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RESUMO

OLIVELLA, Julianna Giordano Botelho. Caracterizacdo de cepas de enterobactérias
multirresistentes isoladas em amostras de fezes de pacientes atendidos no Hospital
Universitario Pedro Ernesto (HUPE). 2018. 110 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias
Médicas) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio
de Janeiro, 2018.

A microbiota intestinal de seres vivos apresenta uma elevada concentracdo de
microrganismos complexos e diversificados, além disso, € um reconhecido reservatorio de
espécies bacterianas envolvidas no estabelecimento de processos infecciosos em ambiente
nosocomial e comunitario. As espécies da familia Enterobacteriaceae sdo bastonetes Gram-
negativos de importancia clinica que estdo distribuidas nesses ambientes, fazendo parte do
trato intestinal de humanos e animais, sendo capazes de colonizar pele, trato urinario e
respiratorio. As amostras fecais analisadas foram oriundas de pacientes internados e de
ambulatoriais atendidos em um Hospital Universitario, considerando diversas unidades
hospitalares. A avaliacdo fenotipica da resisténcias a antimicrobianos compreendeu 0s quatro
principais grupos de antimicrobianos: cefalosporinas, aminoglicosideos, fluorquinolonas e
carbapenémicos. As enterobactérias foram isoladas atraves de semadura em meios
MacConkeys seletivos contendo 32ug/mL de cefalexina e 8ug/mL de gentamicina. Foram
analisadas 82 cepas de 30 pacientes internados e 92 cepas de 35 amostras fecais de pacientes
ambulatoriais, através de teste de susceptibilidade aos antimicrobianos. As espécies de maior
prevaléncia foram Escherichia coli (32,93%), Citrobacter freundii (14,63%), Enterobacter
cloacae (14,63%) e Klebsiella pneumoniae (13,41%) para 0s pacientes nosocomiais. Ja em
relacdo aos pacientes ambulatoriais os maiores porcentuais foram para Escherichia coli
(25,00%), Citrobacter freundii (18,48%) e Enterobacter cloacae (15,22%). A resisténcia aos
grupos de antimicrobianos, dentre as cepas ambulatoriais obtivimos que 68,6% foram
resistentes a cefalosporinas de primeira geracéo, 9,0% de segunda geracao, 23,2% de terceira
geracdo e 13,1% de quarta geracdo, 9,0% resistentes a aminoglicosideos, 11,1% resistentes a
quinolonas e 12,1% resistentes a carbapenémicos. Quanto as cepas provenientes da
Enfermaria observamos 71,4% resistentes a cefalosporinas de primeira geracdo, 22,3% de
segunda geracgéo, 33,0% de terceira geracdo e 35,7% de quarta geracdo, 16,0% resistentes a
aminoglicosideos, 42,8% resistentes a quinolonas e 21,4% resistentes a carbapenémicos. As
cepas consideradas multirresistentes foram aquelas que possuiam resisténcia a 3 ou mais
grupos de antimicrobianos, correspondendo a 12 cepas ambulatoriais (13,04%) e 32 cepas de
pacientes internados (39,02%). Considerando que a transferéncia de elementos genéticos de
resisténcia a antimicrobianos esta ocorrendo ininterruptamente no ambiente hospitalar e
comunitario, os resultados reforcam que medidas de barreira a transmissao de microrganismos
e 0 uso mais criterioso de antimicrobianos s@o necessarios para o controle da disseminacao de
microrganismos albergando elementos de resisténcia.

Palavras-chave: Microbiota intestinal. Enterobacteriaceae. Multirresisténcia.



ABSTRACT

OLIVELLA, Julianna Giordano Botelho. Identification and Analysis of multidrug
resistant Enterobacteriaceae isolated from fecal samples at an University Hospital, Rio
de Janeiro, Brazil. 2018. 110 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Médicas) — Faculdade de
Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2018.

The intestinal microbiota of living organisms has a high concentration of complex and
diversified microorganisms. In addition, it is a recognized reservoir of bacterial species
involved in the establishment of infectious processes in a nosocomial and community
environment. The Enterobacteriaceae family includes several species of Gram-negative rods
with clinical importance, also they are part of the intestinal tract of humans and animals, being
able to colonize the skin, urinary tract and respiratory tract. Fecal samples were collected
from out and hospitalized patients attended at a University Hospital, and for the phenotypic
antibiotic resistance rating was included four main groups of antimicrobials: cephalosporins,
aminoglycosides, fluorquinolones and carbapenems. The strains were isolated through
selective MacConkey media containing 32ug/mL cephalexin and 8ug/mL gentamicin. A total
of 82 strains of 30 inpatients and 92 strains of 35 outpatient’s fecal samples were analyzed by
antimicrobial susceptibility test. The most prevalent bacteria were Escherichia coli (32.93%),
Citrobacter freundii (14.63%), Enterobacter cloacae (14.63%) and Klebsiella pneumoniae
(13.41%) for nosocomial patients. Among the outpatients, the highest percentages were
Escherichia coli (25.00%), Citrobacter freundii (18.48%) and Enterobacter cloacae
(15.22%). In relation to the inpatient strains, 71.4% were resistant to first-generation
cephalosporins, 22.3% of second-generation, 33.0% of third-generation, 35.7% of fourth-
generation, 16.0% resistant to aminoglycosides, 42.8% resistant to fluoroquinolones and
21.4% resistant to carbapenems. Regarding resistance to antimicrobial groups of outpatient
strains, 68.6% were resistant to first-generation cephalosporins, 9.0% of second-generation,
23.2% of third-generation, 13.1% of fourth-generation, 9.0% resistant to aminoglycosides,
11.1% resistant to fluoroquinolones and 12.1% resistant to carbapenems. The strains
considered multidrug resistant were those that had resistance to 3 or more antimicrobial
groups, corresponding to 32 inpatient strains (39.02%) and 12 outpatient strains (13.04%).
Considering that the transfer of genetic elements of antimicrobial resistance is occurring
uninterruptedly in the hospital and community environment, the results reinforce that
measures of barrier to the transmission of microorganisms and the more judicious use of
antimicrobials are necessary for the control of the dissemination of microorganisms housing
elements of resistance.

Keywords: Gut Microbiota. Enterobacteriaceae. Multiresistance.
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INTRODUCAO

O trato intestinal de humanos e animais, apresenta uma elevada, complexa e
diversificada concentragdo de microrganismos, em comparagdo a outros sistemas colonizados
no organismo, albergando cerca de 70% da microbiota total residente. A microbiota intestinal
humana compreende entre 10™-10 células bacterianas pertencentes a diversas espécies.
(RAJILIC-STOJANOVIC et al., 2011; KENNEDY et al., 2014; BUELOW et al., 2017).

E de conhecimento que o trato intestinal pode tanto ser estéril até o nascimento quanto
ocorrer colonizagéo intestinal precocemente, atraves do contato de microrganismos da propria
mée ou advindos do meio externo (BRANDT et. al, 2012; MOLES et al., 2013).

A microbiota intestinal tem importante papel no organismo humano, atuando na defesa
contra patdgenos oportunistas, na protecdo contra lesbes de células epiteliais, na sintese de
vitaminas e compostos bioativos, na manutencdo do pH intestinal e estimulando a resposta
imunoldgica. A diversidade da microbiota é influenciada pela nutricdo e fisiologia do
hospedeiro. Quando o hospedeiro é saudavel, a microbiota compreende bactérias que
estabelecem essencialmente relacdo comensal ou mutualista, enquanto que, em pacientes
criticamente enfermos, a microbiota apresenta crescimento de microorganismos oportunistas,
possivelmente multirresistentes que podem contribuir para infecgdes respiratorias e
sanguineas devastadoras (BARTOSCH et al., 2004; BACKHED et al., 2005; TIIHONEN;
OUWEHAND; RAUTONEN, 2010; MATIJASIC et al., 2013; WEI et al., 2013; BUELOW et
al., 2017).

As bactérias podem se adaptar de forma rapida a diversas mudangas, como recursos €
flutuacGes ambientais, através da sua capacidade e rapidez de modificar sua fisiologia e
metabolismo. O intestino de seres vivos é um importante reservatorio de espécies bacterianas
envolvidas ou ndo no estabelecimento de processos infecciosos em ambiente nosocomial e
comunitario (DONSKEY, 2006; HARADA et al., 2011; LETOFEE, 2017).

A World Health Organization (WHO, 2014) descreveu que o0s antimicrobianos sao um
dos alicerces que nos permitem viver de forma saudavel cada vez mais, se valendo da
medicina moderna. Porém considera a sua resisténcia uma séria, iminente e devastadora
ameaca a saude publica global, com potencial para afetar qualquer regido do mundo,
independente de pessoa, idade ou pais. Também acredita que caminhamos para uma era pos-

antibiotica, onde infec¢bes e lesdes antigamente tratveis de forma répida, podem agora
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matar, a ndo ser que a sociedade se esforce para prevenir infec¢cbes e mude a visdo do uso,
producdo e prescricdo dos antimicrobianos.

Os agentes antimicrobianos podem ser introduzidos no meio ambiente por diversas
atividades humanas, como descarte direto de medicacdo inutilizada ou vencida, lancamento
das fabricas farmacéuticas sem tratamento e uso de drogas no meio hospitalar e veterinario,
além de contato de seres humanos com animais domésticos, por serem reservatorios de
bactérias resistentes. Os antimicrobianos, em sua maioria, Sdo pouco absorvidos ou
metabolizados no organismo de seres vivos e por consequéncia, de 30 a 90% da dose
administrada é excretada na urina e fezes depois de horas de seu uso, como composto original
ou seus metabdlicos, propagando a resisténcia a antimicrobianos (ASLANTAS, 2017
CHRISTOU, 2017; CRISTOVAO, 2017).

A presenca de microrganismos potencialmente patogénicos em fezes retrata a
ineficicia de diferentes pardmetros na regido como infraestrutura em saneamento, cultura
social e boas préaticas de higiene pessoal. Além disso, a microbiota intestinal € diretamente
afetada com uso de antimicrobianos, eliminando bactérias susceptiveis e sendo reservatério de
espécies resistentes. Quando as excretas sdo eliminadas no ambiente, 0s microrganismos
resistentes servem como agente infectante ou colonizador de outros individuos. Essa
colonizagdo intestinal quando feita por membros da familia Enterobacteriaceae, tem como
maioria de espécies Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae e pode anteceder uma infeccéo
(VIEIRA et al., 1999; BRANDT et al., 2012; LIN et al., 2012; SWIERCZEWSKI et al., 2013;
BRANDER, 2017).

Cepas de Escherichia coli sdo usadas de forma frequente como bactérias indicadoras,
principalmente em relacdo a resisténcia aos antimicrobianos e também sobre a diversidade
genética da microbiota intestinal comensal, sendo nesse microambiente a espécie de maior
prevaléncia (AHMED, 2017).

Os espécimes da familia Enterobacteriaceae compreendem um grupo grande e
heterogéneo de bastonetes Gram-negativos de importancia clinica que estdo amplamente
distribuidos tanto no ambiente hospitalar como no comunitario extra-hospitalar. Esses
membros da microbiota intestinal, podem colonizar a pele, trato urinario e respiratério e,
sendo capazes de sobreviver em agua e alimentos, podem estar associados a surtos infecciosos
(SHARIR et al., 2001; CERQUETTI et al., 2009; MA et al., 2009; VASQUES et al., 2011).

As infecgdes associadas a assisténcia a satude (IRAS) envolvendo bactérias Gram-
negativas multirresistentes, tém aumentado significativamente ao longo do tempo. Este

quadro quando acomete um paciente internado implica na possivel falha de seu tratamento,
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podendo levar a maior indice de mortalidade, quando ndo, compromete seu sistema
imunolégico e estado emocional, gera maior tempo de hospitalizagdo e por consequéncia
maior gasto para a unidade hospitalar. Isto representa um grave problema de Sadde Publica,
acometendo hospitais do mundo todo atualmente (AL NAIEMI et al., 2006; PERRON;
BELL; QUESSY, 2008; WENER et al., 2010, LAl et al., 2011; ABDALLAH et al., 2017).

A descontaminacdo seletiva do aparelho digestivo é um procedimento tradicional em
pacientes hospitalizados na UTI até a sua completa estabilizacdo, minimizando o risco de
infeccbes possivelmente relacionadas a cepas nosocomiais. Essa técnica elimina tanto
patdgenos oportunistas quanto as bactérias comensais, possivelmente selecionando bactérias
gerando grande preocupacdo. O controle das populagbes de patdgenos resistentes a
antimicrobianos em pacientes, reduz sua mortalidade e custos da internacdo na UTI
(BUELOW et al., 2017).

Pacientes liberados do ambiente hospitalar sdo considerados possiveis reservatorios de
patdgenos resistentes, com grande potencial de disseminacdo. Por serem transportadores
diretos, podem futuramente difundir esses microrganismos tanto para o ambiente comunitario
extra-hospitalar como reintroduzir para o préprio ambiente nosocomial e podendo aumentar
taxas de mortalidade. A atual implementacdo de “precaucdes de contato” para supostos
pacientes transportadores deve ser feita 0 mais rapido possivel (mas primeiras 48 horas),
podendo prevenir a transmissdo cruzada nos servicos de salde e casos secundarios, porém
devem ser monitorados em relacdo a desempenho, custo e confiabilidade (PITOUT et al.,
2004; ALIX et. al, 2017; BARRIOS, 2017; BRANDER, 2017; GALASSUS, 2017).

Os microrganismos s&o historicamente reconhecidos como agentes causadores de
infeccOes e o homem vem buscando desde entdo, formas efetivas de tratamento para tais
doencas. Desde o surgimento dos agentes antimicrobianos na década de 50, eles tém sido
fundamentais para cuidados da salde moderna. Seu uso seja para tratamento de infecdes
graves, bem-estar humano ou prevencao de doencas em seres vivos, auxiliou na selecdo de
microrganismos geneticamente resistentes, levando a necessidade de desenvolvimento de
farmacos cada vez mais potentes para o combate a infegdes, tanto no &mbito hospitalar,
comunitario e veterinario. Com o crescimento constante da populagdo, aumento de recursos
financeiros e uso inadequado de antimicrobianos, estimulou a producdo desenfreada de
milhares de toneladas de medicamento e projecdes de crescimento aumentadas a cada ano
(TZOC, ARIAS, VALIENTE, 2004; MILANNAO et al., 2011; OBERLE et al., 2012;
WINTER et al., 2013; CHRISTOU, 2017).
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A resisténcia a antimicrobianos quando atinge a microbiota comensal do trato
intestinal pode se tornar uma ameaca a saude publica, por ser um ecossistema rico em
microrganismos. Apos a pressdo seletiva no organismo de seres vivos, 0 microrganismo pode
difundir a resisténcia para outros organismos, ou disseminar horizontalmente resisténcia
génica entre componentes comensais e oportunistas da microbiota intestinal, sendo uma fonte
de infecgdes futuras. Medidas de controle prévio das infeccBes podem prevenir a disperséo,
mas ndo agem de maneira eficaz em ambientes com alta pressdo exercida pelo uso de
antimicrobianos (PITOUT et al., 2004; GALDEANO et al., 2007; BUELOW, 2017).

A capacidade de adquirir, transferir e expressar resisténcia antimicrobiana entre
espécies do género Enterobacteriaceae, podem representar uma séria ameaca a Saude Publica,
principalmente se forem relacionadas ao ambiente hospitalar. (STALDER; LONCARIC;
WALZER, 2014; RAY, 2017).

As bactérias sdo capazes de dispor diferentes mecanismos para resistir a acdo de
agentes antimicrobianos, como a inativacdo por acdo de enzimas de degradacdo ou
modificacdo, alteracdo de sitios alvo, reducao de permeabilidade de membrana e expulsao de
compostos por mecanismo de bomba de efluxo. A participacdo de genes, associados a
plasmideos, transposons e integrons, contribui para o estabelecimento e disseminacdo de
muitos destes mecanismos entre bactérias de origem hospitalar e comunitaria, contribuindo
para a patogenicidade destes microrganismos, como fatores de viruléncia e enzimas capazes
de modificar e inativar drogas (BROWN, 2003; GASSAMA-SOW et al., 2010; DAVIS et al.,
2011; GIEDRAITIENE et al., 2011; KOCZURA et al., 2012).

Esses genes que codificam a resisténcia a antimicrobiano podem estar agrupados numa
mesma celula bacteriana colonizadora e resultarem na expressdo de resisténcia maltipla a
agentes antimicrobianos. Um grande complicador refere-se ao enorme potencial de aquisicdo
e montagem de blocos de genes de resisténcia e transferéncia horizontal por elementos
genéticos especializados, atraves dos quais as bactérias podem tornar-se resistentes a um ou a
varios agentes antimicrobianos (LEAVITT et al, 2010; VAIDYA, 2011; KOCZURA et al.,
2012).

De todos os mecanismos codificados por genes atraves dos quais as bactérias tornam-
se resistentes aos antimicrobianos, um deles € a producdo de compostos capazes de mudar
sitios de ligacdo especificos de agentes antimicrobianos, impedindo a sua ligacdo em seus
alvos dentro da célula bacteriana ou hidrolisando o antimicrobiano. Inimeras enzimas ja

foram detectadas com esta funcdo, como é o caso das beta-lactamases produzidas contra os
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beta-lactamicos, as enzimas modificadoras de aminoglicosideos (EMA) e 0s mecanismos
plasmidiais de resisténcia a quinolonas (PMQR) (PATTERSON, 2005; OKTEM et al., 2008).

