aeruginosa é um patogeno oportunista frequentemente encontrado no ambiente hospitalar.
Objetivo: Avaliar o resistoma de isolados de P. aeruginosa da estacao de tratamento de
esgoto hospitalar (ETEH) de um complexo hospitalar na cidade do Rio de Janeiro. Método:
Vinte isolados dos cinco estagios da ETEH foram identificados como P aeruginosa pelo
sequenciamento do gene 16S rRNA. A suscetibilidade aos antibioticos foi determinada
segundo o CLSI e os genes qacEA1 e sul 1 foram detectados pela PCR. Residuos de sulfonamidas
foram pesquisados por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria
de massas sequencial. Resultados: Foi demonstrada a presenca de sulfametoxazol em nivel
inferior a 50 ng:L™", resisténcia as sulfonamidas (80%) seguida pelas quinolonas (50%) e
13 perfis de suscetibilidade aos antimicrobianos. Os genes gacEA1-sul1 foram detectados
em 100% dos isolados, sugerindo a presenca de integrons de classe 1 em toda a ETEH.
Conclusdes: Os resultados sinalizaram limitagdes no tratamento e a propagacao de genes
de resisténcia nas etapas da ETEH. Esses dados contribuem com 6rgaos competentes no
desenho de ac¢bes preventivas frente aos impactos negativos a saiide publica.

PALAVRAS-CHAVE: Efluente Hospitalar; Pseudomonas aeruginosa; Bactérias Multirresistentes;
Integron de Classe 1

ABSTRACT

Introduction: Hospital effluents may pose great environmental risk due to the presence of
pathogenic microorganisms, drugs and chemical components. Pseudomonas aeruginosa is an
opportunistic pathogen frequently found in hospital environment. Objective: To evaluate
the resistome of P aeruginosa from the hospital wastewater treatment plant (HWTP) in a
hospital complex of Rio de Janeiro city. Method: Twenty isolates from the five stages of the
HWTP were identified as P aeruginosa by 16S rRNA gene sequencing analysis. Susceptibility to
antibiotics was determined according to CLSI and qacEA1 and sul1 genes were detected by PCR.
Sulphonamide residues were investigated by high performance liquid chromatography coupled
to sequential mass spectrometry. Results: The sulfamethoxazole has been demonstrated at
a level below 50 ng L-1. Sulfonamide resistance (80%) has been demonstrated followed by
quinolone class (50%) and 13 susceptibility patterns to antimicrobials. The gqacEA1-sul1 genes
were detected in 100% of isolates suggesting the presence of class 1 integrons in the whole
HWTP. Conclusions: The results signalized limitations of HWTP and propagation of resistance
genes in all stages of the HWTP. These data also contribute to the environmental sanitary
surveillance in the design of prevention actions against negative impact on the public health.

KEYWORDS: Hospital Sewage; Pseudomonas aeruginosa; Multidrug-Resistant Bacteria;
Class 1 Integrons
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INTRODUCAO

0 desenvolvimento e a propagacdo da resisténcia aos antibioti-
cos entre bactérias sdo considerados uma ameaca para a salde
humana e ambiental. Muitos estudos tém demonstrado a impor-
tancia de cenarios ambientais, como por exemplo, agua e solo,
no ciclo da resisténcia aos antibioticos na natureza'?.

As aguas residuais provenientes de hospitais e encaminhadas para
a estacdo de tratamento de efluente hospitalar (ETEH) contém
em sua composicdo altas concentracdes de bactérias, nutrien-
tes, oxigénio, produtos quimicos, metais pesados, agentes anti-
microbianos e outras drogas nao metabolizadas®. Esse ambiente
proporciona o aumento da pressao seletiva e, com isso, a trans-
feréncia horizontal e a disseminacdo de genes de resisténcia e de
organismos resistentes para o meio ambiente*>,

Dentre as bactérias encontradas em efluentes hospitalares, a
Pseudomonas aeruginosa se destaca como um patégeno noso-
comial oportunista geralmente envolvido em infeccées hospita-
lares’. E conhecido nio s por seu metabolismo versatil, mas
também por sua excepcional capacidade de se adaptar e colo-
nizar uma ampla variedade de ambientes (aguas, solo, rizos-
fera, animais). Além disso, sua resisténcia natural (intrinseca) e
adquirida a uma ampla gama de agentes antimicrobianos resulta
no surgimento de cepas resistentes a multiplos farmacos®’. Essa
multirresisténcia tem sido extensivamente descrita e envolve
diferentes mecanismos, tais como sistemas bombas de efluxo,
baixa permeabilidade da membrana, alteracao do alvo do agente
antimicrobiano, alteracdo de proteinas da membrana externa,
producéo de B-lactamases e outras enzimas®°.

