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Resumo

Avaliacao da presenca das Carbapenemases em Salmonella spp. e
Escherichia coli isoladas de fontes animal, ambiental e humana no
periodo de 2014 a 2017.

A introducdo e dispersdo de espécies bem como de suas caracteristicas
genéticas em um ambiente pode ocorrer de maneira natural ou resultante da
atividade humana. O objetivo deste estudo foi investigar feno e genotipicamente
a resisténcia antimicrobiana incluindo o mecanismo de producdo de
carbapenemases, em cepas de. Escherichia coli e Salmonella spp, isoladas de
fontes humana, animal e ambiental no periodo de 2014 a 2017, visando
reconhecer a dispersdo ambiental de microrganismos portadores destas
caracteristicas em nosso meio. Foram avaliadas 120 cepas, sendo 40 de E. coli
e 80 Salmonella spp., as quais foram submetidas a identificacdo bioquimica,
determinacao da concentracdo inibitéria minima para avaliacdo de seu perfil de
resisténcia. Os genes blakpc, blaive, blaviv, blanom, bla oxa-4s € mcr-1 foram
avaliados por reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Os resultados apontaram
entre as 40 cepas de E. coli, 30% de resisténcia ao Imipenem, 35% ao
Meropenem e 10% para Ertapenem. A avaliacdo através da PCR mostrou que
22,5% das cepas apresentaram blavp, 7,5% blaxkpc, 5% blaoxa-48 e entre as
37,5% das cepas com resisténcia a Colistina, apenas 2,5% apresentando o gene
mcr-1. Em relacdo a Salmonella, entre as 80 cepas, foi observado que 82,5%
apresentaram resisténcia ao Imipenem, 5% ao Meropenem e 2,5% para
Ertapenem, (CIM). Com relacdo a presenca dos genes, somente foi detectada
uma cepa positiva para blaive, 48 para blaviv € 4 blaoxa-4s. O gene blanom ndo
foi encontrado em nenhuma das 120 cepas avaliadas. Entre 0os genes a
prevaléncia observada foi do gene blave, seguido pelo blakrc e blaoxa-4s em E.
coli e blavim seguido do blaoxa-4 em Salmonella spp, Com a disperséo desses
micro-organismos em nosSoO meio e 0s impactos que podem refletir no ambiente
em curto, medio ou longo prazo, os resultados refletem a necessidade de uma
vigilancia continua para a adoc¢ao de possiveis a¢gfes de controle.

Palavras chaves: Carbapenémicos, E. coli, Salmonella, Resisténcia bacteriana.
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Abstract

Evaluation of the Carbapenemases presence in Salmonella spp. and
Escherichia coli isolated from human, animal, environmental sources in
2014 to 2017.

The introduction and dispersion of species as well as their genetic characteristics
in an environment are natural phenomenon or result of human activity. The aim
of this study was to investigate by phenotipic and genotypic methods in strains
Escherichia coli and Salmonella spp. isolated from human, animal and
environmental sources from 2014 to 2017 the antimicrobial resistance
characteristics including the mechanisms of production of carbapenemases. The
total of 120 strains, including 40 E. coli and 80 Salmonella spp., Were submitted
to biochemical identification, determination of the minimum inhibitory
concentration to evaluate their resistance profile and the presence of different
genes. The blaKPC, blaIMP, blaVIM, blaNDM, bla OXA-48 and mcr-1 genes were
evaluated by polymerase chain reaction (PCR). The results showed, among the
40 strains of E. coli, 30% resistance to imipenem, 35% to meropenem and 10%
to ertapenem. The PCR evaluation showed that 22.5% of the strains had blaIMP,
7.5% blaKPC, 5% blaOXA-48 and among the 37.5% of strains resistant to
colistin, only 2.5% had the mcr-1 gene. Regarding Salmonella, there were 80
strains, with 82.5% resistance to imipenem, 5% for meropenem and 2.5% for
Ertapenem, (MIC). Regarding the presence of genes, blaIMP was detected only
in one strain, 48 for blavVIM and 4 blaOXA-48. The blaNDM gene was not found
in the total of 120 strains evaluated. Among the genes, the prevalence was
blaIMP gene, followed by blaKPC and blaOXA-48 in E. coli and blaVIM followed
by blaOXA-48 in Salmonella spp. The results reflect the need for continuous
surveillance for the adoption of possible control actions.

Keywords: Carbapenems, E. coli, Salmonella, Bacterial resistance.
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1. INTRODUGAO:

O ambiente onde as pessoas residem e/ou trabalham tem grande influéncia
sobre sua saude e bem estar. Antigamente era considerado que existiam doencgas
tipicas e ocorrentes em paises desenvolvidos e outros grupos de doengas as quais
eram relacionadas a caréncia de saneamento e qualidade da agua. Atualmente com
a dispersao ambiental, a introducdo de espécies de patdogenos pode ocorrer de
forma natural, porém, na maioria dos casos, tem forte correlagdo com a espécie
humana e, em especial, com a expanséao e globalizagéo.

Considerando tais aspectos e tendo em vista a realizacdo de eventos
ocorridos no Brasil, os quais positivamente resultaram na chegada e mobilizagao de
uma populagdo numericamente elevada e variada, a dispersdo ambiental de seus
residuos em nosso sistema de esgotamento sanitario resulta um questionamento
sobre o perfil microbiano constantemente eliminado.

O Laboratério de Referéncia Nacional de Enteroinfeccbes Bacterianas
(LRNEB) recebe cepas de todo territério nacional e que atua no monitoramento da
resisténcia antimicrobiano. No presente estudo/trabalho foram selecionadas como
modelos Escherichia coli e Salmonella spp., avaliadas no periodo de 2014 a 2017 e
que apresentavam perfil intermediario ou resistente aos carbapenémicos, visando
conhecer seu perfil molecular e a dispersdao em nosso meio.

Em meados da década de 1940, muitos antibidticos com acdo em diferentes
alvos celulares foram descobertos e introduzidos na pratica clinica para controle de
infeccoes bacterianas (Walsh, 2003; Noskin, 2005; Gupta, 2009). Os antibiéticos sao
caracterizados conforme seu mecanismo de acgdo, dentre os quais estdo: (1) a
interferéncia na sintese de parede celular, (2) a inibicdo da sintese de proteina, (3) a
interferéncia na sintese de acido nucleico e (4) a inibicdo de vias metabdlicas
(Tenover,2006). Por outro lado, as bactérias podem dispor de diferentes
mecanismos para resistir a acdo de agentes antimicrobianos, como a inativagao
deste por agdo de enzimas de degradacdo ou modificagdo, alteragdo de sitios alvo,
reducado de permeabilidade de membrana e expulsdo de compostos por mecanismo
de bomba de efluxo. Alguns genes de resisténcia podem ser constitutivos, tendo
origem cromossomal, sendo implicados na prote¢do dos microrganismos produtores

daqueles existentes (Coculesco,2009; Martinez, 2009).



O uso destas drogas em humanos, na criagdo de animais e atividades
veterinarias pode ser capaz de, selecionar cepas eventualmente resistentes,
resultando na ocorréncia de colonizagdo e infeccdo, por diversos microrganismos
como as enterobactérias, as quais apresentam diferentes perfis de resisténcia, o que
pode interferir na terapéutica (Martinez e Baquero, 2002; Kimmerer e Henninger,
2003; Guenther, 2011). No meio ambiente, a selegao de microrganismos resistentes
aos antimicrobianos pode ser resultado da producdo destes compostos por
microrganismos do solo, bem como decorrente de eliminacdo de fezes humanas e
de animais contendo residuos de drogas (Kimmerer, 2015; Costanzo et al, 2005;
Ajiboye et al, 2009).

Um mecanismo que € reconhecido pela importadncia na transferéncia de
resisténcia € a conjugacdo bacteriana, que permite a transferéncia de genes
codificadores de resisténcia a multiplos agentes antimicrobianos (Martinez e
Baquero, 2002; Hawkey e Jones, 2009; Vaidya, 2011). A participacdo de genes,
associados a plasmidios, transposons e integrons, contribui para sua disseminagéo
entre bactérias de origem hospitalar e comunitaria (Roberts, 2005; Giedraitiené et al
2011). Um grande complicador se refere ao enorme potencial de aquisicdo e
montagem dos blocos de genes e a transferéncia horizontal por elementos genéticos
especializados (Mayer, 1988; Leavitt et al, 2010; Vaidya, 2011). Outros mecanismos
que podem estar envolvidos na transferéncia de elementos genéticos entre células
bacterianas sdo a transdugao e transformacéao (Giedraitiené et al, 2011).

Desde o surgimento das penicilinas, varios outros compostos, semi-sintéticos e
sintéticos derivados das penicilinas, tém sido desenvolvidos, entre eles, os beta-
lactdmicos que representam uma das classes de antimicrobianos amplamente usada
em humanos e animais. Atuam na parede celular bacteriana, inibindo a sua sintese
ao se ligarem em proteinas especificas (proteinas fixadoras de penicilinas - PBPs).
Assim tem a colistina, que é o antibidtico da familia das polimixinas. Esta foi
descontinuada como um tratamento para infecgdes bacterianas na década de 1970,
por apresentar efeitos toxicos tendo em vista que atua na membrana celular.
Portanto, € alarmante que a prevaléncia de resisténcia a colistina tenha se tornado
uma preocupagao significativa, apos a identificagdo da resisténcia a colistina é

mediada pelo plasmideo, ou por mutagdo na amostra.



O principal mecanismo de resisténcia dos microrganismos beta-lactamicos é a
producdo de beta-lactamases, enzimas que hidrolisam o anel beta-lactamico
promovendo a inativacdo irreversivel destes farmacos. (Guenther et al, 2011).
Segundo Bush e Fisher (2011), a producdo de beta-lactamases esta entre os
mecanismos mais frequentes que sao associados a ocorréncia de cepas
multirresistentes em Gram-negativos, tanto no ambiente hospitalar quanto no
comunitario, devido a associagao entre estes e outros genes de resisténcia para
outras classes de antimicrobianos num mesmo elemento genético.

As carbapenemases sao beta-lactamases que, além de inativarem a agao
de cefalosporinas de amplo espectro e cefamicinas, hidrolisam também
carbapenémicos como imipenem e meropenem. Os carbapenémicos sao
considerados uma escolha terapéutica para infeccbes por enterobactérias
resistentes aos beta-lactamicos e quinolonas, o que favorece a selecido de cepas
resistentes (Arnold et al, 2011). Atualmente sdo conhecidas carbapenemases
pertencentes a diferentes classes (classe A, B ou D), sendo algumas codificadas por
genes cromossomais e ou plasmidiais. (Queenam; Bush, 2007; Bush e Fisher,
2011). Algumas como: blakpc (do inglés, Klebsiella pneumoniae carbapenemases),
blawe (Imipenemase) blayiv (Verona integron—encoded metallo-B-lactamase) blanpm
(New Delhi metallo-B-lactamase), blaoxa (oxacillin-hydrolyzing), ganham atenc&o em
virtude da dispersdao mundial apresentada e de surtos hospitalares ocorridos por
microrganismos (Walsh et al., 2005; Queenan; Bush, 2007; Nordmann; et al., 2011;
Nordmann; et al., 2012; Munoz-Price et al., 2013).

As infeccbes por bactérias produtoras de carbapenemases estdo associadas
a elevadas taxas de morbidade e mortalidade e ocorrem mais frequentemente entre
pessoas com internagdes prolongadas, pacientes cronicos, entre outros. Contudo
sua disseminacdo em nosso meio € desconhecida, fortalecendo aspectos
relacionados a vigilancia ativa e monitoramento de bactérias resistentes aos

carbapenémicos na cadeia de dispersao.




2. REVISAO DE LITERATURA

As Enterobactérias caracterizam-se por se apresentarem como: bacilos Gram
negativos, fermentadores da glicose, com ou sem produgdo de gas, oxidase
negativas, reduzem nitrato a nitrito e que crescem bem no meio de Mc Conkey
ou/e EMB ou mesmo meio seletivo Hecktoen. As bactérias do estudo séo

Escherichia coli e Salmonella spp.