Enterobactérias expressando EMA, beta-lactamases e PMQR estdo distribuidas no
mundo todo, tanto no ambiente hospitalar, como no ambiente comunitario extra-hospitalar e
veterinario (CERQUETTI et al., 2009, MA et al., 2009; ADLER, 2016).

Os beta-lactamicos, os aminoglicosideos e as fluorquinolonas representam trés
importantes grupos de agentes antimicrobianos utilizados tanto no ambiente hospitalar como
no comunitario, sendo os beta-lactamicos e as fluorquinolonas os mais importantes na terapia
anti-infecciosa. Nos ultimos anos, a frequéncia de microrganismos resistentes tem aumentado
de forma consideravel. Muitos antimicrobianos utilizados para o tratamento de infeccGes em
humanos e animais podem ndo ser completamente metabolizados pelo organismo
consumidor, sendo eventualmente liberados nas fezes, contribuindo para o aumento da
contaminacdo do meio ambiente (MEIRELLES-PEREIRA et al., 2002; AJIBOYE et al.,
2009; DIWAN et al., 2010; OBERLE et al., 2012; ANSSOUR et al., 2014)

Muitos microrganismos encontrados em amostras fecais produzem enzimas que
hidrolisam penicilinas, cefalosporinas e monobactamicos. As beta-lactamases mais
frequentemente isoladas nesses tipos de material sdo as de amplo espectro (ESBL), AmpC e
carbapenemases (VASQUES, 2011).

Os beta-lactdmicos atuam na parede celular bacteriana, inibindo a sua sintese ao se
ligarem em proteinas fixadoras de penicilinas (PBPs). O principal mecanismo de resisténcia
dos microrganismos aos beta-lactamicos € a producdo de beta-lactamases, enzimas que
hidrolisam o anel beta-lactdmico promovendo a inativacdo irreversivel destes
antimicrobianos. (GUENTHER et al., 2011; NUESCH-INDERBINEN et al., 2013)

As bactérias Gram-negativas estdo envolvidas no desenvolvimento de resisténcia ao
grupo dos beta-lactdmicos, que através de uma exposicdo eventual, pode selecionar aquelas
cepas que sofreram mutacdes ou levar a superproducdo de beta-lactamases, que hidrolisam
cefalosporinas e monobactamicos de amplo espectro. Isso pode ter favorecido a emergéncia
de enterobactérias produtoras de ESBL, com predominio das espécies Klebisiella pneumoniae
e Escherichia coli, que mesmo possivelmente inativadas por acido clavulanico, ainda podem
sobreviver 30 e 16 meses respectivamente, em substrato inanimado e seco. (PATERSON;
BONOMO, 2005; HAWKEY et al., 2009; ANDRIATAHINA et al., 2010; GUET-
REVILLET etal., 2012).

Diversos espécimes da familia Enterobacteriaceae estdo descritos como produtores de

ESBL e, quando apresentam multirresisténcia, a mesma esta associada a genes localizados
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nos plasmideos, favorecendo sua disseminacdo entre espécies diferentes (ANDRIATAHINA
etal., 2010; BUSH e FISHER, 2011; ISENDAHL et al., 2012; ANSSOUR et al., 2014).

A colonizacdo intestinal por patdgenos produtores de ESBL, principalmente em
pacientes internados, esta associada tanto ao risco de desenvolvimento de infecGes pessoais
quanto cruzadas (especialmente relacionadas a unidades de cuidados de longo prazo). Por ser
considerada fator critico a Saide Publica, ao gerar uma possivel infecdo, também influencia
em opcdes de tratamento restritas, aumentando a permanéncia hospitalar e consequentemente,
acarretando grandes gastos financeiros. Sendo necessario discutir a eficacia no controle da
colonizagdo para a possivel redugdo de infecBes por esse tipo de cepas resistentes (LEE et al.,
2006; ANDRIATAHINA et al., 2010; BIRGAND et al., 2013; KO et al., 2013; NWOSU et
al., 2014).

As primeiras ESBL descritas foram derivadas, a partir de mutacGes pontuais, em genes
condificantes de duas cléassicas familias de betalactamases: TEM e SHV. Esses genes
(blaTEM, blaSHV, blaCTX, blaKPC etc.), sdo encontrados principalmente em cepas de
Klebisiella pneumoniae, disseminadas no ambiente hospitalar, enquanto os genes tipo CTX-M
sdo encontrados em Escherichia coli. Os genes blaCTX-M, encontrados em grandes
plasmideos altamente transferiveis, tem se espalhado amplamente pelo mundo, alterando em
altos niveis a situacdo epidemioldgica (ANDRIATAHINA et al., 2010; LONCHEL et al.,
2013, ANSSOUR et. al., 2014).

A presenca de gene blaAmpC, mediado por plasmideos, é difundida pelo mundo
gracas a alta transferéncia desses genes para outras bactérias por conjugacdo, sendo ainda
pouco comuns quando comparadas as ESBL. Por estarem associadas a outras beta-lactamases
e genes de resisténcia no mesmo plasmideo, tanto as ESBL quanto as AmpC beta-lactamases
sdo associadas a surtos nosocomiais, gerando aumento da morbidade e mortalidade. Porém,
alta expressdo de Amp-C beta-lactamases dificulta diretamente a deteccéo fenotipica de ESBL
em espécies da familia Enterobacteriaceae, porque oculta a sinergia de cefalosporinas de 3?
geracdo e o acido clavulanico (ANSSOUR et al. 2014; ASLANTAS, 2017; UZONOVIC,
2018).

As carbapenemases sdo beta-lactamases que, além de inativarem a agdo de
cefalosporinas de amplo espectro e cefamicinas, hidrolisam também carbapenémicos como
imipenem, ertapenem e meropenem. Esse grupo de antimicrobianos sdo considerados a
escolha prioritaria para o tratamento de infecches graves causadas por enterobactérias
resistentes a beta-lactdmicos e fluorquinolonas, favorecendo a selecdo de cepas resistentes.
(ARNOLD et al., 2011; VASQUES et al., 2011).
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A partir da ultima década, houve um aumento considerado nos relatos de espéecies da
familia Enterobacteriaceae resistentes a carbapenémicos, avaliados por técnicas tanto
fenotipicas como moleculares, ocorrendo o ressurgimento do uso de Polimixina E (Colistina)
como Ultima via possivel de tratamento, por suas propriedades nefrotoxicas serem pobremente
entendidas. O desenvolvimento, no futuro, de uma alternativa para o uso de carbapenémicos
no combate a infecgdes, pode atenuar a pressdo seletiva e gerar uma opgéo para 0s pacientes
que por ventura nao podem utiliza-lo (LEE et al., 2006; KIM et al., 2014; BARDET, 2017).

Infecgbes invasivas nosocomiais correlacionadas a enterobactérias resistentes a
carbapenémicos estdo associadas com altas taxas de mortalidade (de 40 a 50%) entre
pacientes por serem especificas, terem alto poder de disseminagcdo e poucas opg¢des de
tratamento disponiveis. Porém, com pesquisa prévia de colonizacdo dessas cepas, ocorre
auxilio tanto na reducdo da incidéncia geral quanto na transmissdo cruzada em hospitais de
diversos paises. Em Klebsiella pneumoniae, a resisténcia estd associada a presenca de
plasmideos, que podem albergar genes codificando tanto estas enzimas, como enzimas para
outros beta-lactdmicos, além de enzimas que conferem resisténcia para fluorquinolonas e
aminoglicosideos. Inclui-se também diversos fatores de viruléncia bacteriana ja& descritos
como adesinas, sorotipos capsulares, sistemas de eliminacgdo de ferro, producéo de biofilme e
outros (BRATU et al., 2005; BOCANEGRA-IBARIAS, 2017; HANEMAAIJER, 2017).

Um dos genes responsaveis pela producdo de carbapenemases em Kilebsiella
pneumoniae é o blaKPC, capaz de inativar, além dos carbapenémicos, penicilinas,
cefalosporinas e monobactamicos. Esse gene, também presente em outros patdgenos Gram-
negativos, é carreado atraves de elementos genéticos moveis, o0s transposons, que facilitam
ainda mais a disseminacdo de resisténcia tanto a carbapenémicos quanto a outras beta-
lactamases (CHMELNITSKY et al., 2009; GIANI et al.,2009; CUZON et al., 2010;
DIENSTMANN et al, 2010; VASQUES et al., 2011).

Ja os aminoglicosideos séo antimicrobianos formados por parte amino (ou hidroxila) e
parte glicosideo, sendo os mais utilizados: estreptomicina, gentamicina, tobramicina e
amicacina e atuam na subunidade 30S do ribossomo bacteriano, inibindo a sintese proteica ou
produzindo proteinas com defeito. Sdo utilizados no tratamento de infecgBes urinarias,
respiratdrias, intra-abdominais e oculares, além de endocardites e outras. Tem grande
atividade contra bacilos e cocos Gram-negativos aerobios, como por exemplo a familia
Enterobacteriaceae, além de terem atividades contra bactérias Gram-positivas e micobactérias
(MINGEOT-LECLERCQ et al., 1999; ANVISA 2007; RAMIREZ; TOMALSKY, 2010).
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Os genes de resisténcia podem estar associados ao cromossoma, transposons ou
plasmideos, sendo o plasmideo conjugativo o mais frequente atrelado, resultando com
facilidade bactérias multirresistentes. Diversos mecanismos podem estar envolvidos como
alteracdo na permeabilidade da membrana celular, mutacbes em genes ribossomais e
producdo de enzimas que alteram os sitios de ligacdo do ribossomo, sendo esse 0 mecanismo
mais comum, gerando alto grau de resisténcia a este antimicrobiano e grande disseminacdo. A
plazomicina é um aminoglicosideo da proxima geracdo, atuando diretamente nas enzimas
modificadoras de aminoglicosideos, sendo utilizados normalmente em tratamento de
infecgBes urinarias graves e pielonefrite aguda (MINGEOT-LECLERCQ et al., 1999;
ANVISA 2007; RAMIREZ; TOMALSKY, 2010; LOPEZ-DIAZ, 2017).

Mais de 50 enzimas modificadoras de aminoglicosideos (EMA) ja foram descritas na
literatura, isoladas de diferentes espécies bacterianas, entre N-acetiltransferases, O-
adeniltransferases e O-fosfotransferases. Quando conferem resisténcia a gentamicina,
podemos correlacionar com todas as classes de EMA, sendo as subclasses de maior
frequéncia as aac(2’-I), aac(3), aac(6’), ant(2’’) ¢ aph(3’). Ja em relagdo a resisténcia de
aminoglicosideos, ciprofloxacina e norfloxacina, onde o espectro de acetilacdo € estendido,
pode-se vincular a subclasse aac(6’)-lb-cr, mesmo compreendendo também os genes de
fluorquinolonas (ANVISA 2007; SABTCHEVA et al, 2009; RAMIREZ; TOMALSKY,
2010; KIM et al, 2011).

As fluorguinolonas sdo antimicrobianos que bloqueiam a acdo de DNA girase
bacteriana, enzima importante para a replicacdo, regulacdo, transcricdo e reparo da molécula
de DNA bacteriano. Sua resisténcia bacteriana pode acontecer através da mutacdo de genes
responsaveis pelas respectivas enzimas, DNA girasse e topoisomerase tipo IV, da diminuicdo
da permeabilidade ao medicamento pela membrana célular bacteriana, mecanismos de bomba
de efluxo, protecdo de alvo e modificacdo da droga, envolvendo varios genes de origem
cromossomal (NORDMANN; POIREL, 2005; ANVISA, 2007; ANSSOUR et al. 2014).

Contudo, nos anos 90/00, foi descoberto um gene da familia QNR (gnrAl) localizado
em plasmideos, que protegiam tanto a DNA girase quanto a Topoisomerase tipo IV. A partir
deste momento, outros genes foram relatados associados a elementos transponiveis em
materiais clinicos de humanos e animais, mediando resisténcia a fluorquinolonas. Os QNR
sdo genes que se ligam as Topoisomerases, diminuindo sua afinidade para o DNA, tendo
como novos variantes os A, B, S, C e D, além da quinolonas inativadoras de aminoglicosideos
aac(6’)-ib-cr (citado anteriormente por ter espectro de acetilagdo expandido) e o gene gepA,

determinante de efluxo de fluorquinolonas, sendo considerado um facilitador do transporte



23

desses genes. (CERQUETTI et al., 2009; MA et al., 2009; JEONG et al., 2011a; ANSSOUR
et al. 2014).

O aumento consideravel de bactérias multirresistentes € um grande problema de Saude
Publica mundial e seu controle depende tanto do uso correto e reduzido de antimicrobianos
como na prevencgao de transmisséo cruzada de pacientes portadores para outras pessoas dentro
e fora do ambiente hospitalar. Sendo as espécies da familia Enterobacteriaceae provenientes
de amostras fecais, normalmente obtidas por swab retal, as amostras clinicas mais relevantes
para identificacdo de bactérias multirresistentes intestinais. (ALIX, 2017; BARDET, 2017).

O biofilme sdo comunidades bacterianas complexas sésseis aderentes a superficie de
bactérias viaveis e mortas dentro de uma matriz extracelular protetora, composta de
polissacarideo, proteina e DNA extracelular (EPS), apresentando fendtipos diferentes de
bactérias plantonicas, seja pela taxa de crescimento ou expressdo génica. E notdrio que
biofilmes estdo envolvidos em infeccbes no corpo humano, associados a reducdo da
sensibilidade dos tratamentos antimicrobianos, podendo ser formado em superficies bioticas e
abioticas, como tecidos e mucosas de hospedeiros e em diversos instrumentos médicos. Sendo
assim além da tolerancia aos tratamentos antimicrobianos, o biofilme ajuda na capacidade de
resistir as respostas imunes do hospedeiro e dificulta a morte de células inseridas,
principalmente se estdo em camadas profundas (DI LUCA, 2017; RAY, 2017).

Os microrganismos integrados ao biofilme s&o muito mais dificeis de se identificar em
métodos tradicionais de diagnéstico quanto no crescimento plancténico, devido a habilidade
das células de biofilme aderir ao substrato ou entre si através de EPS. Para tratamento de
infecgBes relacionadas a biofilmes normalmente ou é necessério a remocdo mecénica ou
cirurgica do material infectado ou uma aplicagdo de antibiotic lock therapy (ALT) em longo
periodo no caso dos cateteres. Uma estratégia de controle do biofilme pode ser o uso de
produtos quimicos sem agentes antimicrobianos, afetando a formacdo e adesdo destes por
alteracdo em microambiente bacteriano. Porém ainda é necessario uma ampla exploragéo de
diferentes crescimentos para revelar novos aspectos na biologia bacteriana (DI LUCA, 2017,
LETOFEE, 2017; RAY, 2017).

A partir da metodologia aqui proposta sera possivel detectar a presenca de marcadores
de resisténcia especificos, que estdo intimamente ligados a disseminacdo destes
microrganismos, o que podera servir como ferramenta auxiliar nas politicas de controle de

infeccGes no ambiente hospitalar.
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1 OBJETIVOS

1.1 Objetivo geral

Caracterizar fenotipicamente aspectos da viruléncia bacteriana relativos a resisténcia a
antimicrobianos (betalactdmicos, aminoglicosideos, quinolonas e carbapenémicos) e
capacidade de producdo de biofilme em cepas de enterobactérias oriundas de amostras de
fezes de pacientes internados e pacientes ambulatoriais atendidos no Hospital Universitario
Pedro Ernesto (HUPE-UERJ), considerando-se diferentes unidades hospitalares com
diferentes niveis de pressdo decorrentes do uso de agentes antimicrobianos, buscando
relacionar as diferencas nos perfis identificados a possivel presenca de genes de resisténcia

especificos.

1.2 Objetivos especificos

a) Isolar cepas de enterobactérias a partir de amostras de fezes oriundas de
pacientes internados em ambiente hospitalar bem como de pacientes
ambulatoriais;

b) Identificar as espécies de enterobactérias prevalentes nas amostras analisadas;

c) Analisar as cepas através de teste de suscetibilidade aos antimicrobianos
(TSA);

d) Identificar as cepas multirresistentes (MDR) e sua variagao conforme origem;

e) Avaliar a presenca de ESBL utilizando teste fenotipico confirmatorio;

f) Detectar a presenca de genes de carbapenemases através do teste fenotipico
correspondente;

g) Observar a producdo de biofilme e aderéncia em poliestireno das cepas de

Escherichia coli resistentes.
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2 METODOLOGIA

2.1 Casuistica

Amostras fecais, com 0,5 a 1 grama, foram coletadas a partir de 65 pacientes com
moradia na Regido Metropolitana do Rio de Janeiro, todos atendidos no Hospital
Universitario Pedro Ernesto (HUPE/UERJ), um hospital tercidrio com cerca de 600 leitos,
localizado no bairro de Vila Isabel, na cidade do Rio de Janeiro.