No Brasil, estudos referentes a avaliacdo de perfis de suscetibilidade
aos antimicrobianos em isolados bacterianos de efluentes hospita-
lares revelaram a presenca de linhagens multidroga resistentes em
todas as etapas do sistema e até mesmo apos o tratamento’®'"12,
Além disso, outro estudo revelou a presenca de cepas produtoras
de enzimas B-lactamases de espectro estendido (ESBL), Klebsiella
pneumoniae carbapenemases (KPC) e metalo B-lactamases (MBL)".
Miranda et al."" detectaram os genes blaSHV, blaCTX-M-1, blaC-
TX-M-2 e blaTEM, blaVIM, blaSPM e blaKPC em isolados clinicos e na
ETEH de um mesmo hospital. O gene blaSPM-1 é o mais prevalente
no Brasil, sua disseminagéo epidemiologica em amostras ambientais
no sul do Brasil foi confirmada em isolados de P aeruginosa de um
efluente hospitalar e em agua superficial do rio receptor'.

Problemas associados a baixa suscetibilidade microbiana aos
antibidticos datam de longo tempo. A resisténcia as sulfonamidas
surgiu logo apos sua introducédo na pratica clinica (1930) e pode
ter sido resultado de mutacoes no sitio-alvo ou por aquisicao
de genes de resisténcia a antissintetase (sul)'>'. Essa resistén-
cia é primariamente mediada pelos genes sul1, sul2 e sul3 que
codificam a dihydropteroate synthetase (DHPS) e que apresenta
baixa afinidade as sulfonamidas'”'®. Diversas espécies bacteria-
nas abrigam esses genes, localizados em transposons ou em plas-
mideos autotransfetiveis ou mobilizaveis com ampla gama de
hospedeiros; eles apresentam resisténcia antibiotica mdltipla,
que é cosselecionada por sulfonamidas'®2°.

http://www.visaemdebate.incgs.fiocruz.br/

O gene sul1 faz parte do segmento 3" conservado do integron
de classe 1, enquanto o gene sul2 aparece associado com genes
que conferem resisténcia a estreptomicina. Em alguns estudos,
70% da resisténcia a sulfonamida poderiam ser conferidas a esses
genes?'. Posteriormente, a disseminacao de sul3, detectado em
uma cepa de Escherichia coli na Suica, parece estar relacio-
nado com transposons?. O sistema integron/cassete é tido como
um dos melhores exemplos de captura e expressao de novos
genes??4, ocupando lugar de destaque na pesquisa de resisténcia
aos antibidticos e biocidas?>?.

A resisténcia bacteriana aos antibioticos é um problema global
e vem progressivamente aumentando com o uso indiscriminado
e crescente de substancias com acao antimicrobiana. Em con-
trapartida, a resisténcia aos biocidas é uma questao emergente,
uma vez que essas substancias sdo amplamente utilizadas na
descontaminacao, desinfeccao e esterilizacao visando o controle
da disseminacao de microrganismos?’-2,

Dentre essas substancias, os compostos quaternarios de amo-
nio (QAC) sao utilizados rotineiramente como antissépticos e
desinfetantes em ambientes domeésticos, veterinarios, indus-
triais e hospitalares?**°. Esses compostos sdo biodegradaveis em
condicdes aerdbicas e, assim, suas concentragdes nos diversos
ambientes podem flutuar continuamente. No esgoto, efluentes
de estacdo de tratamento de esgoto, aguas superficiais e sedi-
mentos geralmente encontram-se em concentracdes subinibito-
rias, tornando esses ambientes seletivos, o que pode resultar
na emergéncia e disseminacdo de microrganismos com susceti-
bilidade diminuida a esses compostos entre diferentes géneros
microbianos, incluindo patogenos de interesse médico?'.

Dentre os mecanismos de resisténcia aos QAC, a expressao de
bombas de efluxo por P. aeruginosa pode abranger sistemas de
efluxo multidroga, incluindo as proteinas QacE e QacEA1. O gene
qgacEA1 esta incluido no segmento conservado 3’ do integron de
classe |, inicialmente descrito como uma variante do gene gacE?*.

Até o momento, diversos genes gac foram descritos, como gacA,
gacB, smr (antigos gacC e qacD), qacE, qacF, qacG, qacH, qacJ
e gacZ. Em bactérias Gram-negativas, como enterobactérias e P
aeruginosa, o gene qgacE (incluindo a variante atenuada qgacEAT)
é amplamente difundido. Esses genes também podem ser encon-
trados em outras espécies, como Aeromonas spp., Vibrio spp.
e Acinetobacter spp*. Isto se deve a alta prevaléncia de inte-
grons de classe |, que em bactérias Gram-negativas geralmente
incluem o gene gacEA1*4. Desta forma, existe a preocupacao
de que a exposicdo de microrganismos a compostos quaterna-
rios de amonio pode selecionar isolados resistentes a diversos
antimicrobianos, favorecendo o surgimento de cepas multirre-
sistentes?”-3. Publicacdes recentes descrevem o aumento nos
niveis de resisténcia associados aos genes gac, demonstrando a
diminuicao do poder de eficacia de compostos como cloreto de
benzalcénio e clorhexidina®®?’. Além disto, os genes gacEAT e
qacE tém sido detectados em aguas superficiais®® e em ambientes
poluidos com QAC*.
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Este estudo teve como objetivo avaliar os perfis de resisténcia
aos antibidticos em P. aeruginosa isoladas de uma ETEH e inves-
tigar a presenca de genes de resisténcia aos compostos quater-
narios de aménio e sulfonamidas (qacE, qacEA1 e qacEA1-sult)
associados ao cassete de genes do integron de classe I.