Escherichia coli

Escherichia coli € um bacilo Gram negativo anaerdbico facultativo, vive em
nosso trato digestivo, compondo o que chamamos de flora intestinal. Esse tipo de
microrganismo também pode ser encontrado nos intestinos de animais, como bois,
vacas, ovelhas, caes, gatos. No entanto, dependendo da situacdo do sistema
imunoldgico ou do local em que ela se encontra, pode causas infecgdes de leves a
graves. Algumas chegam a ser fatais. Podem ser moveis por flagelos peritriquios ou
imoveis, fermentam a glicose, a lactose, tem ou ndo a utilizacdo de citrato,
descarboxilagao da lisina, ndo produz sulfeto de hidrogénio (H2S), produgédo de gas
(CO2), oxidase, producao de indol, producao de uréia, producdo de fenilalanina
desaminase ou opc¢ao triptofenase, como outras provas de identificacdo como:
fermentacdo de outros carboidratos: sacarose, arabinose, dulcitol, manitol, etc.,
como utilizagdo de aminoacidos: arginina e ornitina. Algumas cepas nao fermentam
sorbitol, observados em E. coli O157. (Varnan; Evans, 1996). O antigeno “O”
identifica o sorogrupo da cepa enquanto que a combinag&o do antigeno “O” e “H” ira
identificar o sorotipo (Meng; Feng; Doyle, 2001). O antigeno “O” é caracterizado por
ser uma endotoxina termoestavel, liberado durante a fase de multiplicacdo ou apds a
morte bacteriana, caracteristicas antigénicas contribuem para a identificacdo dos
sorogrupos de E. coli, o qual & baseado na identificagdo de antigenos “O”(somatico)
relacionados a polissacarideos da membrana externa; antigenos “H” (flagelares),
cuja a composicao é proteica (flagelina) e antigenos “K” (capsulares), compostas

por acido polimérico com 2% de agucar reduzidos com polissacarideos.




Alguns isolados de E.coli provenientes de animais e humanos apresentam
uma grande diversidade de patotipos, com muitos genes, sugerindo a possibilidade
de trocas genéticas aumentando a probabilidade do surgimento de patdgenos
emergentes (Kuhnert; P. Boerlin; P. Frey; J. 2000). Além disso, muitas bactérias
evoluem por transferéncia horizontal o que facilita sua adaptagdao. Seres humanos
podem ser colonizado e ou infectados por E. coli resistente a antimicrobianos
oriundos de animais por contato direto, por via alimentar ou através do ambiente.

Outra fonte de relevancia € o despejo de material domiciliar, hospitalar e
industrial, sem tratamento prévio, em ambientes aquaticos, atuando na selecédo de
microrganismos resistentes, que contaminam o ambiente, e posteriormente, podem
se estabelecer via colonizacao/infecgdo em humanos e outros animais, que usarao
esta agua contaminada para consumo, lazer, atividade profissional, etc. (Kimmerer
e Henninger, 2003; Tzoc; Arias, 2004; Cunha et al, 2011). O ambiente marinho,
devido a sua salinidade, restaura as condigdes de equilibrio do meio, 0 que nao
acontece com sistemas fechados como as baias e rios, onde ha alteracbes
produzidas por descargas continuas de esgoto.

Alguns aspectos como a condutividade, concentracdo de fésforo, pH e
temperatura da agua fornecem informacdes sobre a qualidade de um determinado
corpo d’agua. A condutividade é maior quanto maior for a concentragado de solidos
totais dissolvidos, e esta concentracdo pode estar relacionada a derramamento de
esgoto doméstico. O pH é importante para a manutengdo da vida aquatica e,
alteragbes nos valores normais também podem estar ocorrendo por derramamento
de esgoto doméstico e industrial. A temperatura influencia o metabolismo dos
organismos do meio aquatico, bem como a solubilidade de substéncias (Von
Sperling, 1996).

E. coli




Salmonella spp.

A Salmonella pertence a familia Enterobacteriaceae, sdo bacilos Gram-
negativos nao produtores de esporos, sendo anaeroébios facultativos. Com a maioria
sendo movel, através de flagelos peritriquios, exce¢do a S. Gallinarum e S.
Pullorum.

Sao fermentadores de glicose, oxidase negativa, catalase positiva, indol,
Voges-Proskauer — VP, Vermelho de Metila — VM, malonato e ureia negativa.
Produzem gas sulfidrico a partir da redugao do enxofre por agdo da enzima cisteina
desulfidrase. Ainda como reacdes metabdlicas apresentam a capacidade de
descarboxilagcdo dos aminoacidos lisina e ornitina, reducdo de nitrato a nitrito e
utilizacao do citrato como unica fonte de carbono podendo ocorrer alteragcbes em
funcdo do sorovar e/ou da subespécie. (Rodrigues, et al., 2010). Atualmente
apresentam 2.659 sorovares de Salmonella spp.identificado e classificados segundo
o esquema de Kauffman & White, sendo diferenciados com base na composigcao dos
seus antigenos de parede, mais precisamente na combinagao entre seus antigenos
somaticos (O), flagelares (H) e os antigenos capsulares (Vi). O quadro 1 apresenta
as espeécies subespécies e distribuicado quantitativa dos sorovares identificados até
os dias atuais. (Ryan, O” Dwyer, et al, 2017).

O género Salmonella spp. € identificado a partir de suas caracteristicas
bioquimicas e antigénicas (Grimont et al., 2000; Popoff et al. 2004). A verséo
descrita por Grimont e Weill (2007), fundamentada em estudos de hibridizagdo do
DNA, divide o género Salmonella em duas espécies geneticamente distintas:
Salmonella enterica, sendo esta subdividida em seis subespécies e Salmonella
bongori, que neste caso nao apresenta subespécie (Popoff et al. 2004; Cortez et al.,
2006; Forshell; Wierup, 2006, Germano; 2008).




Quadro 1: Distribuicdo quantitativa dos sorovares de Salmonella, de acordo com as
especies e subespécies.

Espécies Subespécies N° de sorovares
S.enterica enterica 1586
salamae 522
arizonae 102
diarizonae 338
houtenae 76
Indica 13
S.bongori 22
Total 2659

Fonte: (Issenhuth-Jeanjean et al., 2014).

O atual sistema de classificagdo baseia-se nos determinantes antigénicos de
varios sorotipos de Salmonella estando em uso desde sua elaboragdo por
Kauffmann mantendo-se ao longo de 80 anos de pesquisa sobre interacbes de
anticorpos com os antigenos de superficie de Salmonella. As formulas antigénicas
de todos os sorovares de Salmonella conhecidos sado registradas no esquema de
Kauffmann-White-Le Minor. O Centro Colaborador da Organizacdo Mundial da
Saude para Referéncia e Pesquisa sobre Salmonella esta localizado no Instituto
Pasteur, em Paris, que mantém e atualiza o esquema. Sorovares recém-
identificados s&o publicados na revista Research in Microbiology. Na ultima
atualizacao publicada em 2014 foram registrados 2659 sorovares no género sendo
2637 em Salmonella enterica e 22 em Salmonella bongori.

O antigeno somatico € composto por lipopolissacarideos que fazem parte da
parede celular bacteriana, sendo responsavel por quadros febris quando lancados
na corrente sanguinea do hospedeiro por sua endotoxidade (Grimont e Weill, 2007).
O antigeno flagelar tem sua composi¢cao baseada em material proteico (flagelina)
que se estendem além da parede celular tendo a fungdo de locomogao da célula
bacteriana (Grimont e Weill, 2007) As diferengas antigénicas surgem devido a
variagdes na estrutura primaria contendo aminoacidos das diferentes moléculas de
flagelina. Sdo termolabeis, que pode ser destruida pelo calor. O antigeno capsular
(Vi) & encontrado em apenas alguns sorotipos de Salmonella como a S. Typhi, S.
Dublin, S. Hirschfeldii e S. Paratyphi C (Grimont e Weill, 2007).



Em relagao a grafia do género, espécie, subespécie e sorovares, considera-
se internacionalmente aceito o esquema proposto pelo CDC (2012), no qual o
género, a espécie e a subespécie sao escritos em nomes e letras, por exemplo:
Salmonella enterica subsp. enterica sorovar Enteritidis. Por conveniéncia, costuma-
se citar apenas o género e o sorovar, grafando-se, por exemplo, Salmonella
Enteritidis, Salmonella Typhimurium, Salmonella Infantis, etc.

Salmonella spp. ainda representam um dos mais relevantes patogenos e
sendo mundialmente reconhecidos como agente etiologico das DTA, (doencgas
transmitidas por alimentos).

Sao abundantemente distribuidas no ambiente, sendo seu habitat natural o
trato gastrointestinal do homem e de animais. A auséncia de manifestagdo clinicas
na maioria das espécies hospedeiras reflete seu papel como portadoras
assintomaticas eliminando continuamente microrganismos das fezes (Germano;
2008).

S&0 adaptadas ao hospedeiro humano a S.Typhi, S. Paratyphi A, B e C,
respectivamente, agentes da febre tiféide e Paratiféide (Humphrey, 2000; WHO,
2015). Vale ressaltar o papel dos animais de estimagdo como principais
reservatorios de S.Typhimurium, S. Enteritidis e S. Newport.

Essa diversidade leva a classificagdo epidemiolégica da Salmonella em trés
grupos distintos: o que podem infectar homens e animais, por ndo terem hospedeiro
especifica; S. Enteritidis as especificas de humanos (S. Typhi, S. Paratyphi A, B e
C), sendo transmitidas de uma pessoa para outra de forma direta ou indireta; as
espécie-especificas de animais (como S. Pullorum e Gallinarum em aves), que n&o
ocasionam enfermidades em humanos (Caffer; Terragno, 2001).

Mudancgas constantes vém sendo observadas nos ultimos anos em relacéo a
distribuicdo, frequéncia e prevaléncia de determinados sorovares em diversos
lugares do mundo. No entanto, esta mudanca foi alterado com a emergéncia da
Salmonella ser. Enteritidis foi detectada na década de 90, representando um sério
problema no setor avicola e em saude publica.

Particularmente no Brasil, ha evidencias de alguns sorovares prevalentes
como S. enterica sorovares Enteritidis, Typhimurium, Mbandaka, Minnesota,

Panama, Infantis.


https://www.cdc.gov/salmonella/outbreaks-2015.html
https://www.cdc.gov/salmonella/outbreaks-2015.html

Estes detectados através de estudos epidemiolégicos e de monitoramento
demonstram oscilagbes quanto a sua frequéncia, no entanto se mantém presentes
em niveis variaveis em todas as fontes da cadeia alimentar (Relatério Anual de 2018
(MS); Jajere S.M, 2019).

Um levantamento epidemioldgico realizado pelo Laboratério de Referéncia
Nacional de Enteroinfeccbes Bacterianas (LRNEB, IOC/FIOCRUZ/RJ) apontou um
panorama global dos sorovares de Salmonella spp. circulantes no pais no periodo
entre 2000 e 2009, retratando sua incidéncia em diferentes fontes da cadeia
alimentar, incluindo isolados de fonte humana, alimentar, animal, ambiental, matéria-
prima e ragdes (Rodrigues et al., 2010). Segundo os autores, 0 niumero de sorovares
detectados neste periodo (em torno de 93), manteve-se relativamente constante,
mas avaliando na ordem individualmente dentro do ranking de prevaléncia, onde se
observa flutuacbes ano a ano. Neste estudo, foi possivel reconhecer que
particularmente Salmonella ser. Enteritidis foi considerada durante sete anos o
sorovar prevalente em isolados de origem humana, cujos indices diminuiram a partir
de 2004, dando lugar a Salmonella ser. Typhimurium. Em cepas de origem animal,
entre os 10 prevalentes nos anos de 2008 e 2009, destacaram-se a S. enterica
sorovares Typhimurium, Enteritidis e Schwarzengrund, enquanto que para as
provenientes de matéria-prima, racdes e ambiente, os indices apontaram a
prevaléncia de S. Agona, S. Panama, S. Minnesota e S. Senftenberg, envolvendo
diferentes regides do pais. Em cepas de origem alimentar, foi observado aumento na
incidéncia de Salmonella ser. Corvallis, exdtico em nosso meio, vém sendo
evidenciado nos ultimos anos, desde sua introdugdo em 2007 (Rodrigues et al.,
2010), reduzindo sua casuistica a partir de 2012.

Assim como acrescentam-se para o aumento como o alimento, na incidéncia
das DTA, tais como a maior exposicdo das populagcdes a alimentos destinados ao
pronto consumo coletivo (fast-foods), o consumo de alimentos em vias publicas, a
utilizacdo de novas modalidades de producdo, o aumento no uso de aditivos e a
mudancas de habitos alimentares, sem deixar de considerar e o mais relevante sao
as mudancgas ambientais, a globalizagao e as facilidades atuais de deslocamento da

populacdo, em nivel nacional e internacional. (http://foodsafetybrazil.org/surtos-

alimentares-no-brasil-dados-atualizados-em-maio-de-2017).



http://foodsafetybrazil.org/surtos-alimentares-no-brasil-dados-atualizados-em-maio-de-2017
http://foodsafetybrazil.org/surtos-alimentares-no-brasil-dados-atualizados-em-maio-de-2017

Mecanismos de Resisténcia bacteriana

Os antimicrobianos tem-se mostrado um grande sucesso e sem duvida,
constituem uma das relevantes descobertas cientificas que colaboram para a
reducdo da morbidade e mortalidade humana. Porém, o uso intensivo e sem
controle de tais medicamentos resulta no surgimento de resisténcia em varios

patdgenos, reduzindo as possibilidades para o tratamento das infec¢des e doengas.