O contetdo amostral foi obtido através de aliquotas provenientes do Setor de
Parasitologia, do Laboratorio de Analises Clinicas do HUPE, logo apds processamento de
rotina parasitologica e foram coletados entre abril e setembro de 2014, onde foram isoladas
cepas de bactérias Gram-negativas dessas amostras.

O estudo teve seu parecer liberado pelo Comité de Etica do Hospital Universitério
Pedro Ernesto (CEP/HUPE), sendo provido do numero CAAE 44685015.9.0000.5259/2015.

2.2 Triagem das amostras

Essa triagem foi feita através da aplicacdo de um questionario (Apéndice),
previamente elaborado conjuntamente pela autora e pelo Professor Dr. José Augusto Adler
Pereira, e através de levantamento a partir do prontuario obtido, para categorizacdo de acordo
com a area de entrada no hospital de cada paciente. Todas as aliquotas foram obtidas a partir
do material de pds processamento de exame parasitologico, conforme o fluxo de pacientes de
cada dia, recebido pelo Laboratorio de Parasitologia do HUPE/UERJ. Amostras com menos
de 0,5 grama ndo foram incluidas no processamento deste projeto.

Sua delimitacdo dividiu o numero total de pacientes em 2 categorias: (1) pacientes
provenientes da enfermaria e (2) pacientes provenientes do ambulatério. Desse total, apos
analise, foram obtidas 30 amostras de pacientes internados em enfermaria e 35 pacientes

ambulatoriais.
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2.3 Isolamento das cepas

As aliquotas comcerca de 0,5 grama, apds serem coletadas, foram processadas
segundo Melo et al. (1993) com modifica¢des. Foram feitas trés dilui¢des de cada amostra de
material fecal, correspondente a 1:20, 1:1000, e 1:5000 (Tabela 1).

Tabela 1 - Diluicbes do material fecal para isolamento bacteriano, incluindo os volumes da
amostra, de solucdo salina 0.85% e o volume final da suspensao

Diluicao Amostra Solucéo Salina Volume final
1:20 059 9,5mL 0,0 mL

1:1000 059 499,5 mL 500,0 mL

1:5000 059 2499,5 mL 2500,0 mL

A primeira diluicdo, correspondente a 1:20, onde 9,5mL de solucéo salina a 0.85% foi
adicionado 0,5 grama de cada amostra, homogeneizado e gerando um volume final de 10,0
mL. As outras suspensdes corresponderam a 1:1000 e 1:5000, sendo as amostras sempre
homogeneizadas antes de cada suspensao.

Um indculo de 100uL das trés diferentes dilui¢bes foi distribuido utilizando alca de
drigalski em meio BBL MacConkey Agar (BD) contendo 8ug/mL de Gentamicina, quanto em
meio MacConkey (BD) contendo 32ug/mL de Cefalexina. Alem desses meios, as amostras
diluidas foram inoculadas em meio Chromoagar seletivo para Carbapenémicos
(PLASTLABOR), que contém 1ug/ml de mistura seletiva para carbapenémicos. As placas
serdo incubadas durante 24 horas em estufa a 35°C + 2°C.

Apds a obtencdo de coldnias puras atraves de semeaduras sucessivas, estas foram
analisadas de maneira morfo-tintorial e identificadas através de testes bioquimicos, segundo
Winn e col. (2006), sendo avaliadas aspectos como motilidade, producédo de H2S e gas indol,
fermentagdo e oxidacdo da glicose, fermentacdo da lactose, producdo de uréia, utilizagdo de
citrato como Unica fonte de carbono, descaboxilacdo dos aminoécidos lisina e ornitina,
dehidrolizacdo do aminodcido arginina, prova do vermelho de metila (VM) e Voges
Proskaeur (VP). As cepas ja identificadas foram estocadas em GC médium base, acrescido de

20% de glicerol, guardados a uma temperatura de -20°C para futuras analises.



27

2.4 Determinacdao do perfil de susceptibilidade a antimicrobianos

2.4.1 Difusdo em agar

O teste de susceptibilidade aos agentes antimicrobianos (TSA) foi realizado segundo
normas do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2017). As cepas estocadas
foram semeadas em Muller-Hinton dgar (MHA®, MERCK, USA\) e incubadas por 18 horas a
37°C. Utilizando o crescimento bacteriano, foram preparadas suspensdes em solugdo salina
(NaCl 0.85%) com turvacdo de grau 0.5 na escala de Mc Farland, e essas solugcfes inoculadas
através do uso de swabs em placas de MHA.

Sobre esta superficie foram depositados os discos contendo os agentes antimicrobianos
(Cefar®, S&o Paulo, BRA) e suas devidas concentraces (Tabela 2), e as placas foram
incubadas por 18 horas, em estufa a 35°C + 2°C. Apds crescimento, os halos de inibicédo
foram avaliados segundo CLSI (2017). A excecdo ocorre em relacdo ao antimicrobiano
amoxicilina, pois o CLSI ndo determina o didmetro das zonas de inibicdo em relacdo as
enterobactérias para a determinacdo de resisténcia, sendo necessario o uso das normas
segundo European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST, 2017).
Cepas de E. coli ATCC 25922 foram utilizadas para o controle dos discos de agentes
antimicrobianos, enquanto a E. coli ATCC 35218 foi empregada como controle para inibidor
de beta-lactamases.

Ja para a analise da multirresisténcia foi utilizado como parametro o estudo de

Magiorakos e colaboradores (2012).

Tabela 2 - Agentes antimicrobianos e suas respectivas concentracgdes, utilizados no TSA

ATB |CNC | ATB | CNC | ATB CNC ATB | CNC ATB CNC
CFL | 30ug | CAZ | 30pg | AMP | 10ug NOR | 10ug SUT 259

CFzZ | 30upg | CPM | 30png | AMO | 10ug IMI 10ug TET 30ug

CFO | 30pg | GEN | 10pg | PPT | 100pg/10ug | ETP | 10pg FOS 200ug
CRX | 30pg | AMI | 30pg | AMC | 20pg/10pg | MER | 10ug NIT 300ug
CTX | 30pg | KAN | 30pg | ASB | 10pg/10pg | ATM | 30ug
CRO | 30pg | TOB | 10pg | CIP | 5ug CLO | 30ug
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Legenda: ATB: antimicrobiano, CNC: concentracdo, CFL: Cefalotina, CFZ: Cefazolina, CFO: Cefoxitina, CRX:
Cefuroxima, CTX: Cefotaxima, CRO: Ceftriaxona, CAZ: Ceftazidima, CPM: Cefepima, GEN:
Gentamicina, AMI: Amicacina, KAN: Kanamicina, TOB: Tobramicina, AMP: Ampicilina, AMO:
Amoxicilina, PPT: Piperaciclina com Tazobactam, AMC: Amoxicilina com Acido Clavulanico, ASB:
Ampicilina com Sulbactam, CIP: Ciprofloxacina, NOR: Norfloxacina, IMI: Imipenem, ETP:
Ertapenem, MER: Meropenem, ATM: Aztreonam, CLO: Cloranfenicol, SUT: Cotrimoxazol, TET:
Tetraciclina, FOS: Fosfomicina e NIT: Nitrofurantoina.

A partir da leitura dos halos possivelmente formados no TSA, as cepas que
apresentaram perfil de resisténcia para beta-lactimicos de terceira geragéo, foram submetidos
ao teste de aproximacdo de discos por difusdo em agar para a indicacdo fenotipica da presenca
de ESBL, segundo CLSI (2017). As cepas que apresentaram perfil de resisténcia para os
carbapenémicos, foram submetidas ao teste para averiguar a presenca fenotipica de genes

correlacionados a carbapenemase, segundo a Norma Técnica (ANVISA, 2013).

2.4.2 Teste de aproximacdo de discos, por difusdo em agar

A partir do crescimento obtido em agar, foram preparadas suspensdes salinas (NaCl
0.85%) com turvacdo correspondente ao grau 0.5 da escala de Mc Farland e realizados
indculos com auxilios de swabs nas placas de MHA. Nestas superficies foram depositados,
lado a lado com uma distancia de 20mm entre cada disco a partir de seus centros, 0s discos
contendo 0s seguintes antimicrobianos e suas concentracOes: ceftazidima (CAZ-30ug),
amoxilina associada a acido clavulanico (AMC-20ug/10ug) e aztreonam (ATM-30ug), nesta

ordem. (Figura 1).
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Figura 1 - Disposicéo dos discos para teste de producdo de ESBL, por difuséo em agar

Legenda: Antimicrobianos utilizados no teste - CAZ: ceftazidima (30ug), AMC: amoxilina associada a acido
clavulanico (20ug/10pug) e ATM: aztreonam (30p4g), nesta respectiva ordem.
Fonte: Adapatada de Anvisa, 2013.

As placas foram incubadas por 18h, em estufa a 35°C + 2°C e a leitura do resultado foi
feita a partir da observacdo da “ghost zone” (zona fantasma) observada nos espagos entre 0s

discos. A cepa de K. pneumoniae ATCC 700603 sera utilizada como controle para o teste.

2.4.3 Teste de para a producdo de carbapenemases sequndo Nota Técnica 01/2013 (ANVISA)

Prioritariamente foi necessario adicionar solugdes a discos de imipenem (IMI-10ug) e
meropenem (MER-10pg). Para isso, 10uL das solugdes de EDTA (0,1M), &cido
fenilburénico (AFB-40mg/mL) e cloxacilina (CLOXA-75mg/mL), foram depositadas sobre
dois antimicrobianos cada uma, onde tiveram que secar durante 20 minutos para que fossem
utilizados nos testes. Além desses dois antimicrobianos, também foi utilizado discos de
ertapenem (ETP-10ug), sendo o unico dos trés carbapenémicos no teste que ndo necessita de

ser conjugado.
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A partir de crescimento das cepas em &gar, preparamos suspensdes bacterianas em
solugéo salina (NaCl 0,85%) com turvacdo correspondente ao grau 0,5 da escala de Mc
Farland e estas foram inoculadas homogeneamente em placa de MHA com uso de swab. Em

seguida, todos os discos foram dispostos de acordo com a figura 2.

Figura 2 - Discos conjugados com inibidores e potenciadores, e suas disposi¢Oes teste de

producdo de carbapenemases
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Legenda: Antimicrobianos utilizados no teste — IMI: imipenem, ETP: ertapenem e MER: meropenem e
substancias conjugadas nos discos — EDTA: solugdo de EDTA, AFB: solugdo de acido fenilburdnio e
CLOXA: solucéo de cloxacilina.

Fonte: Anvisa (2013) adaptada por Olivella (2017)

Foram incubados por 18 a 24 horas a 36 £1 °C e interpretacdo do seu resultado deu-se
através do uso da Nota Técnica e da divisdo das cepas estudadas entre o grupo CESP (géneros
Citrobacter spp., Enterobacter spp., Serratia sp. e Proteus spp.) e 0 grupo nao pertencente ao
CESP.

Para o grupo CESP deve ser considerado apenas os resultados de IMI e MER. Se
existir a diferenca de didmetro do halo maior que 5mm entre o didmetro do halo de inibicéo
de discos adicionados de EDTA e néo adicionados, devem ser considerados potenciais

produtores de metalo-betalactamase (IMP, VIM, NDM). Possuindo resisténcia intermediaria
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ou sendo resistentes para IMI e/ou MER e negativos para o teste, essas cepas podem ser
produtoras de outras carbapenemases (KPC ou OXA-48) ou deficientes em porinas.

Para o grupo ndo-CESP se existir a diferenca de diametro do halo maior que 5mm
entre o didmetro do halo de inibicdo de discos de IMI e MER adicionados de EDTA e nao
adicionados, devem ser considerados potenciais produtores de metalo-betalactamase (IMP,
VIM, NDM). Ja se existir a diferenca de diametro do halo maior que 5mm apenas para AFB
para qualquer carbapenémicos, deverao ser considerados produtores de KPC. Se essa mesma
diferenca for entre AFB e CLOXA para qualquer carbapenémicos, deverdo ser considerados
produtores de AmpC plasmidial e deficientes em porinas. E se isolados com diferenca de
didmetro do halo menor que 5mm com AFB, EDTA e CLOXA, podem ser deficientes em

porinas ou produtores de OXA-48.

2.5 Andlise da formacé&o de biofilme em superficie de polestireno

A producdo do biofilme foi analisada a partir do método segundo Merrit, Kadouri e
O’Toole (2005). As cepas apds crescimento em agar, foram suspensas em 3ml de meio
Tryptone Soy Broth (TSB) e deixadas overnight a 35°C + 2°C. A partir do crescimento
bacteriano obtido, foi depositada uma aliquota de 100ul em pogos de uma placa de
microtitulacdo de poliestireno de 96 pocos e incubadas a 37°C por 24 horas.

Posteriormente, os pogos foram lavados trés vezes com 200ul de solugado salina (NaCl
0,85%), corados com 100ul de cristal violeta 0,2% por 10 minutos e lavados duas vezes com
agua destilada em abundancia, deixando a placa em temperatura ambiente para sua secagem
completa.

Depois de secos, adicionou-se aos pogos 200ul de alcool a 95% para que pudesse ser
feita a leitura através do uso de espectrofotdometro (570nm). Para o controle positivo do teste,
foram utilizadas cepas controles ATCC Staphylococcus epidemidis 12228 e controle negativo
TSB estéril. As amostras podem ser classificadas em quatro categorias com base na DO: nao
aderente = DO obtida menos que a DO do controle negativo (DOc); fracamente aderente =
DOC <DO < (2xDOc); moderadamente aderente = (2x) DOC<DO < (4xDOc) e fortemente
aderente = DO>(4xDOQc).
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3 RESULTADOS

3.1 Triagem das amostras

Dos 65 pacientes provedores das amostras fecais coletadas, a maioria tinha como
moradia 0 municipio do Rio de Janeiro (46,15% n=30), seguidos de Nilopolis (10,77% n=7) e
Dugue de Caxias (9,24% n=6). Enquanto sua minoria, variou entre os municipios de Sdo Jodo

de Meriti e Queimados, com somente um paciente cada (1,54% n=1). (Grafico 1)

Gréfico 1 - Divisao de pacientes por local proveniente de moradia, das amostras fecais
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A sua maioria constitui-se de pacientes do sexo feminino (60% n=39), enquanto 40%
(n=26) masculino. Com relacdo a idade, houve uma variagdo ampla de criangas, jovens,
adultos e idosos, pelo fato do setor onde as amostras foram provenientes, compreender todas
as areas disponiveis do hospital. No ambito nosocomial, a maior prevaléncia foi 50 anos
(n=4), 27 anos (n=3), 16 anos (n=3) e 17 anos (n=2). Ja& quando correlacionado a parte
comunitaria, as idades de maior prevaléncia foram 8 anos (n=3), seguidos de 55, 52, 50, 35 e

34 anos, cada uma com dois pacientes cada (Grafico 2).



Gréfico 2 - Quantidade de pacientes por faixa etaria encontrada
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Ja em relacdo as queixas dos pacientes, 100% dos ambulatoriais tiveram, como

solicitacdo para exame parasitologico, uma consulta de rotina. Enguanto, 0s pacientes

internados compreenderam suas suspeitas em gastroenterite (23,33% n=7), dor abdominal

aguda (23,33% n=7), risco cirdrgico (13,33 n=4), infecc¢do urinaria (13,33% n=4), amostras

para banco de leite humano (10,00% n=3), feridas cutaneas (6,66% n=2) e hepatite, dor

toracica aguda e pneumonia, todos com um paciente relacionado cada (3,33% n=1) (Tabela 1)

Tabela 3 - Correlacdo de paciente pela idade (anos) e sua razdo de solicitacdo de exame

parasitologico

Paciente | Idade | Razéo da Solicitacdo | Paciente | Idade | Razdo da solicitacdo
1 7 Consulta 40 40 | Dor abdominal aguda
2 8 Consulta 41 55 | Risco Cirargico

4 36 Consulta 42 39 | Pneumonia

6 16 Gastroenterite 43 26 | Gastroenterite

7 17 Risco Cirurgico 44 27 | Banco de Leite

8 18 Infeccdo Urinéria 45 50 | Dor abdominal aguda
9 38 Gastroenterite 46 30 | Ferida cutanea

12 54 Risco Cirurgico 47 27 | Banco de Leite

13 16 Dor abdominal aguda | 49 25 | Gastroenterite

14 17 Hepatite 50 35 | Ferida cutanea

15 20 Consulta 51 9 Consulta

16 10 Infeccdo Urinaria 53 28 | Consulta

17 28 Risco Cirargico 57 47 | Infeccdo Urinaria

18 52 Consulta 58 66 | Consulta

19 16 Gastroenterite 59 52 | Consulta

20 12 Consulta 61 50 | Dor abdominal aguda
21 7 Dor abdominal aguda | 62 38 | Consulta

22 50 Consulta 63 27 | Gastroenterite

23 60 Dor torécica aguda 65 50 | Dor abdominal aguda
24 34 Consulta 66 41 | Consulta

25 15 Consulta 67 32 | Consulta
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26 25 Consulta 68 59 Consulta
27 46 Gastroenterite 69 34 Consulta
28 50 Dor abdominal aguda | 70 37 | Consulta
30 15 Infeccéo urinéria 71 44 | Consulta
31 47 Consulta 73 10 Consulta
32 55 Consulta 75 68 Consulta
33 35 Consulta 79 29 Consulta
34 8 Consulta 83 35 Consulta
35 50 Consulta 86 33 Consulta
36 33 Banco de Leite 87 55 Consulta
38 24 Consulta 89 8 Consulta
39 30 Consulta

Apbds o processamento das amostras fecais em meios de cultura contendo o0s
antimicrobianos previamente descritos, foi possivel observar que tanto as amostras
provenientes da enfermaria quanto do ambulatério obtiveram éxito de crescimento bacteriano

em sua maioria, sendo 80% (n=24) e (88,57% n=31) respectivamente.