METODO

Local de estudo e obtencao de amostras

O estudo foi realizado na ETEH que atende um complexo hos-
pitalar localizado na Barra da Tijuca, no Rio de Janeiro, Brasil
(22°59°42.36"’S 43°21°49.62”0). Este complexo é formado por
duas unidades de salde que possuem um total de 322 leitos e
realizam 30 mil atendimentos mensais. A estacao de tratamento
deste complexo tem capacidade para tratar 220 m* de esgoto por
dia. A coleta foi realizada em dezembro de 2010, quando foram
retiradas aliquotas (500 mL de cada ponto) dos cinco pontos cor-
respondentes as etapas do tratamento do efluente (Figura 1).
As aliquotas foram coletadas em frascos estéreis de polietileno,
refrigeradas a 4°C e transportadas para o laboratdrio.

Dosagens dos parametros fisicos e quimicos

Os parametros fisicos e quimicos, temperatura, pH, condutivi-
dade, oxigénio dissolvido (OD), turbidez, salinidade e cloro das
amostras foram analisados utilizando os equipamentos porta-
teis Water Quality Checker U-10 (Horiba) e medidor de cloro
(Homis), respectivamente.

Deteccdo de antimicrobianos por cromatografia

Ametodologia de extracdo das sulfonamidas foi baseada no método
oficial da United States - Environmental Protection Agency (U.S.
EPA) - Método 1694% e no método descrito por Monteiro et al.*'.
Uma aliquota de 25 mL de amostra filtrada foi acidificada com HCl
concentrado para ajuste do pH a 2,5. Em seguida foram adiciona-
dos 25 mg de Na,EDTA e prosseguiu-se para a etapa de extracao
por fase sélida, empregando-se cartuchos Oasis HLB 500 mg/6 mL
(Waters, Millford, MA), previamente condicionados com 5 mL de
metanol, 5 mL de agua ultrapura e 5 mL de agua acidificada com
HCl concentrado a pH 2,5. Apds uma lavagem com duas por¢des de
2,5 mL de agua ultrapura para eliminacao de interferentes, apli-
cou-se vacuo por 2 minutos para secar o cartucho na pressao de

Novaes RMP et al.

Prevaléncia de gacEAT e sul1 em efluente hospitalar

aproximadamente 35 kPa e, em seguida, os analitos foram eluidos
com duas porc¢oes de 3 mL de metanol e em seguida com duas por-
coes de 2 mL de solucao de metanol:acetona (1:1, v/v). Cinco mL
do eluato foram separados para analise das sulfonamidas e evapo-
rados a secura com N, a temperatura de, no maximo, 47,5°C. O
extrato seco contido no tubo de centrifuga foi reconstituido com
1 mL do solvente de reconstituicao (80:20 [v/v] de 0,1% v/v de
acido férmico em agua e metanol). Em seguida, foi agitado em
vortex, filtrado em filtro de fibra de vidro/nylon 0,2 pm e transfe-
rido para vial, para injecdo no sistema de Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia Acoplado a Espectrometria de Massas Sequencial
(LC-MS/MS)*. O sistema de LC-MS/MS é composto de cromato-
grafo a liquido de alta eficiéncia Shimadzu Prominence (com os
seguintes modulos: bomba quaternaria LC-20AD, desgaseificador
de membrana DGU-20A5, autoamostrador SIL-20AC, forno de
coluna CTO-20AC e controladora CBM-20A) e detector API5000
Applied Biosystems/MDS Sciex com fonte Turbo V® e sonda Tur-
bolonSpray®, controlado pelo software Analyst versao 1.4.2 do
mesmo fabricante. Os antimicrobianos foram separados a 25°C em
coluna C18 (Pursuit™RS, 2,0 mm x 100 mm x 3 pm - Agilent), com
coluna de guarda do mesmo tipo (2,0 mm x 3 pm). As fases moveis
utilizadas no programa de eluicao gradiente foram 0,1% v/v de
acido férmico em agua (fase maével A), 0,1% v/v de acido férmico
em acetonitrila (fase movel B) e 0,1% v/v de acido féormico em
metanol (fase mével C). A programacéo de eluicdo gradiente, bem
como os parametros do espectrometro de massas encontram-se
descritos em Monteiro et al.*'.

Isolamento e identificacdo bioquimica de P. aeruginosa

Apos homogeneizacéo, aliquotas de 2 mL, de cada ponto da ETEH
foram inoculadas em 5 mL de caldo nutriente e incubadas por
24 h a 37°C. A aliquota da etapa ETEH 1 também foi inoculada
em meio de cultura liquido Letheen (DIFCO™) e incubada por 72 h
a 37°C. Em seguida, as culturas bacterianas foram semeadas por
esgotamento em agar nutriente e agar cetrimide (DIFCO™), e
incubadas nas mesmas condicoes. A coloracao de Gram e pro-
vas bioquimicas convencionais foram realizadas para identifica-
cao das cepas, de acordo com o Manual Bergey’s*. Bastonetes
Gram-negativos (BGN) foram submetidos as seguintes provas bio-
quimicas: Sulfureto, Indol e Motilidade (SIM), catalase, oxidase,
OF-glicose, xilose, manitol, lactose, lisina, arginina, ornitina
descarboxilase, gelatina e incubacao a 42°C.