O conhecimento dos mecanismos bioquimicos e genéticos é de grande
importancia para se entender como a bactéria pode desenvolver a resisténcia aos
antimicrobianos. Entre os principais mecanismos, se destacam a producido de
enzimas que destroem ou inativam as drogas, alteragdes na permeabilidade da
membrana impedindo ou dificultando a penetracdo do antimicrobiano, hiper
expressao de bombas de efluxo e alteragédo do sitio alvo do antimicrobiano (Schwarz
e Chaslus-Dancla, 2001, Alekshun e Levy, 2007)

Sobre tais mecanismos este pode interferir na escolha do medicamento mais
adequado ao tratamento empirico das infecgbes do trato urinario, assim como nos
estudos sobre o desenvolvimento de resisténcia aos antimicrobianos (Ruppé et al,
2015). Ambos estdo ligados a mecanismos genéticos envolvidos no
desenvolvimento de resisténcia a antimicrobianos: incluindo mutacées e aquisi¢ao
de genes de resisténcia por transferéncia horizontal que resultam em recombinacgao

genética.

Com o aumento de resisténcia, tem elevado o numero substancial da
morbimortalidade. Surtos ocasionados por cepas Gram-negativas multirresistentes
durante a ultima década ameagam o sucesso do tratamento de infecgcbes. O
reservatorio mais substancial destas bactérias € o trato intestinal do homem e dos
animais, especialmente aqueles que estdo recebendo antibidticos. A contaminagao
da agua, alimentos e meio ambiente com bactérias multirresistentes € uma rota
importante para a sua propagacgao, sejam o homem os animais, portanto, representa

uma area crucial para o controle.
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Nos paises desenvolvidos, por exemplo, fendtipos de resisténcia
antimicrobiano observados em Salmonella tém sido associados ao uso de
antimicrobianos em animais de produgédo onde os perfis de resisténcia geralmente
refletem o tempo que uma droga estd em uso, e a reversdo desta caracteristica,

associada ao seu desuso. (Tese, Regitano, 2010).

Um dos primeiros e mais efetivos mecanismos de resisténcia bacteriana
conhecidos € a produgdo de enzimas, entre elas as betalactamases, Nesta a
inativacdo enzimatica do farmaco ocorre com a producao de enzimas que catalisam
a hidrélise do anel B-lactamico, inativando o antimicrobiano e impedindo, assim, que
ele apresente atividade contra as enzimas responsaveis pela sintese da parede

celular bacteriana (Alves & Behar, 2013).
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Anel beta-lactamico

Figura 1: Formula quimica do Anel B-lactamico.(pt.wikipedia.org.)

O aumento de bactérias produtoras de beta-lactamases espectro estendido
no inicio dos anos 2000 na Europa foi um dos fendmenos mais dramaticos sobre o
aparecimento da resisténcia. A contaminagdo do solo, de fontes de agua e de
diversos ambientes com antimicrobianos e a persisténcia destes no ambiente tem
acelerado o processo de selecao de variedades resistentes aos antimicrobianos,

agravando o problema (Wellington et al, 2013).

Essa resisténcia tende a se espalhar rapidamente no ambiente, dificultando o
controle (Ruppé et al., 2015). Os genes de resisténcia adquiridos por mutagdes
espontaneas podem ser transferidos por plasmideos ou tranposons, entre bactérias

das mesmas espécies ou espécies diferentes, contribuindo para sua disperséo.
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Pode ocorrer também mutacdo em um gene que promova agao cumulativa a mais

de uma droga o que promove O aparecimento de bactérias multirresistentes
(Paterson, 2003)

Os carbapenémicos sao antibacterianos que possuem um amplo espectro de
acéao e grande estabilidade a maioria das B-lactamases (Gautier,2018)

Assim, por serem drogas de amplo espectro e com penetragdo na maioria dos
sitios de infeccdo, os carbapenémicos podem ser utilizados no tratamento de

infeccoes aerdbia e anaerdbia ou ocasionados por organismos multirresistentes
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Figura 2: Formula quimica dos antimicrobianos da classe dos
carbapenémicos.(pt.wikipedia.org.)
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Embora imipenem e meropenem possuam O mesmo mecanismo de acao,
algumas diferencas em sua acao in vitro e mecanismos de resisténcia, podem
impactar diretamente na resposta clinica em infecgées por Gram-negativos.

A produgao de enzimas B-lactamase que podem hidrolisar carbapenémicos
(carbapenemases) € um dos principais mecanismos de resisténcia das
enterobactérias. De acordo com a classificacdo existente, as carbapenemases
pertencem as classes moleculares A (Klebsiella pneumoniae carbapenemase -
KPC), B (metalobetalactamase, das quais VIM, IMP e NDM sao os principais tipos) e

D (oxacillinase - representada pelo tipo OXA-48).

A KPC €& um dos tipos epidemiologicamente mais importantes devido a sua

disseminagao mundial. (Poirel et al, 2012, Meletis, 2016, Lavagnoti, 2017).

As carbapenemases podem ser transferidas entre diferentes cepas,
geralmente por pequenas moléculas de DNA (acido desoxirribonucleico) circular
como os plasmideos, que podem se replicar independentemente do DNA
cromossbmico e permitir a troca de material genético entre diferentes géneros e
especies de enterobactérias. A transferéncia horizontal de genes pode envolver

multiplos agentes patogénicos e se disseminar em um ambiente. (Lavagnoti, 2017).

Conforme a sua estabilidade as B-lactamases, enzimas frequentemente
detectadas em enterobactérias, os carbapenems, apresentam alta eficacia no
controle de infecgdes por enterobactérias quanto a outros (-lactdmicos (Nicolau,
2008).
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Mecanismos de resisténcia bacteriana
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Figura 3- Mecanismos de resisténcia aos - lactamicos em enterobactérias.

Inativagdo enzimatica do antibiético por enzimas codificadas por plasmideo ou cromossomo.
Diminuicbes da permeabilidade da membrana externa por modificagdo das porinas, por onde os -
lactdmicos da célula bacteriana, perda de expresséo de porina ou substituicdo do tipo de porinas.

Efluxo do antimicrobiano para fora da célula bacteriana (Nordmann; Dortet; et al., 2012).

3 - JUSTIFICATIVA:

* Confirmar o perfil das amostras de Escherichia coli e Salmonella spp.
isoladas de fontes humana, animal, ambiental no periodo de 2014 a 2017.

+ Verificar as cepas resistentes aos antimicrobianos da classe dos
carbapenémicos, caracterizados como resistente ou intermediaria
empregando drogas IMP, MEM, ERT, incluindo COL para E. coli.

» Para Salmonella, empregando drogas IMP, MEM, ERT.

« Em sequéncia testar as cepas no PCR com os genes: blakpc (do inglés,
Klebsiella pneumoniae carbapenemases), blave (Imipenemase), blaym
(Verona integron—encoded metallo-B-lactamase), blanom (New Delhi metallo-3-

lactamase) e blaoxa-4s (0xacillin-hydrolyzing) .
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4 - OBJETIVOS:

Nos cinco ultimos anos o Brasil sediou eventos de grande magnitude com
aumento da populagédo, devido a chegada de turistas, visitantes e delegagdes.
Durante este periodo podem ter ocorrido doengas veiculadas através da agua,
animais e nos humanos. Contudo, de modo sorrateiro, podemos ter tido a eliminagao
de diferentes microrganismos portadores de caracteristicas exoticas, através da
microbiota desta populag¢ado, a qual foi naturalmente eliminada em nosso sistema de
esgotamento sanitario. Assim dada a precariedade do conhecimento sob o ponto de
vista sanitario e sua relevancia, iremos avaliar se esta complexa cadeia representa
condicdo de risco para a populagdo residente, especialmente considerando a
emergéncia global de resisténcia aos antimicrobianos no grupo dos

carbapenémicos.

5 - MATERIAL E METODOS:

5.1 - Amostragem de estudo: selecdo em banco de dados de 120 cepas de
Escherichia coli (40) e Salmonella (80) isoladas no periodo de 2014-2017 que
apresentaram perfil intermediario e resistente ao Imipenem. As cepas fazem parte
do acervo da colecido de cultura do Laboratério de Enterobactérias/Laboratério de
Referéncia Nacional de Enteroinfecgdes Bacterianas / IOC / FIOCRUZ, cujas
informagdes epidemiologicas e referentes a avaliagdo laboratorial efetivada se
encontram em banco de dados. Todas as amostras se mantém conservadas em

agar nutriente tamponado 0,5% em temperatura ambiente e Skim Milk a -70°C.

5.2 - Recuperagao das cepas: as cepas mantidas em Agar Nutriente Fosfatado
(DIFCO) foram inoculadas em Caldo Nutriente (DIFCO) e incubadas a 37°C por 12/
18 horas e posteriormente semeadas em Agar Entérico Hecktoen — Salmonella
(OXOID) e EMB (eosyne methileno blue) E. coli (OXOID). Apés 18 — 24 h/ 37°C, as
colénias com caracteristicas de Salmonella (ndo fermentadoras de lactose e
produtoras de gas sulfidrico) no Hecktoen, foram repicadas para meio de triagem de
Costa e Vérnin para diagnoéstico presuntivo. (Costa e Hofer, 1972; Manual Bergey,
2015).

E em relacdo as E. coli, as colénias com caracteristicas de fermentadoras de
lactose, foram repicadas no meio de triagem de Costa e Vernin (CV) para

diagndstico presuntivo.
15



5.3 - Confirmagao do perfil bioquimico: a confirmagao do perfil bioquimico foi
avaliada através da metodologia descrita por (Costa e Hofer, 1972; Manual Bergey,
2015) e Edwards e Ewing (1986). Foram realizados os testes de producdo de gas
em meio de glicose, capacidade de utilizagao do citrato como unica fonte de carbono
em meio Citrato de Simmons (DIFCO), avaliacdo da mobilidade, producdo de gas
sulfidrico e de indol em meio de SIM (DIFCO), e capacidade de descarboxilagdo do

aminoacido lisina.

5.4 - Diagndstico conclusivo sorolégico: a partir da confirmagao do perfil bioquimico,
as cepas foram semeadas em agar nutriente inclinado (DIFCO) incubado 18 - 24
horas/37°C para a confirmagdo da estrutura antigénica. O diagnostico antigénico
conclusivo foi efetuado através da técnica de soroaglutinagéo rapida em lamina, com
antissoros poli e monovalentes, somaticos (O) e flagelares (H), produzidos pelo
Laboratério de Referéncia Nacional de Enteroinfecgdes Bacterianas (LRNEB), do
Instituto Oswaldo Cruz, FIOCRUZ/RJ.

A caracterizagdo antigénica de Salmonella foi realizada pelo esquema sorolégico
proposto por Kauffmann-white e Le Minor e de acordo com os critérios de Grimont e
Weill, (2007) e Guibourdenche et al. (2010), e as recomendagbes para E. coli de
Edwards e Ewing, (1986).

5.5 — Manutengao de cepas: ApOs a caracterizagdo antigénica conclusiva, as cepas

foram preservadas a -20°C em tubos de criopreservagdo em Skin — milk.

6 - Confirmacdao e Determinacao do Perfil de Suscetibilidade aos
Antimicrobianos:

A selecdo toda foi este perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos foi
realizada em 80 cepas de Salmonella spp., e de 40 E. coli através do método de
difusdo de disco em agar. As metodologias empregadas para a avaliagdo da

suscetibilidade foram utilizadas os critérios preconizados pelo CLSI (2019).
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6.1 - Teste de difusdo em discos (TSA):
Os testes de difusdo em disco foram efetuados em cepas previamente

identificadas segundo a metodologia recomendada pelo CLSI (2019).

6. 2 - Preparo do inoculo:

As cepas de Salmonella e as de E. coli foram semeadas por esgotamento em
Agar Nutriente (OXOID) e incubadas a 37° C por 24 horas, para obtengdo de
colénias isoladas.

A padronizacdo do inoculo foi obtida a partir da selecéo e repique de 4 a 5
colonias de cada cepa em 4,0 mL de Caldo Mueller-Hinton - MH (OXOID), sendo
incubadas a 37° C por 2 a 6 horas até se obter uma turvagdo e com o auxilio de
fotocolorimetro (Densichek plus-Biomerieux) equivalente a 0,5 da escala de Mac
Farland (1x10® UFC/ml).

6. 3 — Antimicrobianos Avaliados:
Interpretacdo do Teste de Suscetibilidade aos Antimicrobianos, CLSI humano e

veterinario (2019) Como mostra a tabela 1 abaixo.