3.2 ldentificacdo das cepas selecionadas

A partir dos pacientes internados foram obtidas 82 cepas, das quais Escherichia coli
(32,93% n=27), Citrobacter freundii (14,63% n=12), Enterobacter cloacae (14,63% n=12) e
Klebsiella pneumoniae (13,41% n=11) tiveram a maior prevaléncia, enquanto Aeromonas
spp., Proteus vulgaris, Providencia stuartii e Seratia rubidea foram as de menor prevaléncia
(1,22% n=1). Foi possivel observar, mesmo em meio seletivo MacConkey para espécies gram
negativas, o crescimento de duas cepas de Staphylococcus aureus (2,44% n=2).
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Gréfico 3 - Porcentagem das espécies bacterianas encontradas no ambiente hospitalar
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Enquanto dos pacientes ambulatoriais foram isoladas 92 cepas, dentre as quais as que
tiveram maior quantidade encontradas foram Escherichia coli (25,00% n=23), Citrobacter
freundii (18,48% n=17) e Enterobacter cloacae (15,22% n=14). J4 as encontradas em menor
nimero foram Enterobacter asburiae, Klebsiella pneumoniae, Edwardsiella tarda e
Klebsiella ozaneae, todas as espécies possuindo apenas uma cepa representante (1,09%).

Houve a ocorréncia de uma cepa de Bacillus cereus (1,09%), mesmo quando
utilizando meios seletivos MacConkey, fato repetidamente ocorrido independente da origem

das amostras fecais.

Gréfico 4 - Porcentagem das espécies bacterianas encontradas no ambiente comunitario
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3.3 Perfis de susceptibilidade aos agentes antimicrobianos das cepas

Apds feito o TSA, obtivemos os seguintes resultados relacionados a resisténcia aos

antimicrobianos em pacientes nosocomiais e comunitarios. (Tabela 4 e Tabela 5,

respectivamente).

Tabela 4 - Perfil de resisténcia nas cepas encontradas em pacientes da Enfermaria

Cepas

Perfil de resisténcia

CFL CFZ CRX GEN AMI KAN AMP AMO AMC
7C1:20bla (Mm1) IMI FOS NIT

CFL CFZ CFO AM1 KAN AMP AMO PPT AMC IMI FOS
7C1:20b2b1 (Mm2) NIT

CFL CFZ CRX GEN AMI KAN TOB AMP AMO

7C1:20b2b2 (Mm3)

PPT AMC ASB IMI MER FOS SUT NIT

7C1:20b2b4x (Cf1) CFL CRX GEN AMI KAN TOB
7C1:20b2bdy (Ecol) | CFL CFZ GEN KAN AMP AMO AMC ASB IMI FOS NIT
7C1:5000x1 (Kol) CFL CFZ KAN AMP AMO AMC IMI FOS NIT
7C1:5000x2 (Cf2) CFL CFZ CFO AMP AMO PPT ASB CIP NOR SUT TET
7C1:5000x3 (Mm4) CFL CFZ CRX GEN AMI KAN TOB AMP AMO AMC IMI

CFL CFZ CRX GEN AMI KAN TOB AMP AMO ASB CIP NOR
8C1:20 (Eco2) FOS SUT TET
8G1:20al (Eco3) CFL CFZ GEN AMI KAN TOB CIP SUT TET

CFL CFZ GEN AMI KAN TOB AMP AMO PPT ASB CIP
8G1:20 ¢ (Ael) NOR SUT TET

CFL CFZ GEN KAN TOB AMP PPT CIP NOR ATM
8G1:20 d (Eco4) SUT TET NIT

CFL CFZ CFO GEN AMI KAN TOB AMP AMO AMC ASB CIP
8G1:1000a (K02) NOR CLO SUT TET
8G1:1000c (Srl) CFL CFZ GEN KAN AMP AMO CIP NOR CLO FOS SUT TET
8G1:5000a (Eco5) CFL GEN KAN TOB AMP AMO PPT AMC ASB CIP NOR SUT TET

CFL CFZ CFO GEN KAN AMP AMO PPT CIP NOR FOS
8G1:5000c (Eco6) SUT TET

CFL CFZ CFO GEN KAN TOB AMP AMO PPT AMC ASB
12C1:20a (Eco7) CIP NOR ATM SUT TET NIT

CFL CFZ CFO CRX AMP AMO PPT AMC ASB CIP NOR
12C1:20b1 (Eco8) ATM CLO SUT TET NIT

CFL CFZ CRX GEN KAN TOB AMP AMO PPT AMC

12C1:20b2ay (Ecll1)

ASB CIP NOR IMI ATM FOS SUT TET NIT

12C1:20b3 (Eal)

CFL CFZ CRX AMP AMO PPT AMC ASB IMI ETP MER SUT
TET NIT

12C1:20b4 (Eco9)

CFL CFZ CFO CRX KAN AMP AMO PPT AMC ASB
CIP NOR IMI MER ATM CLO SUT TET NIT

CFL CFZ CFO CRX AMP AMO PPT AMC ASB IMI
14C1:20 (Eco10) ETP MER FOS NIT

CFL CFZ CFO CRX KAN AMP AMO PPT AMC IMI
17C1:20a (Esl) ETP MER CLO TET

CFL CFZ CFO CRX AMI TOB AMP AMO PPT AMC
17C1:20b (Ps1) ASB CIP NOR ATM CLO SUT TET

CFL CFZ CFO CRX KAN TOB AMP AMO PPT AMC
17C1:1000b2x (Ecoll) | ASB CIP NOR IMI ETP MER ATM CLO SUT TET

CFL CFZ CRX AMP AMO PPT AMC CIP NOR IMI

17C1:1000cl (Ecol2)

ETP ATM CLO SUT TET NIT
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17C1:1000c2x (Kpl) | CFZ CFO KAN AMP AMO AMC ASB IMI NIT

CFL CFZ CFO CRX KAN AMP AMO PPT AMC ASB
17C1:5000c (Eco13) | CIP NOR ATM CLO SUT TET

CFL CFZ CRX GEN AMI KAN TOB AMP AMO ETP ATM
28C1:20a (Cf3) FOS

CFL CFZ CFO CRX KAN AMP AMO PPT AMC IMI
28C1:20b (Cf4) ETP ATM SUT
30C1:20a (Pal) CFL CFZ CFO KAN AMP AMO AMC IMI ETP MER CLO NIT

CFL CFZ CRX KAN AMP AMO PPT AMC ASB ETP
30C1:20b (Eco14) ATM
30-K34y (Ecl2) CFZ KAN AMP AMO PPT IMI ETP MER NIT

36C1:20al (Pa2)

CFL CFZ CFO KAN AMP AMO AMC ASB IMI

40C1:20 (Cf5)

CFL CFZ CFO KAN AMP AMO PPT AMC IMI

40G1:20 (Ecol5)

CFL CFZ GEN AMI KAN AMP AMO

CFL CFZ CFO CRX AMP AMO PPT AMC ASB CIP
42C1:20b (Pa3) NOR IMI ETP MER ATM

CFL CFZ CFO CRX KAN AMP AMO PPT AMC ASB
42C1:1000a (Ecl3) CIP NOR IMI ETP MER ATM SUT TET

CFL CFZ CFO CRX GEN KAN TOB AMP AMO PPT
42G1:1000b (Ecl4) AMC CIP ATM SUT TET

CFL CFZ CRX GEN AMI KAN TOB AMP AMO PPT
43C1:20b (Kp2) AMC ASB CIP NOR IMI ATM SUT TET NIT
43C1:1000bx (Cf6) CFL CFZ CRX AMP AMO IMI

CFL CFZ CRX GEN KAN TOB AMP AMO PPT AMC
43C1:1000by (Kp3) ASB CIP NOR IMI MER ATM FOS SUT TET NIT

CFL CFZ CRX GEN KAN TOB AMP AMO PPT AMC
43C1:1000d (Sal) ASB CIP NOR ATM SUT TET NIT

CFL CFZ CRX GEN AMI KAN TOB AMP AMO PPT
43C1:5000b (Ecl5) AMC ASB CIP NOR ATM SUT
43G1:20a (Sa2) KAN
43G1:20b (Ecol6) -
43G1:1000 (Cf7) ATM

CFL CFZ CFO CRX AMI KAN TOB AMP AMO PPT

43-K48 (Kpd)

AMC ASB CIP NOR IMI ETP MER ATM FOS SUT TET NIT

44C1:20 (Es2)

CFL CFZ CFO KAN AMO AMC IMI

45-K54a (Ecl6)

CFL CFZ CFO KAN AMP AMO AMC IMI

45_K54b (Cf8)

CFL CFZ CRX KAN AMP AMO IMI TET NIT

46C1:20 (Pa4)

CFL CFZ CFO AMO AMC IMI

46G1:20 (Ecol7)

KAN

47C1:20 (Cf9)

CFL CFZ CFO AMP AMO AMC IMI

49C1:20ax (Cf10)

CFL CFZ AMP AMO PPT AMC IMI

49C1:20ay (Cf11) CFL CFZ CFO GEN AMI KAN AMP AMO PPT AMC IMI
49C1:20b (Cf12) CFL CFZ CFO CRX KAN AMP AMO AMC ASB IMI
49-K62 (Ecol8) CFL GEN AMI KAN

CFL CFZ CFO CRX AMP AMO PPT AMC ASB IMI
57C1:20b (Kp5) ETP MER FOS NIT

CFL CFZ CFO CRX GEN KAN AMP AMO PPT AMC
57C1:1000 (Kpé) ASB CIP NOR IMI ETP MER ATM FOS NIT

CFL CFZ CFO CRX GEN KAN TOB AMP AMO PPT
57G1:20a.2 (Ecl?) AMC ASB CIP IMI ETP MER ATM CLO SUT TET NIT

CFL CFZ CFO CRX KAN TOB AMP AMO PPT AMC
57G1:20b (Kp7) ASB CIP NOR IMI ETP MER ATM CLO SUT TET

CFL CFZ CFO CRX GEN KAN TOB AMP AMO PPT
57-K82 (Kp8) AMC ASB CIP NOR IMI ETP MER ATM FOS SUT NIT

CFL CFZ CFO CRX KAN TOB AMP AMO PPT AMC
57-K84a (1000) (Ea2) | ASB CIP NOR IMI ETP MER ATM FOS NIT

CFL CFZ CFO CRX KAN TOB AMP AMO PPT AMC
57-K84b (1000) (Kp9) | ASB CIP NOR IMI ETP MER ATM NIT
61C1:20a (Ecl8) CFL CFZ CFO AMP AMO AMC
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61C1:20b (Ecl9)

CFL CFZ KAN AMP AMC ATM NIT

61C1:5000x (Ecl10)

CFL CFZ CFO GEN KAN TOB AMC IMI ATM NIT

61C1:5000y (Ecl1l) | CFL CFZ CFO PPT AMC IMI ETP ATM NIT
61G1:20x (Eco19) CFLTET NIT
61G1:20y (Pvl) IMI TET NIT

61G1:5000a (Eco20)

CFZ IMI TET NIT

61G1:5000b (Ecl12)

CFL CFZ CFO AMP AMO AMC IMI NIT

CFL CFZ CFO CRX KAN AMP AMO PPT AMC ASB
61-K91 (Kp10) CIP NOR IMI ETP MER ATM FOS SUT NIT

63G1:20a (Eco21) IMI

63G1:20 (EC022) KAN IMI ETP MER ATM

63G1:5000 (Ec023) KAN TET

65C1:20ax (Kp11)

CFL CFZ CFO AMP AMC IMI FOS NIT

65G1:20 (Eco24)

CFL CFZ GEN AMI KAN AMP AMO AMC ASB TET NIT

65G1:1000a (Eco25)

CFL KAN AMP AMO AMC ASB TET NIT

65G1:1000b (Eco26)

CFL AMP AMO AMC ASB TET NIT

65G1:5000b (Eco27)

CFL AMP AMO ASB TET NIT

Legenda 1 - As espécies foram Mm (M. morganii), Cf (C. freundii), Eco (E.coli), Ko (K. oxytoca), Ae
(Aeromonas spp.), Sr (S. rubidea), Ea (E. aerogenes), Es (E. sakazakii), Ps (P. stuartii), Kp (K.
pneumoniae), Pa (P. agglomerans), Ecl (E. cloacae), Sa (S. aureus) e Pv (P. vulgaris).

Legenda 2 - Os grupos de antimicrobianos estudados foram identificados pelas cores: amarelo = grupo das
cefalosporinas de 3* e 4% geragdo, azul = grupo dos aminoglicosideos, verde = grupo das
quinolonas e vermelho = grupo dos carbapenémicos. Os antimicrobianos utilizados foram CFL:
Cefalotina, CFZ: Cefazolina, CFO: Cefoxitina, CRX: Cefuroxima, CTX: Cefotaxima, CRO:
Ceftriaxona, CAZ: Ceftazidima, CPM: Cefepima, GEN: Gentamicina, AMI: Amicacina, KAN:
Kanamicina, TOB: Tobramicina, AMP: Ampicilina, AMO: Amoxicilina, PPT: Piperaciclina com
Tazobactam, AMC: Amoxicilina com Acido Clavulanico, ASB: Ampicilina com Sulbactam, CIP:
Ciprofloxacina, NOR: Norfloxacina, IMI: Imipenem, ETP: Ertapenem, MER: Meropenem, ATM:
Aztreonam, CLO: Cloranfenicol, SUT: Cotrimoxazol, TET: Tetraciclina, FOS: Fosfomicina e
NIT: Nitrofurantoina.
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Cepas

Perfil de resisténcia

1C1:20a2al (Cf12)

CFL CFZ CFO KAN AMP AMO PPT AMC IMI FOS SUT NIT

1C1:20a2b (Cf13)

CFL CFZ CFO AMP AMO AMC IMI ETP FOS

1C1:20b1 (Ecl8)

CFL CFZ CFO AMP AMO AMC ASB IMI

1C1:20b2 (Cf14)

CFL CFZ CFO AMP AMO IMI

1C1:20b3 (Ecl9)

CFL CFZ CFO GEN KAN AMP AMO AMC IMI SUT TET

1C1:20d (Cf15)

CFL CFZ CFO AMP AMO AMC IMI

1C1:20e (Cf16)

CFL CFZ CFO AMP AMO AMC CLO

CFL CFZ CFO CRX GEN AMI KAN TOB AMP AMO PPT AMC
2C1:20 (Ecl1) IMI FOS TET
4C1:20a (Ecl2) CFL CFZ CFO GEN AMI KAN AMO AMC IMI NIT

CFL CFZ CFO CRX GEN AMI KAN TOB AMP AMO PPT AMC
4C1:20b (Ecl3) ASB IMI CLO TET NIT

CFL CFZ CFO CRX GEN AMI KAN TOB AMP AMO

4C1:1000a (Cf1)

PPT AMC ASB CIP NOR ATM

4G1:20a2 (Ecol)

CFL CFZ CFO GEN TOB AMP AMO PPT AMC CIP NOR IMI MER

4G1:20b (Eco2)

CFL CFZ GEN AMI KAN TOB AMP AMO PPT AMC ASB CIP NOR
IMI ATM SUT

15C1:20a (Eal)

CFL CFZ KAN AMP AMO PPT AMC ASB IMI MER ATM CLO NIT

15G1:20a (Eco3)

CFL CFZ GEN KAN TOB AMP AMO IMI MER SUT TET NIT

15G1:20by (Ecod)

CFZ GEN TOB AMP AMO IMI ATM SUT TET

CFL CFZ CRX GEN KAN AMP AMO IMI MER ATM CLO SUT
15G1:20c (Ko1) TET
18C1:20al (Cdivl) CFL CFZ CFO AMO IMI MER
18C1:20a3(1) (Mm1) | CFL CFZ CFO CRX AMP AMO IMI ETP MER CLO NIT
18C1:20b (Mm2) CFL CFZ CRX AMP AMO IMI CLO NIT
18C1:20d1 (Ko2) CFL CFZ CRX KAN AMP AMO PPT AMC ASB ATM
18C1:20d2 (Eco5) CFL CFZ CRX AMP AMO AMC IMI MER ATM
CFL CFZ CFO KAN AMP AMO AMC IMI ETP MER
18C1:20e (Ecl4) FOS
20C1:20a (Cf2) CFL CFZ CFO KAN AMP AMO AMC IMI ATM CLO NIT
CFL CFZ CFO CRX AMI KAN AMP AMO PPT AMC
20C1:20b (Ecl5) IMI ETP MER ATM NIT
20-K22a (Ecob) CTX AMP AMO PPT ASB

22C1:20ala (Cdiv2)

CFL CFZ CFO FOS

22C1:20b2 (Cdiv3)

CFL CFZ CFO AMP AMO IMI FOS

22C1:20c1 (Eco?)