Estacdo de Tratamento de Esgoto Hospitalar

Tratamento
primario

Gradeamento| | ngg:gage

Tratamento
secundario

Tanque de
decantacao

Tratamento
terciario

Efluente
tratado

Rede fluvial

DDQ

| [ Cloragao | |

Figura 1. Esquema da estacao de tratamento de esgoto do complexo hospitalar (Hospital Municipal Lourenco Jorge e Maternidade Leila Diniz).
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Extracdo de DNA e identificacdo molecular

Os isolados, previamente identificados fenotipicamente foram cer-
tificados por metodologia molecular. A extracdo do DNA gendmico
foi realizada utilizando o kit Dnaeasy® Bloodé&Tissue (Qiagen GmgH,
Hilden, Germany), de acordo com as instrucées do fabricante. Aiden-
tificacao de isolados foi confirmada pela amplificacdao do gene que
codifica a subunidade 16S do rRNA especifico de P aeruginosa. As
reacoes foram realizadas com 50 pL de mistura de Reacao em Cadeia
da Polimerase (PCR) nas seguintes condicoes: 50 ng de DNA molde,
50 pmol de cada iniciador (PA-SS-F e PA-SS-R) descritos por Spilker et
al.®, 0,2 mmol.l" de cada desoxinucleotideo trifosfatado (dNTPs),
1X PCR buffer (pH 9,0), 2,5 mmol.l" MgCL, e 2U de Taq Platinum
DNA Polymerase (Invitrogen) (Tabela 1). Foram utilizadas como con-
trole das PCR as cepas de referéncia P. aeruginosa INCQS 0024 (ATCC
29336) e E. coli INCQS 0033 (ATCC 25922). Os produtos da PCR foram
analisados apos eletroforese por 1 h a 50 V em gel de agarose 1% no
tampao Tris-Borato-EDTA (TBE) 0,5X, que foi corado com brometo
de etidio (3 mg/mL). Utilizou-se o 100 bp DNA ladder (Invitrogen)
como padrao de peso molecular. Apos a eletroforese, a imagem do
gel foi visualizada pelo software de video documentacao ImageQuant
300 (GE Healthcare). A especificidade dos iniciadores e da PCR foi
estabelecida anteriormente com cepas de referéncia. O fragmento
foi purificado com o kit QIAquick PCR Purification (Qiagen) e sequen-
ciado com o kit BigDye® Terminator Cycle Sequencing Standard Ver-
sion 3.1 (Applied Biosystems™), por eletroforese capilar em aparelho
ABI 3730 DNA Analyzer (Applied Biosystems™), na Plataforma do Pro-
grama de Desenvolvimento Tecnoldgico em Insumos para Salde da
Fundacdo Oswaldo Cruz (PDTIS/Fiocruz). A analise de similaridade
das sequéncias foi realizada pelo programa BLASTn (http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/), no GenBank.

Suscetibilidade aos antibiéticos

0 perfil de suscetibilidade aos antibioticos foi determinado pela
técnica de disco-difusdo (método de Kirby-Bauer), segundo os

Tabela 1. Iniciadores e programas de amplificacao utilizados.
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critérios estabelecidos pelo Clinical Laboratory Standards Insti-
tute (CLSI)*. A turvacao das suspensodes utilizadas para testes de
sensibilidade foi ajustada em solucéo salina estéril (NaCl 0,85%)
para a obtencao do padrao de turbidez 0,5 na escala de McFar-
land e foram inoculadas em meio agar Mueller-Hinton (DIFCO).
Os isolados obtidos foram testados quanto a resisténcia frente a
13 antimicrobianos (CEFAR®). Os antibioticos empregados foram
os seguintes: Piperacilina/tazobactam (PPT-110 pg), ticarcilina/
acido clavulanico (TIC-85 pg), ceftazidima (CAZ-30 pg), cefepime
(CPM-30 pg), imipenem (IPM-10 pg), meropem (MER-10 pg),
aztreonam (ATM-30 pg), gentamicina (GEN-10 pg), tobramicina
(TOB-10 pg), sulfonamida (SUL-300 pg), ciprofloxacina (CIP-5 pg),
norfloxacina (NOR-10 pg) e polimixina B (POL-300 Ul). O controle
de qualidade dos discos de antibidticos foi realizado usando-se
as cepas de referéncia P aeruginosa INCQS 00099 (ATCC 853),
Staphylococcus aureus INCQS 00015 (ATCC 25923) e E. coli INCQS
00033 (ATCC 25922). Foram estabelecidos trés padroes de resis-
téncia (Sensivel - S, Resistente - R e Multidroga resistente - MDR)
para os isolados analisados®.