6. 4 - Procedimento da técnica

Os testes de difusdo em disco foram efetuados segundo a metodologia
recomendada pelo CLSI (2019) utilizando o Agar Mueller-Hinton - MH (OXOID),
preparado e esterilizado de acordo com as recomendacdes do fabricante, distribuido
em placas de Petri de 90 x100 mm de didmetro, em volume de aproximadamente 22
mL, visando obtencdo de camada interna de 4 mm de profundidade.

A semeadura foi realizada com auxilio de swab em trés dire¢des (horizontal
vertical e diagonal). Os discos foram depositados sobre a superficie do meio de
cultura com o auxilio de um dispensador (OXOID), apés a absor¢ao do inoculo,

sendo posteriormente incubados por 18-24 horas a 35°C.
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Tabela 1: Padrao de Interpretacao do Teste de Suscetibilidade aos Antimicrobianos,
CLSI humano e veterinario (2019).

Diametro da Zona (mm)

Agente Antimicrobiano Concen_tragéo

do Disco

S | R

Imipenem (IMP) 10 ug >23 20-22 <19
Meropenem (MEM) 10 g >23 20— 22 <19
Ciprofloxacina (CIP) B
Salmonella spp. SHg 231 21-30 =20
Ciprofloxacina (CIP)
Enterobacteriaceae SHg 221 16 -20 =15
Ampicilina (AMP) 10 pg >17 14 - 16 <13
Ceftriaxona (CRO) 30ug >23 20-22 <19
Cefoxitina (FOX) 30ug >18 15-17 <14
Ceftazidima (CAZ) 30ug >21 18 -20 <17
Gentamicina (GEN) 10ug >15 13-14 <12
Tetraciclina (TCY) 30ug >15 12-14 <1
Sulfametoxazol-
Trimetoprim (SXT) 1.25/23.75ug >16 11-15 <10
Cloranfenicol (CHL) 30ug >18 13 -17 <12
Nitrofurantoina (NIT) 300ug >17 15-16 <14
Acido Nalidixico (NAL) 30 g >19 1418 <13

R - resistente | - Intermediario S - Sensivel

Jg - micrograma

mm - Zona de inibigdo avaliado em milimetro

6. 5 - Leitura e Interpretagao

Apoés o periodo de incubagdo os didmetros dos halos formados na zona de

inibicdo ao redor do depodsito dos farmacos foram observados e medidos, em

milimetros com o auxilio de um paquimetro digital (Mitutoyo — Absolute Digimatic)

(Kohner et al., 1999). Os valores obtidos foram interpretados, segundo CLSI (2019)

na tabela padrdo de interpretacdo do teste de suscetibilidade antimicrobiana pelo

método disco-difusdo. (Quadro 2). E para o teste de Concentragdo Minima

Inibitéria.(MIC).
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7 — Concentragao Minima Inibitéria (MIC):
7.1 — Preparo do Inoculo:

Para a realizacdo desta técnica foi utilizado o Caldo Mueller-Hinton OXOID
(CLSI 2019), previamente preparado de acordo com as recomendagdes do
fabricante, ajustando o pH entre 7,2 e 7,4 a cada partida de meio. Posteriormente,
foi acrescido ao caldo o volume de solugcdo antimicrobiana previamente preparada
tomando-se por base as concentragdes (variando de 0,5 a 8 diferentes)
recomendadas pelo CLSI. Foi distribuido 50uL de meio de cultura (acrescido de
solugdo antimicrobiana), em placas de macrotitulacdo esterilizadas. Estas foram
vedadas com para-filme e armazenadas na geladeira.

O preparo do inoculo seguiu os mesmos procedimentos descritos na técnica

em difusdo em disco.

Quadro 2 — Critérios interpretativos das avaliacdes dos antibidticos utilizados e sua

Concentragao Minima Inibitéria (MIC), de acordo com o CLSI — 2019.

Disco- Difusao Concentragao Inibitoria Minima
Antimicrobiano/ (MIC)
Potencia do Sensivel Intermediario | Resistente Sensivel | Intermediario | Resistente
Disco/MIC (m/m) (m/m) (m/m) (ng/mL) (ug/mL) (ng/mL)
Imipenem/ 10 pg 223 20-22 <19 <1 2 24
Meropenem/ 10ug 223 20-22 <19 <1 2 >4
Ertapenem/ 10 pg - - - <0, 5 1 22
Colistina - - - <2 - >4

Conforme o acordo com LCDC , ndo existem o teste de difusdo em disco para o Ertapenem e nem para a Colistina.

7. 2 - Execugéao da Técnica de Macrodiluigéo:

Para a determinacdo da concentragdo minima inibitéoria em placas de
macrotitulacdo, foram inoculadas e adicionado nas placas previamente
sensibilizadas com caldo/ solugdo antimicrobiana em cinco diferentes
concentracdes. Apos a semeadura das cepas a serem analisadas nas placas estas
foram incubadas por 18 as 24h/35°C.
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Quadro 3 - Solvente e diluente utilizado no preparo da solugdo antimicrobiana, de
acordo com o CLSI 2019 (de uso humano e veterinario).

ANTIMICROBIANO | MARCA SOLVENTE(Sigma) DILUENTE(Sigma)
Imipenem Sigma Phosphate buffer, pH 7.2, Phosphate, pH 7.2.
0.01 mol/L 0.01 mol/L
Meropenem Sigma Agua Agua
. Phosphate buffer, pH 7.2, | Phosphate,pH 7.2.
Ertapenem Sigma | 4,01 mollL 0.01 mol/L
Colistina Sigma Agua Agua

7. 3 - Interpretacao e divulgacéo dos resultados:

Para a realizacao da leitura, as placas foram colocadas em superficie escura
nao reflexiva, para observar a presenga ou auséncia de turvagdo. A leitura é
efetuada com base na observacao de turbidez do ultimo orificio com crescimento
bacteriano e interpretada de modo quantitativo ou qualitativo, cujos critérios

integrados, séo apontados e revisados anualmente pelo CLSI- 2019.

7.4 — Cepas Padroes:

Os experimentos foram testados pelo controle de qualidade que sé&o
determinados através da avaliacdo dos antimicrobianos por cinco dias consecutivos

utilizando as seguintes cepas padrao:

- Escherichia coli ATCC 25922 — avaliagao geral da bateria dos

antimicrobianos.

Os resultados sao registrados e avaliados quanto aos niveis aceitaveis.
Os valores referentes aos halos de inibicdo das cepas utilizadas para controle

estao descritos no Manual do CLSI, Revisado Anualmente.
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8 - Deteccao molecular de genes bla por meio da reacdo em cadeia da polimerase

(Polymerase Chain Reaction - PCR).

A PCR tem sido atualmente, considerado uma estratégia utilizada e citada por
muitos autores como eficiente e rapida para detec¢do de varios micro-organismos,
assim como para estudos de carater epidemiolégico nas avaliagdes de genes
associados a viruléncia e resisténcia aos antimicrobianos. Como uma variagéo da
PCR tradicional, a PCR multiplex pode ser utilizada, como um método alternativo
para a deteccdo simultdnea de sequéncias-alvo numa mesma amostra. E
considerada uma técnica simples e rapida, baseada em uma reagao de amplificacédo
desenhada que permite reconhecer multiplas sequéncias a partir de primers com
cadeias de oligonucleotideos para amplificar regides repetitivas do DNA gendmico,
empregado em estudos epidemiolégicos.

A técnica de PCR simplex e multiplex, tem utilizada para o diagnéstico e a
avaliacdo de marcadores de viruléncia e resisténcia em Salmonella spp. e para E.
coli. (Nayzaki et al.2004; Castilla et al. 2006; Chiu et al. 2006; Okamoto 2009; Cesco
2010). Assim, desde a sua descoberta, diversas adaptagdes tém sido realizadas,
revelando um significante numero de aplicagdes, particularmente na epidemiologia
das infecgoes.

E importante ressaltar que em todas as avaliacdes, estes autores admitem
que a escolha de um unico método de tipificacdo pode ser insuficiente para a
identificacdo correta de uma linhagem. Sendo assim, o que se tem observado é a
utilizacdo de sistemas multiplos de tipagem, aonde a combinagdo entre métodos
fenotipicos e moleculares vem sendo empregados como uma ferramenta essencial
para o reconhecimento de caracteristicas epidemiologicas e de patogenicidade, com
o intuito de fornecer informacgdes sobre a ocorréncia da Salmonella spp. e de E. coli

na natureza, assim como sua evolugéo e alteragdes fisiologicas e genéticas.

8. 1 - Amostragem das cepas: Para a caracterizagcdo de genes de resisténcia foi
utilizada a técnica da Reagcdo em Cadeia da Polimerase (PCR), em cepas que
apresentaram o perfil intermediario ou resistente para as classes dos

Carbapenamases.
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Foram utilizados os seguintes primers (KPC, NDM, VIM, IMP e OXA-48), os
genes foram avaliados através da PCR multiplex empregando kit (Qiagen) para
extragao (Figura 4). As reac¢des de amplificagdo foram preparadas em volume de 25
ML e a amplificagcdo em termociclador com programagao especifica de acordo com
Poirel et al, 2011. Ao final das amplificacdes, o produto obtido foi submetido a
eletroforese em gel de agarose ~1 h/ 80V, com padrdo de peso molecular
(Amersham Pharmacia) incluido em cada gel. Apds a migragao, os produtos foram
corados, com solucdo de EtBr, visualizados em Sistema de Fotodocumentagao
(Image Master) e, em seguida, digitalizadas e salvas em banco de dados do

software Bionumerics.

Polymeraze Chain Reaction

AGCT waa,

Soybean DNA Nucleotides Primer

AN

polymerase  Reaction buffer  Mineral oil

Figura 4: Representacgao grafica da técnica do PCR (unilago.edu.br/ pt. Khanacademy.org)

8. 2 - Extracao e Purificacdo de DNA:

Considerando a ampla disseminacao e recepgao de DNA, uma amostragem
sera tomada para extracido e subsequente sequenciamento do DNA sera utilizado o
mini kit QIAGEN para obter o DNA na concentragao de 50nm, efetivando a medigéo
através do Nanodrop. O DNA sera em sequéncia separado em aliquotas, sendo uma
delas analisada através da corrida eletroforética, para determinagdo do grau de

pureza.
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8. 3 - Técnica de Amplificagao:

A amplificacao foi realizada com a seguinte técnica do ciclo: 10 minutos a 94 °
C e 36 ciclos de que consiste em amplificacdo de 30sa 94 °C,40sa52°C,e 50 s
a72°C,com5mina72° C para a extenséo final. Os produtos foram submetidos a
a eletroforese em um gel de agarose a 100 V durante 1 h em 1 x TAE buffer (40
mmol / L Tris-HCI [pH 8.3], 2 mmol / L-acetato, 1 mmol / L de EDTA) (Poirel et al.
2011, Haas, Torres, 2016).

Componentes do PCR PCR (um ciclo)

PEEEEREERD
_y
(B2 A T l 95°C 1. Desnaturacio
Amostra de DNA Primers Nucleétidos L Il —| I !-‘J. | L 1 | D o
- - l 55°C 2. Hibridizacao
Ligagao dos
. - SRR RVEeREN
Taq DNA polimerase Solugdo  pp. W o bCR ol 000 ” 1
tampao R —]
ﬁ
/A :’C 1 72°C 3. Polimerizacao
=) Sintese novas
S et ) TIIRTRTRRRT =
i
™G ' Ciclo de PCR
Termociclador

Figura 5 — Representagao grafica da técnica de PCR.(pontobiologia.com.br)

Logo abaixo estdo o quadro 4, a e b referentes os primers utilizados, suas
sequencias e pares de bases junto com as cepas positivas dos primers testados,

Incluindo o mer -1 de E. coli.
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Quadro 4: Sequencia de Nucleotideos empregados na caracterizagao de genes de

resisténcia em Salmonella spp. e E. coli, segundo Poirel et al, 2011.

Primers?® Sequence (5" -3’ )° Gene (pb)

IMP-F

GGAATAGAGTGGCTTAAYTCTC IMP 232
PR GGTTTAAYAAAACAACCACC
VIM-F GATGGTGTTTGGTCGCATA VIM 390
VIM-R CGAATGCGCAGCACCAG
OXA-F GCGTGGTTAAGGATGAACAC OXA-48 438
OXA-R CATCAAGTTCAACCCAACCG
NDM-F GGTTTGGCGATCTGGTTTTC NDM 621
NDM-R CGGAATGGCTCATCACGATC
KPC-Fm CGTCTAGTTCTGCTGTCTTG KPC 798
KPC-Rm CTTGTCATCCTTGTTAGGCG

a F, sense primer; R, antisense primer.
b Nucleotide numbering begins at the initiation codon of genes.
cD=AorGorT;Y=CorT.