CFL CFZ CFO CRX AMO IMI NIT

22C1:20c2 (Ecl6)

CFL CFZ CFO AMO ASB IMI NIT

22C1:20c3 (Ea2)

CFL CFZ CFO AMP AMO AMC IMI FOS NIT

CFL CFZ CFO CRX GEN AMI KAN TOB AMP AMO
22C1:1000ala (Eashl) | PPT ASB CIP NOR IMI ATM FOS SUT
CFL CFZ CFO CRX GEN KAN AMP AMO PPT CIP
22C1:1000alb (Eco8) | NOR IMI ETP MER ATM FOS SUT
22C1:1000b (Ecl7) CFL CFZ CFO CRX KAN AMO AMC IMI
22C1:5000al (Sall) CFL CFZ CFO KAN AMP AMO PPT CIP ETP
22C1:5000a2 (Sal2) CFL CFZ CFO AMO AMC
22C1:5000b (Cdivd) | CFL CFZ CFO AMO
25-K28a (Eco9) KAN IMI ETP
31C1:20a (Cdiv5) CFL CFZ CFO AMI AMO AMC IMI FOS

31C1:20b (Pal)

CFL CFZ CFO KAN AMO AMC IMI

32C1:20c (Cdive)

CFL CFZ CFO KAN AMP AMO AMC IMI FOS

32-K36 (Kpl) KAN FOS
CFL CFZ GEN KAN AMP AMO ASB CIP NOR ATM
34C1:20alby (K03) TET NIT
34C1:20b1 (Cdiv7) CFL CFZ CFO KAN IMI FOS
39C1:20ay (Cf3) CFL CFZ CFO CRX KAN AMP AMO AMC ASB IMI SUT NIT
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39C1:20b (Cf4) CFZ CFO AMO PPT ASB IMI
39C1:20c (Cf5) CFL CFZ CFO AMO AMC IMI
53C1:20a (Cdiv8) CFL CFZ CFO KAN AMO PPT AMC IMI
53C1:1000 (Ko4) CFL CFZ CFO KAN AMO PPT AMC ASB IMI MER ATM
53C1:5000 (Ko5) CFL CFZ CRO AMO AMC ASB IMI
CFL CFZ CFO CRX GEN AMI KAN TOB AMP AMO
53-K77 (Cf6) PPT AMC ASB CIP NOR IMI ATM CLO FOS SUT TET NIT
58C1:1000 (Cf17) CFL CFZ CFO AMP AMO PPT AMC IMI ETP MER
58-K87 (Koz1) CFz KAN AMO AMC ASB IMI CLO TET NIT
59C1:5000b (Cf7) CFL CFZ CFO KAN AMO
62C1:20ax (Ec010) CFL CTX KAN
62C1:20ay (Ecoll) CFz KAN AMP AMO SUT TET
62C1:20b (Cf8) CFL CFZ CFO KAN AMP AMO AMC IMI
62G1:20a (Ko6) KAN AMP AMO SUT TET
62G1:1000 (Ko7) CRX KAN
62G1:5000 (Ko8) KAN
66C1:20a (Ecol2) CFL CFzZ AMP AMC ASB
66C1:1000a (Ecol3) KAN
66C1:1000b (Ecol4) CFL CFZ AMO AMC
66C1:5000al (Cf9) CFL CFZ CFO KAN AMP AMO AMC IMI
66C1:5000a2 (Cf10) CFL CFZ CFO AMP AMO AMC IMI
66G1:20b (Edt1) CFL CFZ CFO GEN AMP AMO CLO SUT TET
66G1:1000 (Cf11) CFL CFZ CFO GEN KAN AMP AMO ASB IMI CLO SUT TET
66G1:5000 (Pa2) FOS
CFL CFZ CFO CRX AMP AMO PPT AMC ASB IMI
66-K98.2 (K09) ETP MER ATM CLO FOS SUT TET NIT
68C1:20? (Ecl10) CFL CFZ CFO AMP AMO PPT AMC IMI
68C1:1000a (Pa6) CFL CFZ CFO CRX AMO AMC IMI
70C1:20b (Pa3) CFL CFz AMP AMC ASB IMI TET
CFL CFZ CRX AMP AMO AMC ASB CIP IMI ATM FOS SUT
70C1:20c (Mm3) TET
70G1:20 (Pa4) FOS SUT TET
71C1:20a (Pa7) CFL CFZ CFO AMP AMO PPT AMC IMI FOS
71C1:20b (Ecl11) CFL CFZ CFO KAN AMO PPT AMC IMI FOS
71C1:20c (Ecl12) CFL CFZ CFO AMP AMO PPT AMC IMI
71C1:1000 (Ecl13) CFL CFZ CFO AMP AMO AMC IMI FOS NIT
71G1:20 (Eco22) CFL GEN KAN AMP AMO SUT TET
73C1:20ay (Ecl14) CFL CFZ CFO AMP AMO AMC ASB FOS NIT
73C1:20b (Ec023) CFL CFz KAN AMP AMO ASB CIP NOR CLO SUT
73C1:20c (Pa8) CFL CFZ CFO AMP AMO AMC IMI FOS NIT
CFL CFZ CFO CRX GEN KAN AMP AMO AMC ASB
75C1:20a (Ecol5) CIP NOR ATM SUT TET
CFL CFZ CRX GEN KAN TOB AMP AMO PPT AMC
75C1:1000 (Ecol6) ASB CIP NOR ATM SUT TET
83G1:20 (Ecol7) CFz GEN KAN AMP AMO AMC ASB SUT TET
83G1:1000 (Eco18) CFL CFZ GEN KAN AMP AMO AMC ASB SUT TET
86C1:20a (Cdiv9) CFL CFZ CFO AMC ATM NIT
CFL CFZ CFO CRX KAN AMP AMO AMC ASB ATM
86C1:20b2 (Bcel) SUT NIT
87C1:20a (Ecol9) CFL CFZ AMC
CFL CFZ CFO CRX GEN KAN AMP AMO AMC FOS
87C1:20d (Pa5) NIT
89K121(5000) (Eco20) | SUT
89K122(5000) (Eco21) | CFZ KAN SUT

Legenda 1: As espécies foram Cf (C. freundii), Ecl (E. cloacae), Eco (E.coli), Ea (E. aerogenes), Ko
(K.oxytoca), Cdiv (C. diversus), Mm (M. morganii), Easb (E. asburiae), Sal (Salmonella spp.), Pa
(P. agglomerans), Kp (K. pneumoniae), Koz (K. ozaneae), Edt (E. tarda) e Bce (B. cereus).
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Legenda 2: Os grupos de antimicrobianos estudados foram identificados pelas cores: amarelo = grupo das
cefalosporinas de 3% e 4% geragdo, azul = grupo dos aminoglicosideos, verde = grupo das
quinolonas e vermelho = grupo dos carbapenémicos. Os antimicrobianos utilizados foram CFL:
Cefalotina, CFZ: Cefazolina, CFO: Cefoxitina, CRX: Cefuroxima, CTX: Cefotaxima, CRO:
Ceftriaxona, CAZ: Ceftazidima, CPM: Cefepima, GEN: Gentamicina, AMI:. Amicacina, KAN:
Kanamicina, TOB: Tobramicina, AMP: Ampicilina, AMO: Amoxicilina, PPT: Piperaciclina com
Tazobactam, AMC: Amoxicilina com Acido Clavulanico, ASB: Ampicilina com Sulbactam, CIP:
Ciprofloxacina, NOR: Norfloxacina, IMI: Imipenem, ETP: Ertapenem, MER: Meropenem, ATM:
Aztreonam, CLO: Cloranfenicol, SUT: Cotrimoxazol, TET: Tetraciclina, FOS: Fosfomicina e
NIT: Nitrofurantoina.

A multirresisténcia dessas amostras foi definida segundo Magiorakos e colaboradores
(2012) para cepas da familia Enterobacteriaceae, ser resistente a 3 ou mais grupos de
antimicrobianos analisados. A partir do total cepas, obtivemos 32 cepas multirresistentes
hospitalares (39,02%) com maioria das espécies encontradas as Escherichia coli (25,00%
n=8), Klebsiella pneumoniae (25,00% n=8) e Enterobacter cloacae (18,75% n=6). J& nas 12
cepas multirresistentes comunitarias (13,04%), a sua maioria de espécies foram Escherichia
coli (50,00% n=6), Citrobacter freundii (16,66% n=2) e Klebsiella oxytoca (16,22% n=2).
Somente nas amostras de enfermaria foi encontrada uma cepa de Aeromonas spp.
multirresistente (3,12%) (Gréfico 5).

Gréfico 5 - Porcentagem das cepas multirresistentes encontradas a partir de suas origens
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3.4 Producéo de ESBL entre as cepas isoladas

Apos avaliagdo do perfil de resisténcia, foram encontradas 55 cepas (33 hospitalares e
22 comunitérias) com resisténcia suspeita para a presenca de genes de ESBL. Com a execucéo

de seu teste fenotipico confirmatério, foi observado que 36,36% (n=12) das cepas
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provenientes da enfermaria foram positivas enquanto 40,90% (n=9) das cepas ambulatoriais
também possuiam esse mesmo aspecto. (Gréafico 6).

Gréfico 6 - Porcentagem das cepas positivas e negativas para o teste fenotipico confirmatorio
para ESBL
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3.5 Producao de carbapenemases entre as cepas isoladas

Ja em relacdo as cepas resistentes aos 3 carbapenémicos avaliados, 37 cepas, sendo
23 de enfermaria e 14 de ambulatorio, foram feitos testes fenotipicos para a possivel presenca
de genes correspondentes a esse grupo de antimicrobianos.

Nas cepas hospitalares, houve a maior nimero de resultado positivo para a
possibilidade do gene blaKPC (69,56% n=16), seguidos pelo gene blaOXA-48(47,82% n=11),
gene blaAMP-C (47,82% n=11) e a menor encontrada em relacdo ao genes do grupo das
metalo beta-lactamases (GMBL) (13,04% n=3). Ja nas cepas comunitarias, 0 maior namero
do resultado positivo para essa possibilidade deu-se ao gene blaOXA-48 (71,43% n=10) e do
gene blaKPC (28,57% n=4), enquanto os genes blaAMP-C e genes do GMBL sé foram
encontrados em uma cepa (7,14%).

Somente uma cepa (2,70%) de Klebsiella oxytoca proveniente do ambiente
comunitario teve a presenca fenotipica de todos os genes compreendidos no teste, enquanto
18,92% (n=7) possuiu 3 genes, 21,62% (n=8) obteve 2 genes, 40,54% (n=15) obteve somente

1 gene e 16,22 (n=6) ndo possuiu gene em seus resultados (Tabela 6 e Tabela 7).
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Tabela 6 — Resultado dos testes fenotipicos para presenca de genes correlacionados a
carbapenémicos em cepas hospitalares

Cepa GMBL | blaKPC | blaAMP-C | blaOXA-48
12C1:20b2ay (Ecll) - - + +
12C1:20b3 (Eal) - + +
12C1:20b4 (Eco9) - - -
14C1:20 (Eco10) -
17C1:20a (Esl) -
17C1:1000b2x (Ecoll) -
28C1:20a (Cf3) +
30-K34y (Ecl2) -
30C1:20a (Pal) -
42C1:20b (Pa3) -
42C1:1000a (Ecl3) -
43C1:20b (Kp2) -
43C1:1000by (Kp3) -
43-K48 (Kp4) +
57C1:20b (Kp5) -
57C1:1000 (Kp6) -
57G1:20a.2 (Ecl7) -
57G1:20b (Kp7) -
57-K82 (Kp8) -
57-K84a (1000) (Ea2) +
57-K84b (1000) (Kp9) -
61-K91 (Kp10) -
63G1:20b (Ec022) - + - -

Legenda: Ecl: E. cloacea; Ea: E. aerogenes; Eco: E. coli; Es: E. sakazakii; Cf: C. freundii; Pa: P. agglomerans;
Kp: K. pneumonieae.
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Tabela 7 — Resultado dos testes fenotipicos para presenca de genes correlacionados a

carbapenémicos em cepas comunitarias

Cepa GMBL | blaKPC | blaAMP-C | blaOXA-48
4G1:20a2 (Ecol) - - - +
4G1:20b (Eco2) - - - +

15C1:20a (Eal) - - -
15G1:20a (Eco3) - - -
15G1:20c (Kol) + + +
18C1:20al (Cdiv1) - - -
18C1:20d2 (Eco5) - -
18C1:20e (Ecl4) - + -
20C1:20b (Ecl5) - +

22C1:20ala (Cdiv2) - - -
22C1:1000alb (Eco8) - - -
53-K77 (Cf6) - - -
58C1:1000 (Cf17) - + -
66-K98.2 (K09) - - -

1
|+ |||+ 4|+

Legenda: Eco: E. coli; Ea: E. aerogenes; Ko: K. oxytoca; C.div: C. diversus; Cf: C. freundii.
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3.6 Presenca de biofilme nas cepas de Escherichia coli

Devido a sua maior prevaléncia em ambos 0s ambientes avaliados e sua grande
complexidade junto a contaminagfes e infeccBGes, foram avaliados os 50 espécimes de
Escherichia coli quanto a sua intensidade de aderéncia ao poliestireno.

Das 27 cepas provenientes do ambiente nosocomial, 18 foram ndo aderentes (66,68%),
7 foram fracamente aderentes (25,92%), 2 foram moderadamente aderentes (7,40%) e
nenhuma foi fortemente aderente. Enquanto nas 23 cepas oriundas do ambiente comunitéario,
12 foram ndo aderentes (52,18%), 4 foram fracamente aderentes (17,39%), 6 foram

moderadamente aderentes (26,09%) e uma foi fortemente aderente (4,34%).

Gréfico 7 - Porcentagem das cepas e suas intensidades de aderéncia ao poliestireno
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4 DISCUSSAO

Mesmo considerando participacdo em grande parte da microbiota intestinal, a familia
Enterobacteriaceae ainda assim ndo pode ser considerada a mais abundante de todas. Quando
Tamura (2017) avaliou amostras fecais, observou-se a maior presenca das familias
Lachnospiraceae e Ruminococcaceae, sendo as Enterobactérias somente a nona em ordem
decrescente de prevaléncia. Porém Buzon-Duran, Capita e Alonso-Calleja  (2017)
encontraram grande quantidade de enterobactérias em frango, sendo possivel assim
correlacionar a presenca dessas espécies possivelmente resistentes nas amostras fecais, gracas
ao consumo desse tipo de alimento nao higienizado e possivelmente mau cozido.

Ja num estudo brasileiro de cepas hospitalares de diversos estados, foram encontradas
4000 cepas da familia Enterobacteriaceae resistente a carbapenémicos provenientes de
circulagdo sanguinea, trato respiratorio, liquido cefalorraquidiano e outras infeccdes
(MARTINS, 2017). Mesmo que nosso estudo tenha outro tipo diferente de fonte, ainda
possuem similaridades, seja da resisténcia a carbapenémicos (60,92% das cepas totais em
nosso estudo) e também na presenca de espécies identificadas (Klebsiella spp., Enterobacter
spp., Escherichia coli, Citrobacter spp., Morganella morgannii, Providencia spp. e Proteus
spp). Foram encontrados, respectivamente, 15,85%, 2,44%, 32,93%, 14,63%, 4,88%, 1,22% e
1,22% oriundas das cepas hospitalares. Enquanto das cepas comunitarias foram 11,96%,
18,48%, 25,00%, 28,26% e 3,26% nas porcentagens de espécies ou géneros, excluindo
Providencia spp. e Proteus spp, implicando diretamente na possibilidade de ndo haver
espécies especificas com pressdes seletivas diferentes, ampliando ainda mais o espectro de
difusdo de possiveis resisténcias.

Ja El-Badawy e colaboradores (2017) encontrou no Egito, 114 cepas de Klebsiella
pneumoniae em 84 casos compreendendo pacientes tanto do sexo feminino quanto do
masculino, que deram entrada em um hospital, com idades variando de 2 meses até 85 anos.
Assim confirma nossos resultados, onde avaliamos 65 pacientes, que sua maioria era do sexo
feminino, com uma grande amplitude de idade (7 até 65 anos) e possuiam 12 cepas de K.
pneumoniae identificadas, sendo 11 hospitalares e 1 ambulatorial.

Um estudo francés com amostras de urina a partir de pacientes com infecgdes urinarias
isolou com mais frequéncia cepas de Enterobacteriaceae como E. coli, Klebsiella spp. e

Proteus spp, e também isolou cepas Gram-positivas como Staphylococcus spp (CHERVET et.
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al, 2017) assim como outro autor (Park et. al, 2017,) que em pacientes coreanos
internados na UTI, isolou essas espécies incluindo também as Gram-positivas. Nosso estudo
confirma a presenca de todas as espécies, até Staphylococcus, sendo uma afirmacéao clara de
que h& comunicacgdo da microbiota intestinal com outras, provenientes de outros sistemas, por
exemplo o urinario e o respiratorio, sendo possivel até mesmo a transmissdo de resisténcia.