Deteccao dos genes gacE, qacEA1 e qacEA1-sul1

Amistura da PCR teve o volume final de 50 pL contendo os seguin-
tes reagentes: 50 ng de DNA molde, 50 pmol de cada iniciador
(Tabela 1), 0,2 mmol.l"" de cada dNTP, 1X PCR buffer (pH 9,0),
1,5 mmol.l" MgCl, e 1U de Taq Platinum DNA Polymerase (Invi-
trogen). Os programas utilizados para cada iniciador estao des-
critos na Tabela 1. Foi utilizada como controle positivo do gene
qacEA1, P aeruginosa 531-95%(Genbank GU182337). O produto
da PCR foi analisado em gel de eletroforese por 1 h a 50 V em
gel de agarose 1% no tampao Tris-Borato-EDTA (TBE) 0,5X, que foi
corado com brometo de etidio (3 mg/mL). Utilizou-se o 100 bp
DNA ladder (Invitrogen) como padrao de peso molecular. Apos a
eletroforese, a imagem do gel foi realizada usando-se o software
de video documentacao ImageQuant 300 (GE Healthcare).

Gene alvo Iniciadores Sequéncia

Tamanho do

Fragmento Referéncia

Programa

16S rRNA PA-SS_F 5’-GGGGATCTTCGACCTCA-3’

P. aeruginosa PA-SS_R 5’-TCCTTAGAGTGCCCACCG-3’
FIN 5’-GCCCTACACAAATTGGGAGA-3’
qacE

R2B 5’-TACTACACCACTAACTATGA-3’

FQ1 5’-CCCGAATTCATGAAAGGTGG-3’
qacEA1
FQ2 5’-TATAAGCTTTCACCTGGCG-3’
P1_Qdeltat 5’-TAGCGAGGGCTTTACTAAGC-3’
gacEAT e sult

Sult R 5’-GCCGATCGCGTAAGTTCCG-3’

95°C-2’
94°C - 20”
55°C- 1’ 25X
72°C- 1’
72°C-7

956 pb 43

94°C -3’

94°C - 30”

57°C-90” 30X 319 pb
72°C- 1’

72°C - 10’ 2

46

94°C-3’
94°C - 30”
57°C-90” 35X
72°C- 1
72°C- 10’

94°C -5’
94°C - 30”
60°C -1’ 35X
72°C-2’
72°C-7

350 pb 35

Este estudo
800 pb
47

Pb: pares de bases
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Tabela 2. Parametros fisico-quimicos.
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Pontos de Coleta da Estacdo de Tratamento de Esgoto Hospitalar

Parametro Resolugdo Conama n° 430/2011 Ponto 1 Ponto 2 Ponto 3 Ponto 4 Ponto 5
pH 5,0a9,0 7,6 7,9 8,2 8,4 8,4
Condutividade (mS/cm) 0,82 0,38 0,38 0,48 0,35
Turbidez (UNT?) <100 10 99 6 4 7
Oxigénio Dissolvido (mg/L) - 4,5 9,2 9,3 9,2 3,7
Temperatura (°C) <40 29 29 29 29 29
Salinidade (%) 0 0 0 0 0
Cloro (ppm) 1,0 1,0 1,0 >10 0,01

2Unidades Nefelométricas de Turbidez; Conama: Conselho Nacional do Meio Ambiente; ppm: partes por milhao.

Amostra HE016 - SMZ/156.1 (Unknown) 254.2/156.1 amu - sample 31 of 47 from Analise.

Area: 2.34e + 005 counts Height: 4.89e + 003 cps RT: 10.5 min

7000+
6000
5000
40004
3000
2000+
1000

Intensity, cps

5 10 15 20 25 30
Time, min

Amostra HE017 - SMZ/156.1 (Unknown) 254.2/156.1 amu - sample 33 of 47 from Analise.
Area: 6.96e + 006 counts Height: 1.46e + 005 cps RT: 10.5 min

10.53
1.4e5
1.2e54
1.0e5+
8.0e4
6.0e4
4.0e4
2.0e4+

0.0 T T T
5 10 15 20 25 30

Time, min

Intensity, cps

Figura 2a. Deteccao de sulfametoxazol no afluente da ETEH (Amostra HE016) e no efluente tratado (Amostra HS017).

RESULTADOS

Dosagem dos parametros fisico-quimicos

O pH das amostras apresentou variacao entre 7,6 e 8,4. A condutivi-
dade variou entre 0,82 mS/cm e 0,35 mS/cm. O indice de turbidez
apresentou maior indice no ponto 2 (99 UNT) em face da injecao
de 0, e o indice de oxigénio dissolvido (DO) iniciou em 4,5 mg/L,
posteriormente manteve indices entre 9,2-9,3 mg/L e reduziu para
3,7 mg/L no efluente tratado. A concentracao de cloro ativo iniciou
em 1,0 ppm, e teve um aumento significativo no ponto onde houve
a adicdo do composto quimico. A temperatura e o nivel de salini-
dade permaneceram iguais em todos os pontos (Tabela 2).