Quadro 4a: Sequencia de Nucleotideos empregados na caracterizagéo de gene de

resisténcia de E. coli, conforme Yi-Yun; L. et al.,2016.

Primers Sequencia (5’- 3”) Gene (pb)
mcr-1-F CGG TCAGTCCGTTTGTTC 304
mer-1 -R CTT GGT CGG TCT GTA GGG

No quadro a seguir estdo as cepas padrdes que foram utilizadas para os controles

positivos de todo os experimentos testados junto com seus primers.
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Quadro 4b: Relagéo das cepas padrao empregadas como controle positivo nos

experimentos de PCR.

Genes Registro Microrganismo
bla CCBH 24223 P. aeruginosa
bla ATCC BAA-1705 K. pneumoniae
bla CCBH 20009 P. aeruginosa
bla . .. CCBH 23784 K. pneumoniae
bla ATCC BAA - 2146 K. pneumoniae

9 - RESULTADOS:

Foram avaliadas 120 cepas de enterobactérias, sendo 40 Escherichia coli e
80 Salmonella spp. que apresentaram em seu perfil resisténcia ou sensibilidade
intermediaria aos carbapenémicos. A selecéo foi efetuada no Banco de Dados do
Laboratério de Referéncia Nacional e no Laboratério de Enterobactérias, a partir das
informacbdes referentes as atividades de monitoramento da resisténcia
antimicrobianos realizada na totalidade de cepas recebidas para diagnostico
conclusivo e/ou subtipagem. No quadro 5 encontra-se as informagdes referentes as

cepas de E. coli.
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Quadro 5: Quantitativo de E. coli caracterizada no LRNEB distribuidas de acordo
com a fonte de isolamento e estados brasileiros.
AN | N°DE CEPAS ORIGEM FONTEN?%I'ES(?EQXSENTO e
(40) (ESTADO)
2014 1 BA (1) HU (1)
RO (4) HU (3) ND (1)
PE (1) HU (1)
2015 16 GO (7) HU (7)
DF (3) HU (3)
RS (1) HU (1)
2016 12 RJ (12) AB (12)
RJ (2) AN (2)
ES (3) HU (3)
2017 11 SE (2) HU (2)
GO (2) HU (2)
DF (2) HU (2)

Estados: BA-Bahia, RO-Rondénia, PE-Pernambuco, GO-Goias, DF-Distrito Federal, RS-Rio Grande

do Sul, RJ- Rio de Janeiro, ES-Espirito Santo, SE-Sergipe.

ND — nao determinado.
HU-humana, AB-ambiente, AN — animal.

O total de cepas de E. coli foi avaliada antigenicamente ndo tendo sido

observado aglutinagdo com antissoros de EPEC e EIEC. Em sequéncia foi

determinado o perfil de suscetibilidade cujos resultados dos perfis individuais estao

registrados na tabela 2. Estes apontaram que a totalidade das cepas teve

confirmado o mesmo perfil no MIC, previamente detectado no teste de difusdo em

disco.
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Tabela 2 — Perfis de Susceptibilidade de E. coli, com fonte de isolamento, o Estado

e Genes, do periodo de 2014 a 2017.

Ano Perfil de Susceptibilidade Fonte de Estado Perfil de Genes
Isolamento

2014 | AMP, CAZ, IPM, NAL, SXT. AN BA blakpc, blamp.
I: STR, IMP, NAL. HU RO blave, blaoxa-as
AMP, TCY, SXT. HU RO Negativo
AMP, IMP HU RO blalMP, blaoxa-as
AMP/TCY HU PE Negativo
AMP, SXT HU GO blame
AMP, TCY HU GO Negativo
IPM HU DF blame

2015 IPM HU DF bla|Mp
AMP HU DF blamp
AMP, IMP, TCY, STR, SXT HU RO blawp
GEN, I: IPM HU GO blame
IPM HU RS blamp
AMP,TCY,STR,NAL,SXT HU RJ Negativo
AMP HU GO Negativo
CIP, NAL HU GO Negativo
AMP,CHL,TCY,STR,NAL HU GO blakpc
AMP, STR, IMP, NAL. AB RJ Negativo
AMP AB RJ Negativo
AMP, FOX, IMP, NAL. AB RJ Negativo
AMP, STR, IMP, NAL. AB RJ Negativo
AMP, STR, NAL. AB RJ Negativo
AMP, FOX, NAL. AB RJ Negativo

2016 | AMP, NAL AB RJ Negativo
TCY, NIT AB RJ Negativo
I: IPM AB RJ Negativo
I: IPM HU GO Negativo
AMP,STR,SXT HU GO Negativo
I: CAZ,STR,IPM HU GO Negativo
AMP,TCY,STR,NAL,SXT AN RJ Negativo
I: STR,IPM AN RJ mer-1
AMP, STR HU ES Negativo
NIT HU SE Negativo
CIP HU SE Negativo
I: STR HU GO Negativo

2017
AMP HU ES Negativo
I: STR, IPM HU ES Negativo
AMP,TCY,FOX,CAZ,STR,CIP,GEN, HU GO blakpc
IPM,NAL,SXT
I: STR, IPM HU DF Negativo
I: STR, IPM HU DF Negativo

I: Intermediario. AMP= ampicilina, CHL=cloranfenicol, TCY= tetraciclina, FOX,= cefoxitina, CAZ= ceftazidima,

STR=estreptomicina, CIP= ciprofloxacina, GEN= gentamicina, IMP= imipenem, NAL= acido nalidixico, STX= sulfametrozol-

trimetropim, NIT= nitrofurantoina.(n°40 cepas)
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Em geral, das 40 E. coli avaliadas por MIC a resisténcia ao imipenem foi
caracterizado em 30% das cepas, Meropenem de 35% e 10% para Ertapenem e
naquelas com perfil “intermediario” o percentual observado para Imipenem foi de
50%, Meropenem 12,5% e Ertapenem 2,5%.

%

100 87,5%
80
50% %  52,5%
60 12,5%
35%
40 205 2.5%
20 ' 10% l
0
IMP MEM ERT
M Resistente M Intermediario Sensivel

IMP — Imipenem; MEM — Meropenem; ERT-Ertapenem.

Resistente: Intermédiario: Sensivel:
Imipenem — 30% Imipenem— 50% Imipenem: 20%
Meropenem — 35% Meropenem — 12,5% Meropenem: 52,5%
Ertapenem — 10% Ertapenem — 2,5% Ertapenem:87,5%

Grafico 1: Avaliacdo percentual do Perfil de Susceptibilidade E. coli aos
carbapenems.

Particularmente nos resultados para colistina a determinag¢ao da concentracao
minima inibitéria permitiu evidenciar que 15/40 apresentaram resisténcia,

equivalendo 37,5% das cepas, com prevaléncia no ano 2016.

Na etapa subsequente foi observado a producao de genes no PCR para a

colistina e para as carbapenemases.
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M. c+t+ 1 2 c

304kb

M — Marcador /C+ controle positivo
1 -10C 34/2017
2 — controle +/ C- controle negativo

Figura 6: Produto da amplificacdo dos gene do mcr -1 da Reagdo em Cadeia da

Polimerase (PCR) em E.coli (colistina).

Das 40 cepas avaliada apresentaram resultados positivos, nove cepas para o
bla \vp, trés cepas para o bla kpc € dois para o bla oxa-4s.

As cepas que se destacaram foram: 02/14 detectados dois genes o blayp € 0
blakpc. As cepas 758/15 e 277/17 sdo somente 0 gene blakpc, € as cepas com 0O
gene bla;yp foram em torno de sete cepas no ano de 2015, mais as cepas 26/15 e
33/15 foram encontrados dois genes o blayp € 0 bla oxa-4s. A cepa 34/17 foi a unica
que apresenta o mcr-1 que foi encontrado de origem animal.

Em relagdo a deteccdo de genes relacionados a resisténcia a
carbapenémicos 22,5% das cepas resistentes sao blawp, 7,5% blakpc € 5% blaoxa-
48 e 2,5% das cepas resistentes a colistina apresentaram o gene mcr -1. Sendo
37,5% de cepas que apresentaram genes pesquisados.

Na figura 7 foram mostrados alguns exemplos das cepas que se mostraram

positivas para o gene bla e € blakpc de E. coli.
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Marcador C+ 1 2 3 C-

798 kb -
621 kb -

438 kb -
390 kb -

232kb -

Controles Positivos: 798Kb-b/laKPC, 621Kb-b/laNDM, 438Kb-blaOXA48,
390Kb-blaVIM, 232Kb-blalMP;

Reacgoes positivas:1-10C88/2015; 2- |I0C758/2015; 3 - IOC116/2015
Controle Negativo: Branco

Figura 7 — Produto da amplificagdo dos genes de resisténcia para Carbapenems

obtidos através da Reagao em Cadeia da Polimerase (PCR) em E.coli.

M C1+ C2+ C3+ C4+C5+ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 C-

798Kb
621Kb
438Kb
390Kb

232Kb

Controles positivos: C1+: blaKPC; C2+: blaNDM; C3+: blaOXA48; C4+: blaVIM;
C5+: blalMP;

Reagdes Positivas: 1- IOC 02/2014(blaKPC e blalMP); 3- 10C88/2015 (blalMP); 4-
I0C116/2015 (blaIMP); 6- 10C119/2015 (blaIMP); 7- 10C26/2015 (blaOXA48 e
blalMP); 8-10C122/2015 (blalMP); 9- 10C33/2015 (blaOXA48 e blalMP); 10 — IOC
217/2015 (blalMP); 11- 10C230/2015 (blalMP)

Reagodes Negativas: 2-10C757/2015 e 5-52/2015

Controle negativo: Branco

Figura 8: Produto da amplificacdo dos genes de resisténcia para Carbapenems

obtidos através da Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) em E.coli
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Na figura 7 e 8 confirmando os genes bla kpc, bla wp € bla oxa-48 do estudo.

blayi (Verona integron—encoded metallo-B-lactamase), blanom (New Delhi metallo-B-lactamase)
blaoxa.4s (oxacillin-hydrolyzing) , mcr-1 — colistina

blame — 22,5% (9 cepas)
blakpc — 7,5% (3 cepas)
blaoxass— 5% (2 cepas)
mcer 1— 2,5% (1 cepa - AN)
blanom— 0

No total de 37,5% das cepas de E. coli.( 25 cepas negativas)
Grafico 2 — Percentual de genes de resisténcia detectados em E. coli.

No grafico 2, foi possivel verificar que 37,5% das cepas de E. coli que
apresentaram os genes pesquisados. Destacando-se o blaye para o percentual

maior das cepas, completando com o gene blakpc com 7,5% € o0 gene blapxa-4as cOM

5% de cepas. Evidenciando a colistina com o gene mcr-1 com 2,5% das cepas.
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Na figura 9 mostra-se a relagao das cepas de E. coli que apresentaram
produtos de amplificagao para mais de um gene. Cada gene esta especificado o

valor numeérico e seu percentual em conjunto com outros genes.

= ool
|l o P CI B R
I |
N N
7,5% 22,5%
2,5% 5,0%

Figura 9: Esquema das cepas para os genes que se apresentaram para E. coli.

Salmonella spp.

A partir da selecdo em Banco de dados das 80 cepas que apresentaram em
seu perfil, resultados intermediario ou resistente para carbapenémicos
(IMP,MEM,ERT) de acordo com o quadro 6, estas foram reavaliadas mantendo em

100% das amostras o perfil de resisténcia.
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Quadro 6 — Distribuicao de sorovares de Salmonella spp., identificadas pelo LRNEB,

de acordo com o ano, fonte de isolamento e estados brasileiros.