Depois do processamento das amostras fecais, observamos a presenca de crescimento
em meio de cultura seletivos em mais de 80% delas, independentemente de sua origem
hospitalar ou comunitaria, corroborando com Mulki (2017) que também encontrou resultado
positivo em swabs retais de pacientes, sendo eles colonizados ou ndo.

Em nosso estudo encontramos cepas de Enterobacter cloacae, terceira na ordem das
espécies de maior frequéncia, resistentes a cefalosporinas (100% em pelo menos 4 deste
grupo independente de sua origem), ampicilina (83,33% hospitalares e 71,43%
ambulatoriais), amoxicilina (75% hospitalares e 100% ambulatoriais), corroborando com o
estudo de Wisplinghoff (2004) e de Coutinho (2014), que encontrou resisténcia ao
cloranfenicol relacionada a essa espécie, onde em nosso estudo foram obtidas em 2 cepas,
relacionadas a uma possivel baixa frequéncia.

Dentre as cepas encontradas, na maioria de nosso estudo, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae e Enterobacter cloacae, apresentaram diversas resisténcias a antimicrobianos,
como por exemplo as cefalosporinas de 3% e 42 geragdes. Dentre os ambientes analisados,
podemos avaliar pelo menos a resisténcia a um e até quatro antimicrobianos em 51,85% de E.
coli, 90,90% de K. pneumoniae e 75,00% de E. cloacae em ambiente hospitalar. Porém
quando relacionadas ao ambiente comunitario, foram analisadas essas resisténcias somente
em 56,52% de E. coli e 78,57% de E. cloacae e nenhuma resisténcia em uma cepa obtida de
K. pneumoniae De acordo com Van Hoek (2015), a resisténcia bacteriana a essas
cefalosporinas entre essas espécies, estd associada diretamente a contaminacdo fecal,
validando nosso estudo mesmo com uma ligeira diferenca.

Em nossos estudos encontramos espécimes de E.coli resistente a pelo menos um
aminoglicosideos proposto na metodologia, sendo 18 cepas provenientes do ambiente
hospitalar e 10 do ambiente comunitario. Corrobora com o estudo de Lopez-Diaz (2017) que
encontrou essa mesma espécie em amostras urinarias de um hospital espanhol, com mesmo
tipo de resisténcia pelo menos na metade de suas amostras. Nosso estudo indicou a resisténcia
fenotipica a tobramicina em 22,22% das cepas nosocomiais e 21,74% nas cepas comunitarias,

resisténcia a gentamicina em 37,03% das cepas nosocomiais e 39,13% nas cepas comunitarias
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e resisténcia a todos os antimicrobianos testados em 7,41% das cepas nosocomiais e 4,35%
nas cepas comunitérias, confirmando semelhangas com o estudo relatado anteriormente.

J& em comparacgdo a um estudo de amostras fecais provenientes de latrinas da Africa
do Sul (BEUKES, 2017) podemos conflitar e confirmar diversos aspectos sobre as E coli
obtidas em nosso estudo. O autor encontra uma cepa 100% susceptivel a todos o0s
antimicrobianos, o que ndo podemos relacionar com nosso estudo, pois nenhuma obteve esse
perfil. Porém podemos corroborar com diversas resisténcias obtidas nesse estudo africano,
relacionando a resisténcia a tobramicina e gentamicina (aminoglicosideos importantes na
medicina), amoxicilina com &cido clavulanico (o seu uso é frequente em tratamento de
infecgBes respiratorias e urinérias), ciprofloxacina e norfloxacina (quinolonas ndo tdo
utilizadas no tratamento de infecgdes), corroborando com nossos estudos que encontraram
resisténcia a esse antimicrobianos em 22,00% (n=11), 38,00% (n=19), 44,00% (n=22),
34,00% (n=17) e 32,00% (n=16) das E coli totais obtidas, respectivamente. Porém conflita
totalmente em relacdo aos carbapenémicos, pois o autor achou uma quantidade infima, ja
enguanto nosso estudo encontrou 30,00% (n=15) de cepas resistentes pelo menos a um
carbapenémicos proposto.

Das 50 cepas de Escherichia coli obtidas em nosso estudo, 64,00% (n=32) foram
resistentes a ampicilina, 46,00% (n=23) resistentes a contrimoxazol e 52,00% (n=26)
resistentes a tetraciclina, corroborando com um estudo de amostras fecais de surtos diarreicos
e infeccBes entéricas na Africa subsaariana, que também obteve grande frequéncia desse tipo
de resisténcia (BRANDER, 2017). As espécies foram consideradas enteropatogénicas pelo
autor, podendo ser correlacionadas com cepas obtidas em nosso estudo, sendo ainda mais
complexo pela prevaléncia de outros tipos de resisténcia como ciprofloxacina (34% n=17) e
ceftriaxona (30% n=15). Logo é de suma importancia a investigacdo prioritaria de pacientes
possivelmente colonizados por microrganismos multirresistentes mesmo sem infecgdes
aparentes, para que, no futuro, ndo se realizem e que se transmitam para outros pacientes ou
para a comunidade.

Em nosso estudo encontramos perfis de resisténcia bem definidos de 11 cepas de K.
pneumoniae hospitalares e 1 cepa comunitaria. A proveniente do ambulatorio teve minima
resisténcia enquanto as resisténcias nas cepas hospitalares foi de 100% para amoxicilina com
acido clavulanico, 81,81% (n=9) para ciprofloxacina, 81,81% para norfloxacina, 81,81% para
aztreonam, 45,45% (n=5) para gentamicina, 18,18% (n=2) para amicacina, 72,72% (n=8) para

fosfomicina, 100% para imipenem e 72,72% para meropenem, corroborando com o estudo
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com cepas isoladas de amostras fecais e swabs retais de Muggeo e colaboradores (2017) que
também encontrou essas resisténcias para esse mesmo tipo de espécie.

Apresentou-se uma pequena discrepancia na relagdo com as resisténcias de imipenem
e fosfomicina, porque enquanto o estudo de Demir et al. (2017) encontrou 17 cepas com
resisténcia ao imipenem, o presente estudo isolou 46 cepas provenientes da enfermaria e 44
cepas ambulatoriais com resisténcia, compreendendo tanto as espécies que o autor cita quanto
outras da familia Enterobacteriaceae. Esse aspecto pode ter ocorrido pelas diferentes
maneiras de obtencdo das amostras para cultura bacteriana, pois enquanto o estudo do autor
foi feito através de amostras de sangue, fluidos corporeos estéreis, tecido mole e aspiraces
traqueais, o estudo atual foi feito a partir de diluigdes de amostras fecais, sendo possivel a
maior quantidade de cepas resistentes a antimicrobianos.

O estudo de Buelow e colaboradores (2017) nos Paises Baixos, avaliou a microbiota
de individuos saudaveis e pacientes internados na UTI com tratamento de antimicrobianos,
possuindo perfis completamente distintos, confirmando o descrito na literatura de que o uso
desses medicamentos altera drasticamente a microbiota intestinal. Esse estudo encontrou
cepas de E. coli susceptiveis a cefalosporinas e aminoglicosideos, em ambos os tipos de
amostragem, o que conflita diretamente com o0 nosso estudo, pois mesmo em fontes distintas,
encontramos em cepas hospitalares dessa espécie 40,74% (n=11) resistentes a pelo menos
dois antimicrobianos do grupo dos aminoglicosideos e em cepas comunitérias 43,48% (n=10)
com essa resisténcia. E em relacdo as cefalosporinas, encontramos resisténcia em pelo menos
dois antimicrobianos do grupo das cefalosporinas em 44,44% (n=12) e 34,78% (n= 8) nas
cepas de E. coli hospitalares e comunitérias, respectivamente.

As fluoroquinolonas sdo um grupo de agentes antimicrobianos muito utilizadas
principalmente pelo seu amplo espectro de atividade e em nosso estudo, foi identificada a
resisténcia a este grupo em 40,24% das cepas hospitalares e 13,04% em cepas ambulatoriais.
Um estudo em amostras fecais de criangas africanas isolando cepas de Enterobacteriaceae,
corroborou com nosso estudo pois 61,35% delas foram positivas para a resisténcia fenotipica
as fluoroquinolonas, sendo elas compreendidas entre E coli, Klebsiella spp., Klebsiella
pneumoniae e Klebsiella oxytoca. (MOUMOUNI et al., 2017).

Ja Park e colaboradores (2017), encontrou espécies similares com as de nosso estudo,
sendo 23,2% resistentes a fluoroquinolonas, em amostras urinarias provenientes de pacientes
internados em UTI. O elevado resultado obtido no ambiente hospitalar pode ser relacionado
possivelmente ao uso frequente no tratamento de infecgdes (RODRIGUEZ-MOSAZ et
al.,2015).
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A multirresisténcia em relacdo ao total das cepas encontradas, observamos uma
incidéncia de 25,29% (n=44), sendo a maioria de Escherichia coli (31,82% n=14).
Correlaciona com o estudo de Brander (2017) que encontrou 60,6% de cepas multirresistentes
em amostras provenientes de criangas com infecgdes entéricas. Também foram identificadas
correlagdes de multirresisténcia e contaminagdo ambiental: auséncia de saneamento aumenta
76% da probabilidade de encontrar essas cepas, a higiene das maos aumenta 50% essa
propensdo e a quantidade aumentada de pessoas em um cémodo aumenta 10% a mais para
cada pessoa, podendo diretamente relacionar a multirresisténcia das cepas de nosso estudo
com a possivel auséncia de aspectos em relacdo aos pacientes tanto hospitalares como
comunitarios.

A resisténcia das espécies da familia Enterobacteriaceae a diversos grupos de
antimicrobianos é amplamente visto na literatura. Abdallah et al. (2017) descreve que
encontrou em maioria das cepas ESBL positivas, a resisténcia para quinolonas e
aminoglicosideos, corroborando com nossos estudos que encontraram também esse tipo de
resisténcias em amostras positivas fenotipicamente, sendo maioria nas cepas de enfermaria. Ja
em relacdo a resisténcia a nitrofurantoina, ele s6 encontra um espécime, contradizendo nossos
estudos que encontraram 30,92% de cepas que correlacionam esses dois aspectos.

Foram encontradas em nossos estudos uma quantidade consideravel de cepas de
Escherichia coli e Enterobacter cloacae que produziam ESBL, que contesta estudos como de
Brander (2017) que encontrou essa mesma producdo em baixa prevaléncia por Escherichia
coli enteropatogénicas no Quénia (3,6%) e Demir et al. (2017), na Turquia, que achou com
maior prevaléncia as E.coli e de K. Pneumoniae, mesmo que ainda incluindo nos estudos
haviam outras espécies de Enterobacteriaceae como Enterobacter cloacae e Klebsiella
oxytoca, que em nossos estudos obteve esse resultado em maior quantidade em sua
correlacéo.

Também foi confirmada essa producdo num estudo mexicano, onde a maior
prevaléncia das espécies obtidas foram Escherichia coli (a maior), Klebsiella pneumoniae e
Enterobacter cloacae (BARRIOS, 2017) além de outras espécies bacterianas clinicas, sendo
exatamente a mesma condicdo de parametros obtidos em nosso estudo. Fato que também
identificadas enterobacterias produtoras de ESBL em alimentos crus para animais domésticos
em um estudo holandés (BAEDE, 2017), podendo demonstrar que esses animais também sao
possiveis transmissores de genes de resisténcia ao contato de suas excretas. 1sso mostra quao
necessario € a vigilancia e controle dessas espécies produtoras de ESBL para que, a longo

prazo, ocorra diminuicdo de disseminagé&o.
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J& analisando nossas espécies produtoras de ESBL separadas por suas origens,
hospitalares ou comunitérias, podemos ver pouca diferenca, pois a maioria proveniente da
enfermaria foram Escherichia coli (n=4), Klebsiella pneumoniae (n=3) e Enterobacter
cloacae (n=2) enquanto a maioria do ambulatério foram Escherichia coli (n=5) e
Enterobacter cloacae (n=2). O que confirma um possivel perfil de resisténcia relacionado ao
nosocomio, independente da sua procedéncia. Correlaciona diretamente com estudos europeus
tanto a partir de espécies clinicas oriundas de amostras de urina, feridas e outros receptaculos
(GALASSUS, 2017), que encontraram como resultado das Enterobacteriaceae produtoras de
ESBL as espécies Escherichia coli (36,4%), Klebsiella pneumoniae (34,1%) e Enterobacter
cloacae (18,2%) quanto em pacientes hospitalares e ambulatoriais de um hospital, onde foi
detectada a producdo de ESBL e Amp-C beta-lactamase respectivamente, em 13,8% e 6,4%
das amostras (UZUNOVIC, 2018).

Nossos estudos demonstraram a presenca de Amp-C com o0s outros genes de
resisténcia alvo, confirmando esse fato com o estudo de Gahout-sait et al. (2015), que
encontrou esse tipo em conjunto a quinolonas e outros genes de beta-lactamase.

Também se torna relevante pelo fato de um estudo onde pacientes colonizados ou néo,
em unidade de tratamento intensivo (UTI), isolou cepas de E coli e do género Klebsiella
produtoras de ESBL (MULKI, 2017), confirmando nossos resultados. De fato, nem sempre a
infeccdo severa € a Unica importancia em relacdo as resisténcias aos antimicrobianos, sendo
necessaria observacao desde o rastreio, a colonizagdo e o contato desses pacientes.

Quando observamos a presenca da producdo das carbapenemases nas cepas do nosso
estudo € possivel identificar que as principais espécies escolhidas a partir de perfis de
resisténcia compativeis foram Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae e Escherichia
coli no caso das hospitalares e Escherichia coli, Klebsiela oxytoca, Citrobacter freundii,
Citrobacter diversus e Enterobacter cloacae no caso das comunitarias. O resultado de seus
fendtipos foi positivo para o gene blaOXA-48 em 22 cepas, blaAmp-C em 12 cepas, blakPC
em 20 cepas e blaNDM em 4 cepas. Corrobora com um estudo que encontrou em 12 espécies
clinicas também produtora, a partir de teste fenotipicos, tendo como sua maioria cepas de
Escherichia coli produzindo blaOXA-48 e do género Klebsiella produzindo blaOXA-48
(Galassus, 2017), tanto quanto o estudo de Hanemaaijer (2017) que encontrou especies do
género Enterobacteriaceae produtoras de carbanemases (sem producdo de ESBL) em
pacientes previamente hospitalizados na Europa e Asia, dando a atual magnitude da difuséo

desse tipo de resisténcia em todo o mundo devido ao uso para tratamento de infeccGes graves
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causadas por ESBL, sendo Klebsiella pneumoniae a espécie do estudo com mais genes
encontrados (blaOXA-48 e blaKPC).

Das 12 cepas produtoras de enzimas do tipo Amp-C em nosso estudo, sua metade foi
procedente de amostras hospitalares provenientes do grupo CESP (50% n=6). Seu resultado
pode ser falso-positivo pelo fato dessas bactérias serem produtoras constitutivas de beta-
lactamases cromossomicas, aumentando a producdo de resisténcia as enzimas do tipo Amp-C,
e sua dificil interpretacdo. (ANVISA, 2007; HIRSCH, TAM, 2010).

Em relacdo a producdo de biofilme, o resultado obtido sugere certas concordancias
com o estudo de Bocanegra-lbarias (2017) que encontrou maioria das cepas de
Enterobacteriaceae ndo aderentes ao poliestireno em amostras providas de um hospital
(81,8%), porém discorda em relacdo ao indice de fortemente aderentes (16,7). Nosso estudo
além de ndo encontrar nenhuma proveniente do ambiente nosocomial, ainda encontramos uma
com essa caracteristica no ambiente comunitério, gerando a preocupacao da disseminacgdo de
genes de resisténcia construindo perfis de resisténcia possivelmente hospitalares, em cepas
gue ndo sao diretamente ligadas a hospitais. E a autora ainda correlaciona a resisténcia aos
carbapenémicos com isolados tanto forte quanto fracamente aderentes, o que se confirma em
nossos estudos porque a resisténcia encontrada nas cepas de Escherichia coli ndo foram
diretamente ligadas a aderéncia ao poliestireno.

O resultado obtido para formacgdo de biofilme em nosso estudo também pode ser
corroborado tanto com o estudo de Schiebel e colaboradores (2017) que encontrou em
isolados de E coli esses tipos de aderéncia, porém ndo confirma no aspecto dos “ndo
aderentes” como maioria encontrada em nosso estudo, sendo 66,68% em cepas hospitalares e
52,18% em cepas comunitarias, sendo possivel afirmar que a formagdo de biofilme ndo é
somente a exclusividade de cepas com perfis de resisténcia hospitalar, sendo possivel até no
meio ambiente. Ja essa pouca aderéncia € confirmada num estudo iraniano de amostras fecais
de pacientes hospitalizados e ndo hospitalizados, que encontrou a capacidade das cepas das E.
coli produzirem biofilme, mesmo que fracamente (HASHEMIZADEH et al., 2017).