Deteccdo de antimicrobianos por cromatografia

O antimicrobiano sulfametoxazol foi identificado em duas amos-
tras, uma do afluente hospitalar da ETEH e outra do efluente
tratado, ambas em concentracao inferior a 50 ng-L™ (limite de
quantificacdo do método) (Figura 2a). A Figura 2b apresenta a
injecao de uma solucao padrao contendo o sulfametoxazol que
também foi injetada no LC-MS/MS, para fins de comparagao.

Isolamento de P. aeruginosa

Foram isoladas 21 cepas de BGN, moveis; H,S, indol e lactose
negativas; xilose variaveis; oxidativas; manitol, lisina, arginina,
ornitina, gelatina, catalase e crescimento a 42°C positivas.
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Figura 2b. Deteccao de Sulfametoxazol em solucao padrao.

A PCR das cepas de P. aeruginosa resultou na amplificacao de um
fragmento de 956 pb em 95% (20/21) das cepas.

Suscetibilidade aos antimicrobianos

A suscetibilidade aos antibioticos apresentou maiores percentuais
de resisténcia as sulfonamidas e as quinolonas, seguido pelas outras
trés classes analisadas (Figura 3). A analise dos dados do antibio-
grama revelou 13 perfis de resisténcia distintos entre os isolados
(Tabela 3). Quarenta e cinco por cento apresentaram o fenotipo
MDR, destes 44% foram da etapa de cloracao da estacao (Figura 4).
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Figura 3. Suscetibilidade as classes de antibiéticos nas cepas de P. aeruginosa.

Tabela 3. Perfil de resisténcia aos antimicrobianos das cepas de P. aeruginosa de acordo com o ponto de coleta das cepas.

Perfil Resisténcia N° de isolados Origem
| SUSCETIVEL A TODOS 2 ETEH 2, 3,5
1l SuL 6 ETEH 2, 5
1l TOB, CIP 1 ETEH 3
v CAZ, CPM 1 ETEH 5
\% GEN, NOR, SUL 1 ETEH 2
Vi TOB, CIP, NOR, SUL 1 ETEH 1
Vil TIC, ATM, CIP, NOR, SUL 1 ETEH 1
Vil CPM, GEN, TOB, ATM, CIP, NOR, SUL 2 ETEH 5
IX TIC, CAZ, CPM, ATM, CIP, NOR, SUL 1 ETEH 1
X CAZ, GEN, TOB, IPM, MER, CIP, NOR, SUL 1 ETEH 4
Xl PPT, TIC, CAZ, CPM, GEN, TOB, IPM, MER, CIP, NOR, SUL 1 ETEH 4
Xl PPT, TIC, CAZ, CPM, GEN, TOB, ATM, IPM, MER, CIP, NOR, SUL 1 ETEH 4
Xl PPT, TIC, CAZ, CPM, GEN, TOB, ATM, IPM, MER, CIP, NOR, SUL, POL 1 ETEH 4

PPT: Piperacilina+Tazobactam; TIC: Ticarcilina + Acido Clavulanico; CAZ: Ceftazidima; CPM: Cefepime; GEN: Gentamicina; TOB: Tobramicina; ATM:
Aztreonam; IPM: Imipenem; MER: Meropenem; CIP: Ciprofloxacina; NOR: Norfloxacina; SUL: Sulfonamida; POL: Polimixina. ETEH: Estacao de tratamento de
esgoto hospitalar; ETEH 1: entrada do esgoto; ETEH 2: tanque de aeracao; ETEH 3: tanque de decantacao; ETEH 4: cloracao; ETEH 5: efluente tratado.

22% [l ETEH1
[l ETEH2
[l ETEH3
] ETEH 4
22% [] ETEHS5
B Sensivel B Resistente O Multirresistente

ETEH 1: entrada do esgoto; ETEH 2: tanque de aeracao; ETEH 3: tanque de decantacdo; ETEH 4: cloracao; ETEH 5: efluente tratado.

Figura 4. Fendtipos de suscetibilidade aos antimicrobianos dos isolados de P. aeruginosa.
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Deteccdo dos genes gacE, qacEA1 e qacEA1-sul1

As 20 cepas de P. aeruginosa foram submetidos a PCR para veri-
ficar a presenca dos genes gacE, qacEA1 e qacEA1-sul1. O gene
gacE nao foi detectado em nenhum dos isolados. No entanto,
o gene gacEA1 foi verificado em 90% (18/20) dos isolados ana-
lisados apresentando um fragmento de 400 pb. Enquanto os
genes gacEA1-sul1 amplificados em conjunto, apresentaram
um fragmento Unico de aproximadamente 800 pb em 100%
(20/20) das cepas. O fragmento da cepa P. aeruginosa P5520,
utilizada como controle positivo da PCR, foi sequenciado e
demonstrou identidade de 96%-98% com sequéncias do banco
de dados. Esta sequéncia foi depositada no GenBank sob o
numero de acesso MF801598.