ANO (N° Total de cepas) o FONTE DE
80 SOROVARES ESTADO (n ° de cepas) ISOLAMENTO
(n° de cepas)
2014 S. Saintpaul (3) Pl (2) PE (1)
N=8 S.Typhimurium (4) MG (3) PE (1) HU
S. Heidelberg (1) PE (1)
S.Corvallis (1) PE ?:E;SS) 1) HU (1)
S. Newport (2) DF(1) HU (2)
S. Panama (1) HU (1)
S. Typhimurium (8) GOE) II\D/Ii ((11)) '\SAS((11)) RS() HU (8)
S. Infantis (3) GO (1) MS (1) PE (1) HU (3)
2015 S. London (1) PR (1) HU (1)
N =25 S. Ndolo (1) sC (1) HU (1)
S. Muenchen (2) SC (1) PE (1) HU (2)
S. ent. Subsp. 9,12 (1) MA (1) HU (1)
S. Schwarzengrund (1) PA (1) HU (1)
S. Bredeney (1) PE (1) HU (1)
S. Heidelberg (2) GO (2) HU (2)
S. Montevideo (1) BA (1) HU (1)
S. Hadar (1) MG (1) HU (1)
S. Agona (1) MT (1) HU (1)
S. Infantis (3) RS (1) SE (2) HU (3)
S. Mbandaka (1) RS (1) HU (1)
S. Bredeney (1) MG (1) HU (1)
S. Enteritidis (3) SC (1) GO (1) MS (1) HU(3)
2016 S. Oslo (2) SC (1) MA (1) HU (2)
N =21 S. Typhimurium (1) MA (1) HU (1)
S. ent.subsp. 4,5 (1) MA (1) HU (1)
S. Heidelberg (1) MA (1) HU (1)
S. Schwarzengrund (1) MG (1) HU (1)
S. Panama (1) BA (1) HU (1)
S. Saintpaul (1) GO (1) HU (1)
S. Johannesburg (1) SC (1) HU (1)
S. Javiana (1) GO (1) AB (1)
S. Anatum (9) PR (6) RS (1) MG (1) SP(1) HU (1) AB (8)
S. Gallinarum (1) GO (1) AN (1)
S. Typhimurium (3) RS (2) SP (1) HU (2) AN (1)
S. Schwarzengrund (1) MG (1) AB(1)
S. Javiana (2) MA(1) RS (1) HU (2)
S. Saintpaul (1) MG (1) HU (1)
2017 S. Montevideo (1) SP(1) AN (1)
N = 26 S. Panama (1) SP (1) AN (1)
S. Mbandaka (1) SP (1) AN (1)
S. Muenchen (1) SP (1) AB (1)
S. Muenster (1) SP (1) AN (1)
S. London (1) SP (1) AN (1)
S. Infantis (1) MG (1) AN (1)
S. Rissen (1) MG (1) AN (1)
S. Cerro (1) RO (1) HU (1)

HU — humana, AN — animal, AB - ambiente
Estados: BA-Bahia, RO-Rond6nia, PE-Pernambuco, GO-Goias, DF-Distrito Federal, RS-Rio Grande do Sul, RJ- Rio de Janeiro,
ES-Espirito Santo, SE-Sergipe, MG:- Minas Gerais, SP-Sao Paulo, MA- Maranhao, PR- Parana, PI- Piaui, PA-Para, SC-Santa
Catarina, MT- Mato Grosso do Sul.

No quadro 6, estao representadas as cepas identificacdo dos sorovares, os estados
e suas fontes de isolamento
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Tabela 3: Perfil feno/genotipico de suscetibilidade aos antimicrobianos detectadas

em Salmonella spp.

ANO SOROVARES PERFIL DE RESISTENCIA PERFIL DE GENES
AMP, IMP blaVIM
S. Saintpaul (3) AMP, FOX,IMP,NIT blaVIM
IMP blaVIM
2014 AMP,TCY,FOX,CAZ,IMP,NAL,NIT Negativo
S.Typhimurium (4) AMP,CHL,TCY,IMP,NAL,NIT (2) blaVIM (2)
AMP,CHL,TCY,CIP,IMP,NAL,NIT blaVIM
S. Heidelberg (1) AMP,CHL,TCY,IMP,NAL,SXT,NIT blaVIM
S. Corvallis (1) I: CAZ,CIP,IPM,NIT blaVIM
S. Panama (1) CIP,IMP,NAL blaVIM
AMP,TCY,GEN,NAL,IMP blaVIM
AMP,TCY,CAZ,GEN,NAL,IMP blaVIM
AMP,TCY,GEN,NAL,IMP,NIT blaVIM
AMP,TCY,STR,GEN,IMP,NAL,NIT blaVIM e blaOXA-48
S. Typhimurium (8)
AMP,TCY,CAZ,STR,GEN,IPM,NAL blaVIM
AMP,TCY,STR,CIP,GEN,IMP,NAL,SXT,NIT blaVIM
STR Negativo
AMP,CHL,TCY,STR,GEN,IMP,NAL,NIT blaVIM
I: CIP,IMP,NIT (2) blaVIM
S. Infantis (4)
2015 STR,CIP,IMP (2) blaVIM
IMP Negativo
S. Newport
I: STR,CIP,IMP,NAL,NIT
S. London TCY, NIT Negativo
S. Ndolo AMP,TCY,CAZ,STR,CIP,GEN,NAL blaVIM e blaOXA-48
AMP,TCY,STR,GEN,NAL blaVIM
S. Muenchen
AMP,TCY,CAZ,,IMP,NAL blaVIM
S.ent.subs. 0:9,12 IMP,NAL blaVIM
S. Schwarzengrund IMP,NAL blaOXA-48

S.Bredeney I: STR,CIP,IMP,NIT blaVIM e blaOXA-48
NIT blaVIM e blaOXA-48
S. Heidelberg
IMP blaVIM e blaOXA-48

AMP= ampicilina, CHL=clorafenicol, TCY= tetraciclina, FOX,= cefoxitina, CAZ= ceftazidima, STR=estreptomicina, CIP=
ciprofloxacina, GEN= gentamicina, IPM=Imipenem, NAL= acido nalidixico, SXT= sulfametrozal-trimetroprim, NIT=
nitrofurantoina. |: Intermediario.
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detectados em Salmonella spp.

Continuagéo: Perfil feno/genotipico de suscetibilidade aos antimicrobianos

ANO SOROVARES PERFIL DE RESISTENCIA PERFIL DE GENES
S. Montevideo IMP, NAL,NIT blaVIM
S. Hadar CHL, STR blaVIM
S. Agona AMP,FOX,IMP,NAL Negativo
I: CAZ,STR,CIP,IMP,NIT blaVIM
S. Infantis AMP,TCY,CAZ,STR,IMP,NAL,SXT,NIT blaVIM e blaOXA-48
AMP,TCY,CAZ,STR,IMP,NAL,SXT blaVIM
S. Mbandaka AMP,TCY,CIP,NAL,SXT Negativo
S. Bredeney AMP,CAZ,IMP,NAL Negativo
- CIP,IMP blavim
S. Enteritidis NAL (2) Negativo
2016 S.0slo I: CIP,IMP,NAL blaVvIM
: IMP blaVIM
S.Typhimurium AMP,TCY,STR,NAL,SXT,NIT blaVIM
S.ent. subsp.0:4,5 I: STR,IMP blaVIM
S. Heidelberg I: CIP,IMP blaVIM
S. Saintpaul I: CIP,IMP blaVIM e blaOXA-48
S.S chwarzengrund IMP,NAL,NIT blaVIM
S. Panama I: CAZ,STR,CIP,IMP,NIT blalMP
S. Johannesburg NIT blaVIM
S.Javiana IMP blaOXA-48
STR,CIP,IMP blaVIM
I: CIP,IMP blaOXA-48
I: STR,IPM blaVIM
TCY,STR,CIP,NALNIT blaVIM
S. Anatum AMP blaVIM
TCY,NAL blaVIM
IPM,NAL blaVIM
NIT Negativo
I: STR,CIP,IMP blaVIM
S. Gallinarum STR,CIP,NAL Negativo
TCY,STR,NAL blavm € blaoxa - s
S.Typhimurium I: STR,CIP,NAL biaVIM
AMP,CHL, TCY,FOX,CAZ,STR,GEN,IMP,NAL,NIT Negativo
S. Schwarzengrund |PM,NAL blaVIM
2017 S. Javiana IPM,NIT Negativo
FOX,CAZ,STR,NAL
S. Saintpaul I: IMP,NIT Negativo
S. Montevideo NAL blaOXA-48
S. Panama I: STR,IMP blaVIM
S. Mbandaka FOX,CAZ,STR,NALNIT blaVIM
S. Muenchen FOX,CAZ,STR,NALNIT blaVIM
S. Muester AMP,TCY,CAZ,STR,GEN,IMP,NAL blaVIM e blaOXA-48
S. London I: CIP, IMP Negativo
S.Infantis AMP,CHL,TCY,STR,GEN,NAL Negativo
S.Rissen STR,CIP,NALNIT blaVIm
S. Cerro IPM,NIT blaVvIm

AMP= ampicilina, CHL=clorafenicol, TCY= tetraciclina, FOX,= cefoxitina, CAZ= ceftazidima, STR=estreptomicina, CIP= ciprofloxacina, GEN= gentamicina,
IPM=Imipenem, NAL= acido nalidixico, SXT= sulfametrozal-trimetroprim, NIT= nitrofurantoina. I: Intermediario.
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Na tabela 3, estdo os sorovares prevalentes de acordo com os anos de

estudo.
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Grafico 3: Distribuicao percentual dos sorovares de Salmonella de acordo

com os anos de estudo.

No geral os sorovares prevalentes entre 2014 a 2017 foram: S. Typhimurium,
S. Anatum, S. Saintpaul, S. Infantis, S. Heidelberg, S. Enteritidis.

Em relagdo aos resultados da resisténcia das cepas de Salmonella foram os

seguintes, conforme o grafico 4:
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Grafico 4: Avaliagdo em porcentual do Perfil de suscetibilidade aos Carbapenens

por MIC, detectados em Salmonella spp. caracterizado no periodo de 2014 a 2017.

Os resultados apontaram 82,5% de resisténcia ao imipenem, 5% para
meropenem e 2,5% para ertapenem. 12,5% das amostras representam perfil
intermediario para imipenem, 1,25% para meropenem e 5% para ertapenem. Na
avaliagdo quanto a concentragdo minima inibitoria ressalta-se que uma cepa

apresentou resisténcia as trés drogas testadas.

Marcador C1+ C2+ C3+ C4+ C5+ 1 2 3 4 5 6 7 C-

798 kb [t :
621 kb [ el
438 kb e : —
a0 kh "ﬁ s a6 s EE

e e

232 kb

L — Letter; Controles +: C1+=IMP; C2+=VIM; C3+=0XA-48; C4+= NDM; C5+= KPC;

Controles positivos: C1+: blaIMP; C2+: blaKPC; C3+: blaVIM; C4+: blaNDM; C5+: blaOXA48

Reagbdes Positivas: 1- |IOC 2881/2014(blaVIM); 2- 10C2981/2015 (blaVIM e blaOXA48); 3-lI0C6576/2015 (blaVIM e
blaOXA48); 4- |0C6962/2015 (blaVIM); 5- |I0OC5786/2015 (blavim); 6 - I0C112/2016 (blaVIM); 7- 10C116/2016 (blaVIM)
Controle negativo: Branco 37



Figura 10: Produto da amplificagdo dos genes de resisténcia para Carbapenems

obtidos através da Reagao em Cadeia da Polimerase (PCR) em Salmonella spp.

Na figura 10 demostra as cepas que foram positivas para os genes bla vy, bla

imp € bla oxa-4s confirmando o resultado para a Salmonella.

Marcador C1+ C2+ C3+ C4+ C5+ 1 2 3 4 5 6 7 8 C-

798 kb

621 kb
438 kb
200 kh

232 kb

Controles positivos: C1+: blalMP; C2+: blaKPC; C3+: blaVIM; C4+: blaNDM; C5+: blaOXA48

Reagbes Positivas: 2- |IOC 5749/2016 (blaVIM); 3- 10C6749/2016 (blaVIM); 4-10C6760/2016 (blaVIM); 5-
10C6976/2016 (blaVIM); 6- I0C6977/2016 (blaVIM); 7 — 10C6988/2016 (blaVIM); 8- I0C6991/2016 (blaVIM)
Reacao Negativa: 1 — 10C 3371/2016

Controle negativo: Branco

Figura 11: Produto da amplificagcdo dos genes de resisténcia para Carbapenems

obtidos através da Reagao em Cadeia da Polimerase (PCR) em Salmonella spp.

Na figura 11 estdo representados mais exemplos dos genes que foram

positivos para blaup, blayim € blaoxa-ss.
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Grafico 5 : Percentual de genes de resisténcia aos carbapenems detectados em

Salmonella, distribuidas de acordo com o ano.

Tabela 4: Resumo do grafico acima e seus valores correspondentes:

% Negativo | blaIMP | blaVIM e blaOXA | blaOXA | blaVIM Total
2014
(N=8) 12,5 0 0 0 88 100
2015
(N=25) 12 0 20 4 64 100
2016
(N=21) 23,8 4,8 9,5 4,8 57,14 100,1
2017
(N=26) 30,7 0 11,53 7,7 50,0 99,9

No grafico acima, mostra os genes separados, especificando suas diferengas e seus

valores, conforme os anos estudados.
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blakpc, Klebsiella pneumoniae carbapenemases), blaye (Imipenemase),

blayiv (Verona integron—encoded metallo-B-lactamase), blanom (New Delhi metallo-B-lactamase)

blaoxa-4s (oxacillin-hydrolyzing).

VIM e OXA-48 = 12,5%

Cepas negativas = 21,25%

KPC e NDM =0

Grafico 6: Percentual geral de genes de resisténcia aos carbapenems detectados

em Salmonella spp.