Ja em relacdo aos artigos publicados pela autora de nosso estudo como co-autoria
(NOGUEIRA et al., 2015) e submetidos até a presente data como co-autora (GONCALVES et
al., 2017 e NOGUEIRA et al., 2017), mesmo esses artigos serem em relacdo a amostras
provenientes de corpos d’agua, podemos interpretar que a presenca tanto de espécies
semelhantes as encontradas no meio hospitalar e comunitario, como também seus perfis de
resisténcia. Essa realidade pode ser também analisada como a difuséo de resisténcias, seja por

despejo de industrias ou de esgoto sem tratamento prévio em &guas, podendo gerar alta
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pressao seletiva e assim cada vez mais difundir genes de resisténcia em cepas até mesmo nédo

patogénicas, podendo vir a ser fonte de infecgOes futuras.
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CONCLUSAO

A partir da metodologia e objetivos propostos, foi possivel a identificar a presenca de
cepas Gram-negativas pertencentes a familia Enterobacteriaceae, com a maioria das cepas da
espécie Escherichia coli, um indicador fecal muito importante e descrito na literatura
cientifica. Diversas cepas possuiam perfil de resisténcia hospitalar tanto aquelas cepas
provenientes de pacientes internados quanto de pacientes ambulatoriais, mesmo que em
menor quantidade como ja era o esperado.

A caracterizacdo fenotipica da resisténcia a antimicrobianos indicou a presenca de
genes relacionados a resisténcia aos quatro principais grupos de antimicrobianos utilizados no
tratamento de infecces por enterobactérias (betalactamicos, aminoglicosideos, quinolonas e
carbapenémicos).

Embora ndo tenha sido possivel a deteccdo dos genes relacionados a resisténcia
através de ensaios moleculares. A caracterizacdo fenotipica é passo essencial para criacdo de
estratégias para controle de infec¢des, revelando patégenos como potenciais fontes de genes
relacionados a mecanismos de viruléncia, como aqueles previamente associados a resisténcia
e multirresisténcia a antimicrobianos e producéo de biofilme.

Ensaios moleculares ndo foram realizados devido a crise financeira da propria
instituicdo, onde a dificuldade de obtencdo de materiais e tempo habil impediu o trabalho de
seguir aos resultados genémicos.

Considerando que a transferéncia de elementos genéticos de resisténcia a
antimicrobianos esta ocorrendo ininterruptamente no ambiente hospitalar e comunitario, os
resultados reforcam que medidas de barreira a transmissdo de microrganismos e 0 uso mais
criterioso de antimicrobianos sdo necessarios para o controle da disseminacdo de
microrganismos albergando elementos de resisténcia.

Uma ferramenta efetiva de triagem a priori dos patdgenos multirresistentes
transformou-se em prioridade para adaptar tratamentos, isolar pacientes infectados e possiveis
transportadores, impedindo a transferéncia de resisténcia entre patdgenos comensais e

infecciosos.
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APENDICE A — Questionario para triagem de pacientes

Questionario:

Nome:
Sexo:( )F ( )M Matricula: Idade:
Endereco:

Clinica: ( ) Ambulatério () Enfermaria Qual?

Data da coleta das fezes: / /

Data de internacao: / / Tempo de internacao:

Causa de internacgéo

Antibidticos (nos altimos 6 meses)?

() Uso, qual? Quando? Por quanto tempo?

( ) Nao uso ( ) Néo informado

Internacdo nos Ultimos 6 meses? Onde? Quando? Por quanto tempo? Houve infeccdo?

Coleta de material? Resisténcia?

Observacoes:
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Belng 0 modfication and degradation of the awechthon
microflere. TAE increase of dschavged gfffvents con alse

eutrophication (1BEXWE, MURINDA: GRAVES, 2011,
BAYRAM et &V, 2012; DERRIEN et &), 2012).

The discharge of waste coniaining antievlcrobiol drugs
moy geserale @ selective pressuse fovoring the groweh of
an antievcrodisd resltont popusation (GONCALVES et af,
2014). According to Homix: (2012) the antimicrodial
reshtance bas become in the keat two decodes, o fast
prowing aad out of control isue around the world The
acquired resiitance 1o antimicrodial drugs on noturely
resftont strales hes began from sotwal selection and
expoiure 10 some antimicrodial druge. Naturely oc-
curring events, such 04, mutations, pene tracsfer and
gesenic recombingtion con aiso contribute 0o the ocgus
sition of antimicrodial reslstont trails (NCRZENIEWSKA;
MARNCSZ, 2013 ZHANG et o, 20120; ZHANG et oL,
20128).

The mais resistonce mechanias found in Grom
negative baclll include: modifiing the ontianicrobiols

BacilV Gram negative can become seslitont 10 several
onfimicrobiol classes which may esable them 1o spread
and colonize diferent hosts and envirowments is oo
eoasier manser (GIEDRAITIENE, 2011).
Studies by Gangalves et al (2024], k was possible to
detect the presence of olfforms presesting astimicrobinl
resddance morkers by wates samples of Guawabare Boy,
moy be refated 10 species from the haspital sewage.
The oguutic ecasystem of Soquavena may, i prew-
ous peary, have usteeated sewage discharges, corrently
there & 0 comstruction project taking ploce 10 thot the

sewage can be treated before discharging thess into the
ecoyitem. The woler i those ecosystems are ased &

i the present seudy, the ol was o identlly bacte-
rhal samples it weter samples, collected ot diferent sives
areend the Saquaresy lagoow, 10 percelve o poasibie
ecolegical degradution by the presence of multidrug resbs
ant dactenio and thesmo tolerant colforans due 1o sewape
discharge comtainieg ontieicrodiol residues

METODOLOGIA

Study area - Samples wese collected ie AseN 2010 and
in Fedvuary 2011 ot diferent sites avound Saguarems k-
pocn (Seate of Rib de Janeire, Brasl A Apnd 2010 the sass-
ples were collecred from three sltes: ciose 80 Saguarems
ity centre; at the Borra France waterway (consects the
Tageos 1o the sea) and o front of the fishermen reside. s
February the sampies were collected of three sites (Joconé
1, 1Y and W) o the Jocond Bevough,

Colimetric tests ~ Serfol dilutions were sued ac-
covding to Standard.. (2014), kn erder to determine the
presence of tosl nd thesme tolerant colform. Positive
tudes, showing turbidity and gos production, were
streaked onto Methyiese Blue Agor (EME) agor plates
10 kolare Escherichia coll The growth on the diffevent
beoths (Lactose, Briliast Green and EC) was interpreted
wiing the MceGrady talle.

Isolation and Identifcotion of the stradas ~ For eoch
water sompies from each site, &t wes incculared two
botties of 100ml Beain Heart infusion (BHY] Broth with
deuble concentration, M only one dortle it wes added 32
ang/ml of Cephalotie, The ogav media Cystine Loctose
Sietrodyte Deficient - CLED wos wed, with and withest
antimicrodial drugs, to select the somples 1o be wed
for the study and the identification was performed ac-
covding 2o Marray et ol (2007) whese it was evaleoted:
motiity, production of .S and indele, fermentation of

Antimicrediol fusceptibiiry Testing - The resh tance
prefiles of the different steal was corried out thvough
g diffusion method according 1o Clinkcal Laboratovies
Srandards litute = CLS (PERFORMANCE.., 2012). &
& imporiant o emphasie that, although beloaging 1
the same antidiotic closs, they are from difflerent ges-
erotions once that the firar end second generation of
antimirodinds Aoy besw widely wsed doth ks community
and hasplial essvronment and can be found i levge-scale
on the enviroamrest. Eschevichio coll somple ATCC 25922
wes used o3 control The folowing entimicrobiad apents
were used with thek respective potescies: Cephbalorhin
{OPH =~ 30pag), Cephazolin (CFZ = 30pg), Cefoxitin [FOX
= 30pg), Cefuraxiese (CRX = 30ug), Cefotaxime (CTX
= 3ugl, Ceftriaxone (CRO - 30ng), Ceferidime (CAZ
= 30ugl, Cafepime (CPM = 30ug), Gestomicin (GEN ~
10yg), Amilzicin (AKX = 30ug), Kanawycin (KAN = 30u5),
Tedramycin (TOE ~ 10ug), Ampicilis (AMP ~ 10ug),
PiperociiVn/Tazeboctom (PPT = 100u0/10 pg), Amoxy-
ellin/dlavedonie oud (AMC = 20ug/10pg), Ampicilin/
Sulbaztam (ASE ~ 10pg/10ug], Cipraflasacis (OF - Sugl,
Neeflesacin (NOR ~ 10pg], Imipesem (PAM ~ 1035, Er-
ropenem (ETP = 10ug), Artreonam [ATM - 30ug), Chis-
rampheniced (CHL = 20pgl, Tetrocychine (TCY = 30u5),
ond Cotrimoxazole (SUT = 25ug).

The somples resistant to 3 generetion
s iy AST were submnitted 1o confirmatory tests of ex
teaded-apectrum beto-lactamases (ESELsJ production by
the double-lsc synergy teat ond the approvemanion fest,
according 10 OLS Q014). KlebsieNs poeumankye stradn
ATOC 700803 was saed @2 control,

Plesmisd DNA extroction - Sixteen samples (1.3,
10RL2, 4.22, 4.13, 4,15, 4,16 4.20, 4.39, 4CRL1, 4012,
4CFLE 52, SCRL2, SORL3, SCRS, 6013 showed reshie-
ance 10 theee or more antimicrodial drugs oad wese

Ry, Oac. M4, Bol, Sahadar v 14, A 2, 3. 14T-152, realLlage. 2005
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Detnction of bactachl aampbe: oo the aguati scoeytisrm adcert o Zaguamea Lagooe - 3o de hrako

subeoitted 1o DNA extraction and (LE¥ agarede gel elec-
trophoress for plrsmid detection, according to Gosgalves
et &), (2013). We wied plasmid DNA of £. colV R8ET sample
a3 madecular waipht sarkess and E. coVl K12 R23 o4 mepe-
tive contral for the preseace of piasend DNA. The peid
were dyed o an ethidium Bromide solution (0,5 seg/ml),
analyzed in ultrawile! Fomiwmingtor and photograpbed
&y a Kodak FDAS 120 system.

RESLLTS
Colimetric tests ~ The MPN obralsed ke this study
were considered usacceprable according o resolution

CONAMA 274/00 BRASIL. CONAMA, 2000) except samm-
ples from collection site [L The therme tolerant colfforms

resaits showed pood water quailty and accevding to the
later resclution the water was satisfoctery (Table 1)
Isolation of straies ~ On the six collection sltes
around Saguavems logoon there were bolated 121
sampdes belonging 1o 13 differest species, such oy En-
terobacter ogplomenans (23/121), Preudosscnes seruph

cmense (12/121), Citrebacter spp. (7/121), Entercbacier
aerogenes (7/121), Enterobazter sakazakli (7/121), Citre-

bacter freundhi (4/121), Escherichio coll (5/121), Serratia
Nouefociens (2/121) and Serratia marcescens (2/121).

Aatisvicrobist Suscepeitiity Testing - Frow the 121
somples tested, 41 (33, IN] samples were reshitont fo
three or more classes of entimicrobiols, these classes,
determined according to Maglorakos et ol (2012).
The mois closses mar showed resisioace were the 14
and 27 genevation of cephalosporins and pemiciting,
capecially AMP (34 straies), S samples were restiiont
10 Sed geseration cephalosporing and 25 sampies were
reshitont o (FL Seventeen somples showed reststonce
10 AMY, 14 somples wese resltant to GEN and 22 were
JCY resistant frable 2).

Pilosmid DNA extraction ~ From the 18 samples
submitted fo plasesid DNA extroction, 9 [S6.25%) had
conshitent with plosomid DNA. Two semples (.16 and 4.20)
show @ molecular weipht of 147 kb while seves somples
(4:16, 4:19, 4:20, 4CFL1, 5.2, SCFLY and SCFLS) hod mo-
lecudar waipht Betwees 147 kb ond 63 kb. Thvee somples
{4.15, 4,16 and 40F12) bad molecwlar weight below 83
kb1t s moveworthy the stradn 416 showed theee differant
e ampicons and stravn 4:20 showed two different sie
amplicoss,

Talile 1 « MAN (nshex 200 mil by woter sxvepies colivcted of sfter srownd Soguareme lagson

Collection gokvie
Pacwmaters
Itwdea Oy Contre Fidy arrvan rariderce Jacand | Jaconk B Iacord 1

Tatsd Colformas 200 n *L80 1420 200 L0
Therrao toberantt Caltlorne P «2 0N Q < Q
Table 2 = Avtimicobly nmiicrcy profile of the dfferent somples Sslsted foem the woter sampler colected of the Soge
lopacn ecoayaters,

Stiira oA Fauiance profie Corfirreatony test %o L300

13 [T IO CRGAMPNC L

ple b3 £ aakzrekd CRL/OPM MY L

p5" ) £ opghamensy CRLACPHMVRAX N

an X @owoe CRU/ACW /eI L

ple V) P anugoass CRLATUC RO CHL L

“° £ cpgamensu CRLACWMYICY N

“ [ CRUCW AW TOR R GTN L

o £ proveanse CPHACAOAL/GEN AN 2]

o £ cppharmenss CPACADAL/CENAN 2]

LR P aaupous CRLCW/CRVAMA TOOYAN L

455 € frounah CPWTOOON L

“n < frounay TRV T NT

o £ opgramenaus CRANEY TORORL ) AN L

“w X pneveonse ANFIICHOIL NT

e X paweanze ANFITICHOIAE NT

@ £ corcgunm AHOIMNE NT

w2 X proveranse CROANVSYITHON L

@ ¥ amcnatnze CRLOW/ACRVAMA NG N

4 € opgsarcersur TR NT

Rt £ opgramerzu CRATHMRTTNGEN T

Rex Chinc. Mid. Bl Ssvador v 14, 2. 2, p 347-10, ol g, 2003
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Stalas Speces profile [< faat to TSBL
ACFL £ owvghaoss T CPW/ TR AN TOY AN NT
acr2 £ chacze CRTHNAN L
ACFS C frounai CFICPU/CR AN TCY L
Acra 7. sanuginon CRY/CPH/CRICA MY H
AR 7. sarugincss CRCPH NPT L
2 £ cpplomenw CRN/ RO H
7 X cooeoce CROANFGIN N
50 £ epglomenw TOOY AN O NT
s £ omvghnoss O CTYAM P I G DN Nt
sas X premanos AMPTCOGEN L
scru Lagglccwware CONCRGAM PG NT
scrQ £ comgune CRNCROIGINNGTP H
SCFQ I cggomeny P TR P GEN AN L
SCFUA £ awvghoas P CAM FASEN X N
SCRD £ aavginoss PN CUYCRO NP GOV O P H
2 £ aavvpinosa CRCPUOANRTML L
A £ epglovcenw RO ICY L
s I ogglomenw CRICPU NP AN NT
“cru < frogei CRYTCNGEN NT
“©re 7. aruginoss CRI/CPW/CRY AN TOO RN NT
Sca 2 saruginom SR CPW/CRUAMNOILIGEN LS
-G % ~Cap CRX ~C AP ~ Amplcie; AK TCY ~ Tetracychan; ML~ C N
AN - CRO ~Catt CP ~Oprafioeaciy NT « rot serted,

ing the ph of hlcations b thé kepecn. The
mm“ﬁh MMMW
results accorting 1o reselution CONAMA 2 74/00 BRASK.
CONAMA, 2000). The study by Kolowole et ol (2011) sug-
peits that therme toderant colforms levels cow oppear S0
Be fow (o coasral ingooss due to the constant resewsd of
wates, soemally through o chansel. These findings conres
the rexulls of the present study, stvce in Saquavema kagoos
this remewal & enabied by the Barre Frawca chansel
Ash et ol. (2002) stoied the water from some rivers in
Unred States of Amerkcs finding matly four bocterial ge-
i, samely: Cirobdacter Enterobocter, Paeudimanss and
Serratia. These findngs corroborate with the resuls i the
present study, akbough, the present study found thet 25%
of the isciated beioviped 1o Klebuieds spp. wiie in the Ash
et & (J002) stedy this pencs wes the least found Brasck
ef ol (2012) described the genus, Kiebuiela, Escherichin,
Enterobacter & Orodocter to be the mout common found
in cosamllogoons, which confirms the seaults of the present
Studly. It was afie found o the peesent study that 15% of
the Bolates were nonfermenters subsiostioting the results
frov Meiseles Peseira et ol (2002)
According 10 Korzesiewsko, Korseslewshs ¢ Noarnde
(2013), the bigh sumber of reshitont ancroonganises
found in the wastewater may be essociated with the
presence of antibvolics io the eavironment. Reslitaace 5o
antiblotics commaonly used 0 teat Mmans wes 4415
by Enterobacteriocece samples found o the environ-
menat. Maglorakos (2012] astert that the strales may de

considered multidreg restitant ance showing resisiance
10 three o meve antimvicroblal groups, excluding the -
trinsk resiitances. Many outhers state that the presesce
of antibictics iy an environment & the mals force for the
selection and spveod of reshitance, However, there i Mrrke
evidence 1o confirm thae astibiseics change and sromole
the sefection of restirance is these emtonments (NOVO o
o, 2013). The present study showed that besides resstose
1o different closses of antioicrodiol the samples Sokited
A ot show ony sesistonce profile consisient to the ones
found s noaocomial settings,

This study focussed on Gram nepetive Socll, with some
entiavcrobinl resstonce, which sy be found Both is the
comeunity and &t the Aospaw, Donsley (2008) found ne-
socomisl Gram-aegative bacilV resistost 1o cephaicaperin,
cpeaflanacin and aminoghccsthes, which cormoborares the
sesules of the present study. Furthermore, according fo the
same suthor, Gram nepotive bocAV uhen seststant to differ-
ent antimiceolvol dlasaes may enbance ddaemination end
colentzation of pathogesic bacteniz. Rideie of al (2001)
detected Wgh numbers of Enterobacteriacese, dolted from
constol sewage, that were readtant & ampicAln due to the
wideszread we of this antimicrodial drug lo the comeanity.
o the presest stedy, 2% (34/41] of ol holosed steakns were
Feaiitant 10 ampicAls,

A the presest study there was no samples showing
ES8L production on confirmation tests although, according
10 Veagues et ol (2011), Escherichio coll, KlebaleNs poey-
monke, Enterobacter 12p. ¢ Serrotia sarcescens are the
05! frequent reservois for ESBL encymees.