DISCUSSAO

Os hospitais sdao considerados nichos ecolodgicos para bactérias
resistentes aos antibioticos e desempenham um papel impor-
tante no surgimento e disseminacao de resisténcia. Essas bacté-
rias deixam hospitais por meio de pacientes colonizados e tam-
bém através dos sistemas de tratamento de aguas residuais®.

No presente estudo, foram isoladas cepas de P. aeruginosa em
todos os pontos de coleta da estacao de tratamento de esgoto
hospitalar, inclusive na etapa final na qual o efluente ja se encon-
tra tratado e apto a ser liberado para os corpos hidricos. Um fato
intrigante foi a auséncia de células viaveis de P. aeruginosa, na
12 etapa da estacdo (chegada do afluente). Porém, a presenca
de crescimento bacteriano apos cultivo em meio de cultura con-
tendo inibidores de alguns principios ativos de antissépticos e
desinfetantes, nos permitiu constatar que os microrganismos
estavam sob acdo bacteriostatica desses produtos e de outros
antimicrobianos. Os QAC sao um dos surfactantes mais utilizados
na desinfeccao do ambiente hospitalar e que quando liberados
nos ambientes aquaticos apresentam acdo antimicrobiana em
concentracdes relativamente baixas**°. Além da atividade bac-
tericida e/ou bacteriostatica, esses produtos podem aumentar
a pressao seletiva e a resisténcia aos antibioticos e biocidas®'.

Nossos resultados revelaram alta diversidade nos perfis de resis-
téncia e alta frequéncia de cepas MDR nas diferentes etapas do
tratamento do esgoto hospitalar. O maior indice de cepas com
fenotipo MDR no ponto da cloracdo, provavelmente esta rela-
cionado ao favorecimento da transferéncia de plasmideos de
resisténcia durante o processo de cloracao, etapa critica do tra-
tamento. Desde a década de 1970, estudos sobre o efeito da
cloracao em bactérias resistentes aos antibioticos descrevem um
aumento consideravel de bactérias resistentes a multiplos anti-
bidticos na agua e no esgoto®°>%, Além de apresentar o maior
numero de cepas MDR, no ponto ETEH 4 foi encontrado um iso-
lado resistente a todos os antibioticos testados, inclusive a poli-
mixina B, que é considerada altamente eficaz frente a cepas de
P. aeruginosa, segundo o Programa de Vigilancia Epidemiologica
(SENTRY - 2001 a 2004)%.

Apresenca de cepas MDR na etapa onde o efluente ja se encontra
tratado demonstra certa limitacao do tratamento na eliminacao
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desses patogenos. Essa limitacdo pode estar associada ao tama-
nho da populacao microbiana inicial, aos diferentes estagios de
desenvolvimento do microrganismo, a concentracdo do desinfe-
tante, ao potencial hidrogenidnico do efluente (pH) e ao tempo
de exposicao ao desinfetante®. A avaliacao da suscetibilidade
aos antibioticos de Pseudomonas spp. em afluentes e efluentes
de uma estacao de tratamento de esgoto demonstrou a presenca
de cepas resistentes aos antibioticos carbapenémicos somente
no efluente tratado.

Nossos resultados demonstraram claramente que as condicoes
fisico-quimicas do ambiente e a presenca de antimicrobianos
provavelmente afetaram os fenotipos de suscetibilidade aos anti-
bioticos dessas bactérias. Além disso, sabe-se que os antibidticos
funcoes celulares e alterar a expressao de fatores de viruléncia
ou a transferéncia de genes de resisténcia aos antibioticos®.

Por outro lado, a baixa suscetibilidade observada frente as
sulfonamidas (80%), seguida pela ciprofloxacina e norfloxacina
(50%), merece destaque. Embora nao tivéssemos informacoes
sobre as prescricbes terapéuticas nesses hospitais, a presenca
de uma sulfonamida, a sulfametoxazol, tanto no esgoto bruto
quanto no tratado, observada em nossos dados nos permite
sugerir que a utilizacdo de altas concentracoes desses antimi-
crobianos pode interferir na inducdo de mutacdes na enzima
DNA girase ou na superexpressao do sistema de efluxo, contri-
buindo para essa resisténcia'*’. As sulfonamidas também podem
resistir fortemente a biodegradacéao natural, como refletido na
alta frequéncia de sua deteccdo em ambientes aquaticos. Pes-
quisadores do U. S. Geological Service (USGS) demonstraram a
deteccao de sulfametoxazol em rios e corregos com frequéncias
de até 27%%. Além disso, sua baixa tendéncia para particdo em
sedimentos permite que eles sejam transportados por longas dis-
tancias em aguas correntes. Perez et al.¢' realizaram a avaliacao
da degradabilidade da sulfamethazine, sulfametoxazol e sulfa-
tiazol em amostras de aguas superficiais. Ap6s mais de um més,
as sulfonamidas nao foram degradadas por microrganismos de
aguas superficiais em um reator de batelada.