O grafico acima, significa os genes nos anos de estudos, e a prevaléncia do blayu

nas cepas de Salmonella spp.
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Na figura 12: Observa-se a relagao das cepas de Salmonella que apresentaram

produtos de amplificagédo para mais de um gene.

Especificando seu numeral e percentual encontrado nas cepas.

Salmonella
[ | I
OXA-48
IMP VIM
1 48 e
T
1,25% 60% 5%
12,25%

Figura 12: Esquema de amplificagdo de genes de Salmonella e seus percentuais.

10 — DISCUSSAO

Os afluentes de esgoto e aguas superficiais proximas s&o rotineiramente
contaminados com microorganismos com genotipos clinicamente importantes,
incluindo aqueles que produzem carbapenemases, fato que representa uma
preocupacgao para a saude publica e a sanidade animal, porque a introdugao destes
em populagdes de animais criados para produgao de carne e derivados ou produgao

de alimentos onde pode levar a sua amplificagao e disseminacgao por alimentos.
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Quando paramos para pensar sobre a estrutura de saneamento do Brasil,
dados do IBGE (2018) nos informam que no Brasil, dos 52,2% dos municipios que
tem esgotamento sanitario, 32,0% tem servigo de coleta e 20,2% coletam e tratam o
esgoto. A regido Sudeste é a que apresenta maior porcentagem de municipios com
rede de esgoto, sendo S&o Paulo o unico estado com 100% dos municipios
contemplados. No Rio de Janeiro este percentual é de 92%. Na regido sudeste
encontrada a maior porcentagem de municipios com tratamento de esgoto coletado,
48%. Quando pensamos e temos ciéncia de que os principais receptores do esgoto
in natura n&o coletado sdo os rios e mares, este perfil compromete a qualidade da
agua utilizada para abastecimento, irrigagao e recreacgao.

Os Carbapenémicos tem sido considerada terapia de escolha pelo seu amplo
aspecto de acdo, pela sua estabilidade por serem farmacos bem tolerados por
pacientes e por ter poucos efeitos adversos. As carbapenamases sdo enzimas
capazes de hidrolisar todos os B-lactamicos (penicilinas, cefalosporinas, aztreonam,
carbapenémicos) esta mais diversificada e largamente utilizada. Esta & reforgada
pela dificuldade no uso de aminoglicosidios e fluoroquinolonas os quais tem muitas
vezes, sensibilidade diminuida, deixando a opcéo de tratamento bastante reduzida
(Hirsch; T., 2010; Arend, 2014; Martinez-Martinez, Gonzalez-Lopes, 2014).

Ainda que o imipenem e meropenem possuam 0 mesmo mecanismo de agao,
algumas diferencas em sua agéo in vitro e mecanismos de resisténcia, podem
impactar diretamente na resposta clinica em infecgdes por Gram-negativos. Assim
os estudos foram realizados com base em drogas utilizadas na clinica e com bons
resultados.

O uso terapéutico dos carbapenémicos foi seguido pelo surgimento e
disseminagdo de enterobactérias produtoras de carbapenemases clinicamente
relevante. Em 2017, a Organizagdao Mundial da Saude (OMS) classificou as
enterobactérias resistentes aos carbapenémicos e as cefalosporinas de espectro
estendido no nivel superior de sua nova lista de “patdgenos prioritarios” de bactérias
resistentes para as quais sdo necessarias pesquisas sobre novas terapias. O Centro
de Controle de Doengas-CDC, relatam aproximadamente 9.000 infecgdes
anualmente nos EUA, por enterobactérias produtotoras de carbapenemases. Nos
EUA a taxa de mortalidade estimada em alguns estabelecimentos de saude € em

torno de 50% em pacientes de alto risco.
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O gene blakpc € outros que expressam resisténcia para carbapemenases,
incluindo as metalo-B-lactamases, migraram para fora do ambiente de saude, sendo
recuperadas de infeccdes humanas adquiridas em hospitais e na comunidade em
varias espécies bacterianas. Obviamente, bactérias produtoras de carbapenemases
podem se disseminar dos estabelecimentos de saude para aguas residuais e
superficiais, além de animais e ambiente com implicagcdes para a saude publica.

Amostras de efluentes de uma estacéo de tratamento de esgoto assim como
aguas superficiais apresentaram uma mistura diversificada de espécies bacterianas
produtoras de carbapenemases, genotipos de resisténcia aos carbapenems e tipos
de replicon plasmidial.

E esperado que a maioria desses isolados tivesse resisténcia intrinseca aos
carbapenems, a qual frequentemente encontrada em ambientes de solo e agua.
Essas bactérias produtoras de carbapenemases nado sao epidemiolégicamente
relevantes porque raramente produzem infecgdes humanas e porque geralmente
nao mobilizam elementos genéticos que codificam carbapenemases.

Entretanto quando avaliamos a amostragem por nds analisada as quarenta
cepas de E. coli confirmaram resultados previamente obtidos, tendo fenotipicamente
perfil de resisténcia aos antibidticos dos grupos dos carbapenémicos, altamente
relevantes clinicamente, relatados com frequéncia crescente, causando infeccdes
nosocomiais frequentemente associadas a resultados negativos do paciente.
Entretanto € importante ressaltar que de sua totalidade elevada percentual
corresponde a isolados de fonte humana, ao longo dos quatro anos de estudo.

A disseminacdo de bactérias resistentes a antibidticos clinicamente
relevantes, no meio ambiente, representa uma ameacga direta a saude publica como
um potencial reservatério para infecgdes adquiridas na comunidade.

Além disso, a disseminacdo ambiental descontrolada inevitavelmente leva a
introducdo de carbapenemases em populagdes de animais de producido onde
podem ameacgar a saude animal e a produtividade agricola. Com a aplicagao
frequente de antibiéticos em animais, pode resultar nos suprimentos de alimentos
como produtos a base de carne fresca. Enterobactérias resistentes aos antibioticos
sao importante fonte de contaminagdo desses produtos a base de carne fresca de
varejo, cujo potencial de expansdo em carne bovina facilita a transmisséo por

alimentos.
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O primeiro antimicrobiano da classe dos carbapenémicos descoberto foi o
imipenem que apresenta uma estrutura de amidina derivada da tianomicina com
substituicbes do grupo metila para aumentar a ac&o bactericida e fornecer
estabilidade contra as enzimas bla.

Os antibidticos, tanto sintéticos ou naturais emergiram como uma ferramenta
para a neutralizacdo de doencas infecciosas.

Estes séo a terapia de escolha pelo amplo espectro de acao, estabilidade por
serem farmacos bem tolerados por pacientes e por ter pouco efeito adverso. Porém
€ preocupante a forma como esses medicamentos sdo utilizados em ambientes
ambulatoriais, hospitalares e domésticos no tratamento ou profilaxia de doencgas
humanas.

Na totalidade das E. coli foram 40 cepas, os resultados apontaram resisténcia
para uma ou mais drogas, incluindo a classe dos carbapenémicos, cujos listados na
tabela correspondente.

A utilizacdo dos antimicrobianos com fins veterinario e de produgao pecuaria,
da mesma forma que na medicina humana, esta diretamente vinculada com a
liberagdo dessas substancias em meio ambiente. Esta se da através de esgoto
sanitario, efluentes hospitalares e industriais, o pouco caso dos medicamentos com
prazo de validade expirado e sobras domésticas daqueles n&o utilizados (Acurcio, et
al. 2013) os quais selecionam bactérias resistentes no meio ambiente,
principalmente no esgoto.

E ainda existe um antibidtico polipeptidico que € a colistina, que tem atividade
bactericida contra infecgao para Gram negativo, consiste de colistina A e B. Esta
pertence a um grupo de agentes antimicrobianos conhecidos como polimixinas, que
foram isolados originalmente do organismo do solo formador de esporos
Paenibacillus polymyxa. (Global Antimicrobial Resistance Surveillance System,
2018).

Existe um relato de resisténcia a colistina mediada por plasmideo na China
designada como gene mcr-1 (Yi-Yun, Liu et al., 2016) que também ¢é relatada de
perto em cinco continentes: Asia, Europa, Africa, América do Norte e América do Sul
(Schwarz e Johnson, 2016).
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No Brasil, em 2016, um grupo de pesquisa identificou pela primeira vez a
presenca do gene mcr-1 em animais de producao das regides Sudeste (Sao Paulo e
Minas Gerais) e Sul (Parana e Santa Catarina), o que deve ser considerado uma
urgéncia epidemiolégica e um alerta para as implicagdes no agronegocio, visto que o
pais € um grande produtor e exportador de produtos de origem animal. (Fernandes
et al, 2016).

O antibidtico entrou em uso na década de 1960 e foi banido por muitos anos
devido ao efeito nefrotoxico e neurotdxico, foi introduzido novamente para o uso
contra bactérias multirresistentes, isoladamente ou em combinagcdo com outras
drogas. Representa a ultima opg¢ao tendo em vista que seu uso em dose controlada,

a colistina pode ainda causar nefrotoxicidade.

Sendo um gene mediado por plasmideo que confere resisténcia a colistina,
mcr-1, foi relatado pela primeira vez no final de 2015 em isolados de E. coli de
animais de producédo e sua carne coletada na China durante 2011-2014. Embora a
colistina tenha sido amplamente utilizada em animais produtores de alimentos em
todo o mundo por muitos anos, n&o era disponivel para uso clinico humano na China
até 2017, sugerindo que a pressao de selegcao para a disseminacdo de mcr-1 foi

impulsionada pelo uso veterinario de colistina.

Logo apds esta primeira descricdo, viu-se o gene mcr-1 se disseminou
globalmente em K. pneumoniae, E. coli, Enterobacter cloacae e Salmonella spp.
isolados de origem animal, ambiental e humana. A disseminagédo global da mcr-1
provavelmente também foi facilitada pela viagem humana, como sugerida pelo
achado do gene em bactérias entéricas de viajantes retornando a Europa apds
visitarem paises com alta prevaléncia de mcr-1 na América do Sul, Asia e Africa.

E mais frequentemente observada em Enterobacteriaceae portadora do gene
mcr-1 juntamente com o gene resistente a carbapenemases. (Alhashem, F. et al,
2017). Organizagdes internacionais de padronizagdo, como o CLSI e o Comité
Europeu para Testes de Susceptibilidade Antimicrobiana (EUCAST) formaram um
grupo de trabalho de quebra de polimixina em margo de 2016, que recomendou

apenas microdiluicdo em caldo para testar a suscetibilidade a colistina.
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Teste genotipico € aconselhavel para detectar o gene mcr como existem disponiveis
e/ou comercializados para deteccao de resisténcia a colistina incluindo uma reacéao
em cadeia da polimerase (PCR) multiplex para a pesquisa de mcr-1 a mcr-5. No

presente estudo o percentual de 2,5% foi detectado para o gene mcr-1.

Embora a existéncia de carbapenemases seja conhecida ha mais de 20 anos,
sua origem ou provavel papel fisiolégico ainda ndo sdo conhecidos. O IMP foi a
primeira carbapenemase e o primeiro MBL (metallo-B-lactamase) a ser detectado em
1991 no Japao (Watanabe et al.1991), enquanto o VIM foi descoberto mais tarde em
1997 em Verona, Italia (Lauretti et al.1999).

As enzimas do tipo IMP e VIM se espalharam com sucesso para todos os
continentes desde entdo (Walsh et al., 2005). Em contraste com a NDM, que
apresentou uma expansao global espetacular desde sua detecgdo em 2008 na india
(Yong et al., 2009), o mesmo nao foi encontrado no presente estudo.
Microrganismos produtores de NDM foram isolados com alta prevaléncia em
instalacbes de saude e nichos ambientais no subcontinente indiano e disseminados
por meio de transferéncia de pacientes ou viajantes colonizados na Europa, Ameérica
do Norte, Extremo Oriente e Australia (Dortet et al , 2014).

‘E preocupante que um segundo epicentro provavel pareca estar localizado
nos Balcas centrais sem qualquer conexdo ébvia com a india (Meletis et al., 2014a).
Nove cepas portadoras do gene bla e foram detectadas de E. coli avaliadas, 23%
do quantitativo do estudo.

A primeira enzima blayyp foi descoberta em 1991 no Japao em P. aeruginosa
e durante muitos anos ficou restrita apenas aquele pais. Atualmente, a IMP tem sido
encontrada em diversos paises, em diferentes espécies bacterianas, como
Acinetobacter baumannii, P. aeruginosa e K. pneumoniae, com 26 variantes
pertencentes a subclasse blayp descritas até o momento (Osano et al., 1994, Danel,
et al., 1999, Carrer, et al., 2010).

A presenca do gene blakpc foi detectada em 8% das cepas de E. coli,
(Nordmann et al.,2012), reconhecida sua disseminacdo mais rapida e

geograficamente estendida.
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Encontrado pela primeira vez no final dos anos 90 na area da cidade de Nova York
nos EUA (Yigit et al. 2001), ele logo se espalhou para estados vizinhos, em seguida
para América Latina ( Villegas et al. 2006) e Israel (Leavitt et al. 2010).

As carbapenemases apresentaram rapida disseminacdo apds sua
identificacdo e descrigdo iniciais, sendo que o subtipo KPC (Klebsiella pneumoniae
carbapenemase) destacou-se entre 2001 e 2003, registro dos primeiros isolados. A
seguir eles provavelmente entraram em paises vizinhos e através da Grécia para o
resto da Europa, onde sua prevaléncia € alta nos paises do sul, e baixos nos paises
do norte. Ainda significativo e sua prevaléncia em diferentes regides da China,
embora nao esgotam dados suficientes para avaliar sua real disseminagao naquele
pais (Tzouvelekis et al, 2012).

No Brasil, KPC foi encontrada em isolados de Sao Paulo, Recife, Rio de Janeiro e
Rio Grande do Sul a partir de 2009, disseminando-se por todo pais a partir de 2010.
(Scherer et al., 2017).

Os principais focos de bactérias produtoras de OXA-48 sdo descritos de
ocorréncias no Oriente Médio (Carrér et al. 2010 ) e norte da Africa ( Cuzon et al.
2010). Em sequencia sédo descritos isolamentos na Europa (Potron et al. 2011),
Turquia , india (Castanheira et al., 2014), Senegal ( Moquet et al,. 2011) e Argentina,
fortalecendo a disseminagéo global para este tipo de carbapenemase. Os resultados
obtidos apontaram 5% nas cepas analisadas. Sequencialmente, o subtipo OXA-48
(Oxa-carbapenemase) foi identificado em K. pneumoniae e E. coli na Europa e
Oriente Médio. No Brasil, foram identificados na cidade de Porto Alegre em 2013.
Estes subtipos estdo associados a casos de infeccdo e colonizagdo, ambos com
desfechos clinicos desfavoraveis.

O gene bla oxa-4s em 1985 foi detectado em K. pneumoniae e E. coli, mas
também pode ser encontrado em outras Enterobacteriaceae, como Enterobacter e
a A. baumannii na Escoécia (Bharway et al, 2015). Em contraste com outras
carbapenemases, o0 blapxa.4s N&0 € ativo contra as cefalosporinas de amplo espectro,
e hidrolisa os carbapenémicos apenas fracamente.

Geralmente esta localizado em transposons tipo Tn 1999 , transportados por
plasmideos auto-transferiveis de cerca de 60 kb pertencentes ao grupo de
incompatibilidade IncL/M, responsaveis por sua ampla disseminacdo entre membros

da familia Enterobacteriaceae.
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Entre as cepas de E. coli avaliadas duas foram encontradas e apontaram
somente 0 gene pa0xa-48 € outras duas apontaram a presenca de blap € blaoxa-as.

A deteccédo de bactérias produtoras de mecanismos de resisténcia adquiridos
como as ESBL, carbapenemases e mcr-1 € uma questao importante para definigao
da terapia apropriada e, principalmente, para a implementacdo de medidas de
controle de infecgdo. Entretanto a deteccdo dessas bactérias com genes de
resisténcia s6 € realizada quando estas ja exibem resisténcia nos testes de
sensibilidade ao antimicrobiano, pois os testes fenotipicos sdo baseados nas
resisténcias aos antimicrobianos e os testes moleculares tém elevado custo
(Hammoudi, et al, 2014).

No Brasil, o primeiro relato do plasmideo contendo mcr-1 foi identificado em
E. coli (Fernandes et al., 2016).

Na totalidade das E. coli foram 40 cepas, os resultados apontaram cepas de
resisténcia para uma ou mais drogas, incluindo a classe dos carbapenems.

Quanto aos microrganismos envolvidos, estudos na Europa revelam maior
incidéncia e casos de OXA-48. No Reino Unido alerta para dispersao e diversidade
em Enterobacteriaceae para OXA-48 principalmente para K. pneumonae,
provavelmente tendo a proximidade das regides do Mediterraneo e Norteafricanos
(Scherer et al, 2017). No presente estudo comprovou-se que 15 cepas apresentaram
os genes IMP, KPC e OXA-48 para E. coli, sendo de fontes humana, alimentar e
animal. Sendo duas cepas com resisténcia as trés drogas sendo a 02/14 dando o
gene blakpc € blayp do estado da Bahia e a 277/17 de blakpc de Goias sendo as
duas de fonte humanas.

No total do estudo de 40 cepas dos quatro anos (2014 a 2017) todas deram
intermediarias e/ou resistente para uma das drogas das amostras testadas. A cepa
34/2017 deu colistina positiva e o gene mcr-1 positivo. Todas as cepas foram

submetidas ao PCR, porém o gene blayy € blanpm n&o foram detectados.

Os resultados para Salmonella, os sorogrupos mais prevalentes foram:
S.Typhimurium, (18,8%) S. Anatum, (10,5%) S. Infantis (9,4%), S. Heidelberg (4,7
%) S. Enteritidis (3,5%), entre outros em menor quantidades como: S. Heidelberg, S.
Minnessota, S. Muenchen, S. Newport, S. Saintpaul , nos quatro anos. Assim os

sorovares que predominaram ao longo dos anos estudados foram S. Typhimurium,
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S. Infantis, S. Anatum, S. Enteritidis, S. Saintpaul, entre outros em pouca quantidade

como: S. Heidelberg, S. Minnesota, S. Muenchen, S. Newport, etc.

Em relagdo a Salmonella teve 82,5% de resisténcia a imipenem, 5% para
meropenem, 2,5% para Ertapenem, 12,5% para intermediario para imipenem, 1,25%
para meropenem e 5% intermediario para ertapenem. Houve uma cepa que foi

resistente para as trés drogas testadas (1434/2017- MIC)

Quando esses sorotipos especificos causam doencas em humanos, muitas
vezes sao invasivos e podem ser fatais. A maioria dos sorotipos, no entanto, esta
presente em uma ampla gama de hospedeiros. Tipicamente, causam gastroenterite,
que é frequentemente descomplicada e nao necessita de tratamento, mas a doenca
pode ser grave em jovens, idosos e pacientes com imunidade enfraquecida. Esse
grupo apresenta Salmonella Enteritidis e Salmonella Typhimurium, os dois sorotipos
mais importantes de Salmonella transmitida de animais para humanos na maior

parte do mundo. (https://www.who.int. 2018.)

Na Unido Europeia, a vigilancia da resisténcia aos carbapenem (meropenem,
ertapenem e imipenem) e da presumivel Salmonella e E.coli produtoras de
carbapenemases provenientes de animais destinados a alimentacdo humana e seus

alimentos derivados nos diferentes Estados-Membros esta incluida na Legislagao.

Ainda pela a difusdo em discos (TSA) os resultados apontaram resisténcia ao
Imipenem de 45% e a Meropenem de 33,7 e para o Intermediario foi de 22,5% para
IMP e 6,3 a MEM e com a sensibilidade a 1,3% de IMP e 62,5% a MEM, nao houve
este teste para o Ertapenem.

Em relacdo aos genes de Salmonella em 80 cepas estudadas a
predominancia do blay foi de 60 %, o blapxa-4s foi de 5% e blayp de 1,25%. E os
dois genes blayiy € bla oxa4s juntos foram de 12,5%. Nao houve os outros genes
estudados, como o blakpc € 0 blanpw.

A enzima blayy foi descrita em Verona na lItalia a partir de uma cepa de P.
aeruginosa isolada em 1997. Porém antes de 1996 o VIM-2 foi isolado na Franga em
P. aeruginosa. No Brasil também foi identificada na mesma bactéria. A P.
aeruginosa conforme os anos passaram foram identificados o IMP e NDM como

genes. No estudo foi encontrado uma cepa de blap € 0 blaoxa-4s foram encontrados
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16,25% para esse gene. Estudos na Europa revelaram maior incidéncia de blaoxa-as,
fato semelhante aquele encontrado no Reino Unido alerta-se para a dispersao e
diversidade em Enterobacteriaceae para a OXA-48. (Scherer et al., 2017)

No geral das cepas os resultados apontaram resisténcia para uma ou mais
drogas, incluindo a classe dos carbapenems.

Quanto a caracterizagdo do perfil molecular, as andlises foram feitas e
encontrados os genes blakpc, blamp € blaoxass €em cepas de E.coli. Em Salmonella
foram encontrados os genes blajp, blayim € blapxa-4s Na maioria das cepas.

Comparando com o estudo o blap, blakpc € bla oxa-4s como resultado para E.
coli e para Salmonella prevaleceu o gene blayu, blapxa-48 € o blayp.

No computo geral os genes que predominaram foram blawp (22,5%) para E.
coli e blayw (60 %) para Salmonella. Finalizando os totais do estudo foram: 12,5%
para blawe, 3,75% para blakpc, 14,16% para bla oxa-4s € com mais predominancia
60% de bla viv. Ressaltando-se que 2,5% foi para dois genes juntos o blae € bla

oxa-4s € ainda o blayuy € 0 blaoxa-4s com 11,25% para as duas bactérias.

11 - CONCLUSOES

Todas as E. coli e Salmonella spp. foram selecionadas confirmaram perfil de
suscetibilidade pelo teste de difusdo em discos (TSA) ou pela concentragdo minima
inibitéria (MIC) nas drogas avaliadas.

E. coli as 40 cepas avaliadas confirmando que 30% tem o perfil de resisténcia
para imipenem, 35% para meropenem e 10% para ertapenem.

Consequentemente foi avaliada a susceptibilidade a colistina através do MIC, dando
37% resistente, sendo o ano 2016 com maior prevaléncia em todos os anos do
estudo.

Através da PCR foram os genes de resisténcia blap, blakpc, blavim, blaoxa-as
e blanpm, com o resultado de bla \wp 22,5%, blakpc 7,5% € blaoxa-4s de 5%, sendo as
cepas que foram resistentes a colistina apresentaram 2,5% do gene mcr-1.

Este gene mcr-1 aparece em uma cepa no ano 2017 (34/17).

Totalizando no geral 37,5% foram positivas para os genes testados de E. coli e

62,5% nao apresentaram os genes. Nao foi detectado o gene blanpw.
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Para Salmonella foram 80 cepas testadas para a resisténcia aos
carbapenémicos.

Os sorovares prevalentes foram: S. Typhimurium, S. Anatum, S. Infantis, S.
Heidelberg, S. Enteritidis, S. Saintpaul dos quatros anos avaliados.

Os resultados da resisténcia e da sensibilidade reduzida foram confirmados pelo
TSA e pelo MIC. Sendo 82,5% de imipenem, 5% de meropenem e 2,5% de
ertapenem.

Para os genes de Salmonella a predominancia foi do gene blayy de 60%, bla
oxa-4s foi de 5% e do blayp de 1,25%. Ainda com os dois genes bla viv € blaoxa-as
foram de 12,5%.

N&o houve os outros genes estudados para Salmonella como o blanpm € blakpc.

E. coli foram o blakpc, blamp € blaoxa-as. Salmonella foram encontrados o
blayiv, blap € blaoxa-ss.

O gene bla npw Ndo se confirmou para nenhuma das 120 cepas avaliadas e o

gene blakpc somente para E. coli.

Esta assertiva indica que carbapenemases clinicamente relevantes,
atualmente contaminam efluentes de esgoto tratado e aguas superficiais. Isto
sinaliza uma clara necessidade de esforcos de mediagao para remover ou reduzir a
ameaga a saude publica representada por essas cepas bacterianas altamente
resistentes. Deve-se tomar cuidado para garantir que impactos negativos ao meio
ambiente sejam minimizados. Pesquisas adicionais provavelmente sdo necessarias
para identificar os pontos e metodologias de intervengcdo mais eficazes para reduzir
a disseminagao a expansao ambiental de microorganismos portadores de genes de

resisténcia.

Portanto, até que uma alternativa confiavel aos carbapenémicos seja
encontrada ou a presengca de carbapenemases efetivamente superada, a
racionalizacdo do uso de antibiéticos em humanos e animais, a aplicagcdo de
medidas rigorosas de controle de infeccdo sempre que a resisténcia a
carbapenémicos seja detectada e a vigilancia ativa da presenca de codificagcao

carbapenemase 0s genes sao da maior importancia.
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13 — ANEXOS

Artigo Submetido:

e Molecular characterization of E. coli carbapenemases isolated from human,
animal and, environmental sources

Submetido: Hindawi (Journal of Environmental and Public Health) para ser aceito.

e Carbapenens resistance genes in Salmonella spp. isolated from human,
animal and, environmental sources.

Em concluséao.
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