Considerando a composicao do esgoto hospitalar e a baixa susce-
tibilidade encontrada as sulfonamidas em nossos isolados (60%),
resolvemos investigar a presenca dos genes sul1, gacE e qacEA1,
que conferem resisténcia a sulfonamida e aos QAC, respecti-
vamente. Verificamos entao que a deteccao do gene sul nao
coincidiu com os resultados revelados pelo fenotipo, nos quais
80% dos isolados apresentaram resisténcia a sulfonamida e 100%
deles apresentaram o gene sul1. Esse percentual de resisténcia
pode ter ocorrido devido a auséncia de expressao do gene sul1.
Grape et al.®? demonstraram que dentre 105 isolados clinicos da
familia Enterobacteriaceae, 64 foram resistentes as sulfonami-
das. O gene sul1 foi encontrado em 14 isolados, o gene sul2 em
23 isolados, os genes sul1 e sul2 foram simultaneamente detec-
tados em 25 isolados e o gene sul3 foi encontrado somente em
dois isolados.

A distribuicao dos genes qacE e qacEA1 foi avaliada em isolados
Gram-negativos de origem clinica e ambiental por Kazama et al.*
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O percentual de cepas positivas para esses dois genes em isolados
clinicos de P aeruginosa (n = 63) foi 65% para qacEA1 e 24% para
gacE. Ja em cepas ambientais de P. aeruginosa (n = 5) a distribuicao
foi de 40% para gacEA1 e nenhum para gacE. Outro estudo tam-
bém detectou a presenca de gacEA1 em 48% dos isolados clinicos
de P, aeruginosa (n = 60), sendo encontrado em 88% das cepas MDR
e em 35% das nao multirresistentes, o que reforca a associacao da
presenca deste gene com a multirresisténcia aos antimicrobianos?’.

O presente estudo demonstrou a presenca dos genes qacEAT1-sul1
em 100% dos isolados do esgoto hospitalar (45% MDR, 40% R e
15% S) e a auséncia do gene gacE. Essa auséncia, muito pro-
vavelmente, se deve a insercdo do segmento contendo o gene
de resisténcia a sulfonamida (sul1) proximo a regido 3" do gene
qacE, transformando-o em qacEA1%2.

Os genes qacEAT1 e sul1 estao frequentemente associados a inte-
grons classe 1636495, A associacao desses genes em integron classe 1
foi detectada em 97% de isolados de bactérias do género Salmonella
em Portugal®. Assumindo que a presenca desses genes sugere for-
temente a presenca de um integron de classe 1, podemos concluir
que estes elementos estdo amplamente distribuidos nas diferentes
etapas do sistema de tratamento desse esgoto hospitalar.

Compostos a base de QAC estdo frequentemente presentes em
formulacdes de biocidas cationicos. Assim sendo, o uso desses
produtos pode ter um papel importante, porém indireto, na
selecdo de bactérias resistentes aos antibioticos®’. Genes de
resisténcia aos QAC, especialmente relacionados as bombas de
efluxo, sdao amplamente encontrados em estabelecimentos de
assisténcia a salde humana e animal. Bombas de efluxo espe-
cificas ou multidroga sdo importantes determinantes de resis-
téncia intrinseca e/ou adquirida aos antimicrobianos. Alguns
desses elementos acomodam resisténcia a ambos antibidticos e
biocidas. Este fato, ainda nao bem compreendido, pode condu-
zir a selecao de organismos antibidtico-resistentes via selecéao
por biocidas3'"-¢8.

A exposicao a antibiéticos, biocidas ou metais pesados e muitos
outros fatores ambientais diferentes resulta em um aumento
de células contendo integrons®*¢7°, Além disso, a exposicao a
diferentes antibioticos (aminoglicosideos, B-lactamicos, flu-
oroquinolonas, entre outros) facilita a recombinacao de cas-
sete de genes; envolvendo ocasionalmente a superexpressao
da integrase Intl1 desencadeada pelo sistema SOS que induz a
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para o bem-estar humano?.

E evidente que, embora exista uma compreensdo geral sobre
as origens, os mecanismos de aquisicdo e a disseminacao de
genes de resisténcia aos antibioticos nas populacdes microbia-
nas, ainda faltam muitos detalhes a serem esclarecidos a esse
respeito. Esses aspectos pouco esclarecidos, em grande parte,
ocorrem porque os estudos se concentram principalmente nas
propriedades de patogenos de origem clinica e pouco esforco
tem sido despendido para estabelecer o comportamento de
cepas ambientais.
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carater relevante na avaliacdo da eficiéncia do tratamento biolé-
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estudadas, os resultados obtidos sao altamente impactantes,
pois foram detectadas cepas microbianas resistentes a antibi-
oticos utilizados no tratamento de infeccdes graves, como as
cefalosporinas de quarta geracdo, drogas carbapenémicas e até
resisténcia a polimixina, um dos Ultimos recursos no arsenal
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Os dados obtidos no presente estudo colaboram com a interpre-
tacdo da eficiéncia do tratamento do residuo liquido hospitalar.
Além disso, poderdo contribuir com a Vigilancia Ambiental em
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impactos negativos desses efluentes nos sistemas aquaticos e na
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