Muortine: ¢ Baquere (2002) affirm that antiesicroblal
fesispance i micreorganiims & @ gesetic phenowreson

Rav. Olac. M4, Bel, Salvedars v 14, & 2, 3. 147-152, maljago. 2003
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Datacrian of bactarial tampbet o the aguatk

sncect to %

Lageee « Ro ds heako

reloted ro the exitence of geses escoding different dic-
chesvical mechankms that prevent the action of drige
According to Dewitsey (2008), among Gram-negative
Sachl, rhe production of ESBLs & the moat common
resistance mechamises, and wolves the participation
of plosmidy tronsferred to other aicreorgasise. It was
posnible to detect plasenkls waiphting from usder S3k0
2o 1470 M straing showing resitance to different onti.
microdlol closses. Mayer (1988) showed thot plasenkls
con be transfersed between different bacteriol penus and

The dasemination of bactenis through aquatic ecosys-
temns can kead 20 Hamaen and Animal infections which can
have o dfficull ireatment if these Bacterks corry entionl
crolinl resitonce ganes (o thel plaamicly. The free tronskt
of bacterks between differest ecosystess has occurred
fer many decodes ond & may bave been aggrovated by
the fack of samiation policie: and peor 200 mansgesest.

con occwr between bacterial species (fving M o aquatic
ecosystem which may leod 8o husan infection with o
complex treotment. Soguarema Lapacn i is @ preservo-
tion condition and it shows signs of good water guaiily,
although, the comtont presence of doctenio enciosly
antimicrobiol resiitance genes i d{lferent sites of the
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Abstract (300words)

Aquatic ecosystems are considered ideal for the exchange of bacterial genetic material
and recognized as a relevant source of antimicrobial multi-resistant (MDR) bacteria.
Despite a great number of studies addressing estuarine, freshwater and marine bacterial
diversity, few have examined urban coastal lagoons in tropical habitats. In this study the
occurrence of extended spectrum beta-lactamase-ESBL MDR Enterobacteriaceae in a
coastal lagoon complex located at Rio de Janeiro metropolitan area, Brazil was
investigated. Water samples collected from three distinct sites (Camorim channel,
Jacarepagua and Marapendi lagoons) were inoculated into both 8 pg/mL gentamicin and 32
png/mL cephalothin selective media. Ninety-seven strains of the following species were
isolated from water samples (30 in gentamicin media and 67 cephalothin media):
Escherichia coli (n=34), Enterobacter agglomerans(n=29), Citrobacter freundii(n=15),
Proteus vulgaris(n=09), Klebsiella pneumoniae (n=06), Proteus mirabilis (n=02),
Enterobacter aerogenes (n=01) and Enterobacter cloaceae (n=01). The use of gentamicin
selective media allowed the isolation only of E. coli, E. agglomerans and K. pneumoniae
strains. Therefore, the concomitant use of these selective media favored the isolation of a
higher number of strains and species from water samples. Enterobacteriaceae
isolates(34.02%) expressing varied MDR profiles were isolated from Jacarepagua (n=14) and
Marapendi (n=13) lagoons and Camorim channel (n=06) collection sites: E.coli (n=11),
E.agglomerans (n=18), K. pneumoniae (n=02), C. freundii (n=01) and P. wvulgaris
(n=01).Two E. coli and 08 E.agglomerans strains were characterized as ESBL-positive. The
presence of blarem gene was detected in one E. coli and three E. agglomerans ESBL-
positive strains. Resistance to aminoglycosides and fluoroquinolone were detected in
approximately 30 MDR Enterobacteriaceae isolates. In conclusion, dissemination of
resistance genes in aquatic environments of Rio de Janeiro metropolitan area is
substantiated by the presence of potentially pathogenic MDR Enterobacteriaceae species
and prevalence of specific genes for ESBL production within Jacarepagua lagoon

complex.
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Introduction

Since the early 1980’s, a relationship between the use of a third generation
cephalosporin and the development of the mechanisms associated with multidrug-resistance
(MDR), including beta-lactamases, in Enterobacteriaceae family became responsible for
95% of nosocomial and/or community-acquired infections (Coque et al., 2008; Bajaj et al.,
2015; Bogaerts et al., 2015).

Over the years there has been a significant increase in dumping of chemical
compounds into the environment due, among other factors, to the poor quality of water
supply and sewage treatment system, especially in developing countries (Derrien et al.,
2012; Lupo et al., 2012). The presence of antimicrobial multi-resistant (MDR) bacteria
from different sources (hospital, domestic, industrial, and rural activities) in recreational and
fresh waters may affect environmental and human health worldwide (Ishida et al., 2010;
Ibekwe et al., 2011; Lupo et al., 2012; Zhao & Dang, 2012, Oliveira et al., 2009; Nogueira et
al., 2015). In Brazil, Rio de Janeiro metropolitan area has many coastal ecosystems
including the Lagoon Complex of Jacarepagua, in which has suffered intense aggression
to its natural ecosystem due to the anthropic occupation without proper urban
infrastructure and the release of industrial and domestic waste in its water bodies. These
environmental problems have led to a growing process of water eutrophication, which
produces changes in water quality (Cruz et al. 2012).

Aguatic environments may provide an ideal setting for the acquisition and
dissemination of antibiotic resistance, because they are frequently impacted by anthropogenic
activities. Susceptible bacteria may become MDR by acquisition of DNA encoding
resistance traits through horizontal gene transfer (Meirelles-Pereira et al., 2002; Martinez,
2009; Martins et al., 2014). Despite a great number of studies addressing bacterial
diversity in aquatic environments, few have examined urban coastal lagoons in tropical
habitats (Salloto et al., 2012). Therefore, there is an increasing interest in monitoring MDR
pathogens in these water bodies by current molecular and microbiological approaches. The
aim of the present study was to investigate the presence of MDR Enterobacteriaceae strains
isolated from the Lagoon Complex of Jacarepagud. The prevalence of specific genes for
extended spectrum beta-lactamase (ESBL) production was also investigated.
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Materials and Methods

Study area and water sample collection. The Lagoon Complex of Jacarepagua, is located
within the metropolitan area of Rio de Janeiro, Brazil, between the parallels 22°55'S to the
north and 23°05'S to the south and the meridians 43°18'30"W to the east and 43°32'30" to the
west. This coastal ecosystem includes Jacarepagua, Camorim, Tijuca and Marapendi
lagoons that receive water from different sources: precipitation and surface runoff, river, sub-
surface and sea waters (Santos 2014). The Lagoon Complex of Jacarepagua is connected to
the sea via Joatinga Channel (east side) and Sernambetiba Channel (west side) (Amorim,
2015).

Water samples were collected from three different locations surrounded by a high
population density: Jacarepagua lagoon includes low socioeconomic communities and small
areas of environmental protection; Camorim channel that also presents industries and larger
environmental protection areas compared to Jacarepagud lagoon; Marapendi lagoon
presenting preservation areas such as the Municipal Natural Park is surrounded by high and

middle socioeconomic infrastructure (Sallotd et al., 2012).

Isolation and identification of enterobacterial strains: Aliquots of water samples collected
from each isolation site were inoculated in 100ml of Brain Hearth Infusion broth — BHI (2x),
as previously described (Gongalves et al. 2015). Subsequently, Gram-
negative.................. cultura.............. strains were identified by phenotypic methods,

according to Murray and co-workers (2007).

Analysis of antimicrobial resistance profiles. Antimicrobial susceptibility profiles were
determined by the disk diffusion method in Mueller-Hinton agar using inoculums equivalent
to a 0.5 McFarland standard, according to Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI)
guidelines (CLSI, 2016). Up to 25 commercially-prepared, fixed concentration established by
CLSI guidelines, paper antibiotic disks (Oxoid, Hampshire, United Kingdom) were used:
cephalothin, cefazolin, cefoxitin, cefuroxime, cefotaxime, ceftriaxone, ceftazidime, cefepime,
gentamicin, amikacin, kanamycin, tobramycin, ampicillin, piperacillin/taxobactam,
amoxicillin/clavulanic acid, ampicillin/sulbactam, ciprofloxacin, norfloxacin, imipenem,
ertapenem, meropenem, aztreonam, chloramphenicol, tetracycline, and cotrimoxazole.

Escherichia coli ATCC 25922 strain was used as a control. Multidrug resistance (MDR) was



78

defined as acquired non-susceptibility to at least one agent in three or more antimicrobial
categories (Magiorakos et al., 2012).

Detection of ESBL by phenotypic and genotypic tests. Microorganisms expressing
resistance to 3rd and 4th generation cephalosporins were subjected to the beta-lactamase
inhibition test by using cefotaxime and cefotaxime with clavulanic acid in addition to the
disk approximation test using ceftazidime, amoxicillin/clavulanic acid and aztreonam
(CLSI; 2016). ESBL positive strains identified by the phenotypic tests were subjected to

PCR for identification of blatgm, blasyy, blatono, blactx-m genes (Table 1).
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Results and Discussion

Preliminary analysis of the pollution impacts on bacterioplankton diversity in the
Lagoon Complex of Jacarepaguéd revealed 50% of the isolates from Jacarepagua
collection were antibiotic resistant bacteria, including species that are known human

pathogens such as Pseudomonas aeruginosa and Vibrio cholera (Salloto et al., 2012).

Enterobacteriaceae is one of the most common families of bacteria found in the
microbiota of humans and animals. It’s has been increasingly found in wastewater due to
environmental contamination by fecal material (Said et al., 2015). In the present
investigation 97 Enterobacteriaceae strains potentially pathogenic for humans were
isolated from three collection sites of the Lagoon Complex of Jacarepagué located at Rio
de Janeiro metropolitan area: Jacarepagua (n=41) and Marapendi (n=41) lagoons and
Camorin channel (n=15).

Environmental pollution is capable of promoting the spread of antimicrobial
resistance in aquatic environments. Discharge of waste containing antimicrobial drugs
may generate a selective pressure favoring bacterial resistance to many antibiotic groups
and growth of antimicrobial resistant populations (Gongcalves et al., 2014; Czekalski et al.,
2015).

The use of selective medium containing antimicrobial agents is a relatively simple and
efficient method useful to evaluate microorganisms related to hospitalized patients' microbiota
that are relevant as potential pathogens in nosocomial infections (Gongalves et al., 2015). As
expected, we were able to observe the presence of a high number of strains isolated in
medium containing cephalothin because its use in hospitals is already considered outdated and
there are only a few strains that are resistant to this antimicrobial agent. Despite being in an
aminoglycosides antimicrobial group, gentamicin is still being used in clinical practice,
although some studies already indicate that bacteria resistant to gentamicin are commonly
found in aquatic environments (Zowawi et al., 2015).

(A total of 30 (29.7%) MDR Enterobacteriaceae strains were isolated in
gentamicin selective media: 11 from Jacarepagua lagoon, seven from Camorim channel
and 12 from Marapendi lagoon. A higher number of strains (n=71; 70.3%) was isolated in
cephalothin selective media: 33 from Jacarepagua lagoon, eight from Camorim channel
and 30 from Marapendi lagoon). When gentamicin selective media was used, Escherichia
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coli (n=19) was mostly observed, followed by E. agglomerans (n=07) and K.pneumoniae
(n=04). For the cephalothin selective media, a prevalence of E. agglomerans (n=22),
followed by E. coli (n=15), C. freundii (n=15), P. vulgaris (n=09), Yersinia enterocolitica
(n=03), K. pneumoniae (n=02), P. mirabilis (n=02), E. aerogenes (n=01), E. cloaceae
(n=01) and Hafnia alvei (n=01) was noticed.

According to Magiorakos and co-workers (2012), strains that presented resistance
profiles to three or more groups of antimicrobials must be considered as MDR. MDR
strains were detected among different species found in the lagoon complex: E. coli strains
exhibiting different MDR profiles as well as E. agglomerans, C. freundii, K. pneumonia,
Yersinia enterocolitica and P.vulgaris were isolated from this complex.

In this study we choose to consider as MDR, strains that shown resistance to three
or more group of interest: cephalosporin, aminoglycoside, fluoroquinolone and
carbapenems. Thus, of the 101 strains obtained in the Jacarepagua lagoon complex, 33
were considered MDR: 12 from the Jacarepagua lagoon (Gen = 4; CFL = 8); 14 from the
Marapendi lagoon (Gen = 6; CFL = 8) and seven from the Camorim channel (GEN = 4;
CFL = 3) as shown in Table 2.

The presence of carbapenems in the aquatic environment shows the evolution of
antimicrobial use both in the community and in clinical practice (Dienstmann et al., 2010;
Henriques et al., 2012).

Several authors argue that numerous pathogens are showing resistance to quinolones
in recent decades mainly due to its widespread use. These data suggest that the presence of
enteric bacteria resistant to these antibiotics is related to sewage water (Adachi et al., 2013;
Xiong et al., 2015).

The presence of strains resistant to two or more antibiotics belonging to the group of
aminoglycosides is related to the direct disposal of untreated waste into aquatic environments
(Meirelles-Pereira et al., 2002; Krummerer, 2004). Bacterial strains resistant to an
antimicrobial of the aminoglycoside group pose a health risk, as they may be tolerant to
almost all antibiotics in the same class, challenging their therapeutic efficacy (Farouk et al.,
2015).

MDR strains that showed resistance to two or more aminoglycosides (n = 22) were
submitted to PCR assays for the presence of the acc2 and acc3 genes, the fluorquiolon
resistant strains (n = 18) were tested for gnrA and gnrB while those who presented resistance
to carbapenems (n = 21) were submitted to assays for the blakyc gene. However, the presence

of compatible resistance genes was not observed in any of the cases.
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One of the major global concerns is the discharge of wastewater influencing the
spread of antimicrobial resistance, especially related to Enterobacteriaceae showing
resistance to 3rd and 4th generation cephalosporins which is often associated to fecal
contamination (Coutinho et al., 2014; Czekalski et al., 2015; Tacédo et al., 2015; Van
Hoek et al., 2015).

In the present study, a total of 33 strains showed resistance to 3rd and 4th
generation cephalosporins (Jacarepagua Lagoon = 14, Lagoa de Marapendi = 12,
Camorim Channel = 7) were investigated for the presence of ESBL by phenotypic tests. For
48.5% (n=16) of them, corresponding to three E. coli, one E. agglomerans, and one Yersinia
enterocolitica strains isolated from Jacarepagua lagoon, nine E. agglomerans strains isolated
from Marapendi lagoon and one K. pneumonia and one E. coli isolated from Camorim
channel were considered positive for the presence of ESBL genes.

PCR assays were performed for the blargm, blasyy, blarono, blactx-m genes and nine
strains were positive for these tests: five E. agglomerans, three E. coli and one K. pneumonia.
All MDR K. pneumoniae isolated from Camorin channel were ESBL-negative. Analysis of
ESBL genes revealed the presence of blargm gene for three E. coli and five E. agglomerans
ESBL-positive strains and blasyy genes for one K. pneumoniae. However, blatono and blacrx-
m genes were not detected for all 33 MDR strains tested (Table 3).

ESBLs are enzymes capable of hydrolysing penicillins, broad-spectrum
cephalosporins and monobactams, and are generally derived from TEM and SHV-type
enzymes. ESBL producing organisms pose unique challenges to clinical microbiologists,
clinicians, infection control professionals and antibacterial-discovery scientists. ESBL-
producing Enterobacteriaceae have been responsible for numerous outbreaks of infection
throughout the world and pose challenging infection control issues. In the late 1990s, most
strains expressing ESBL had the resistance genes of blatem and blasyy. The blatgm gene is a
resistance gene most often transmitted by plasmids that confer resistance to broad-spectrum
penicillins and cephalosporins (Bajaj et al., 2015; Bastos et al., 2015).

Since this type of ecosystem is ideal for the exchange of genetic material between
bacteria, antibiotic-resistant genes, which pass along their resistance characteristics, are
currently being discussed as emerging environmental contaminants (Bergero et al., 2015;
Czekalski et al., 2015).

In conclusion, dissemination of resistance genes in aquatic environments, already
considered a public health problem worldwide, is also an alarming problem in Rio de

Janeiro metropolitan area substantiated by the detection of multidrug-resistance and



82

prevalence of specific genes for ESBL production in potentially pathogenic
Enterobacteriaceae species isolated from the coastal Lagoon complex of Jacarepagua.
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Table 1:
Primer Sequence 5> — 3’ bp Reference
TEM-F TTG GGT GCA CGA GTG GGT TA 503 bp Arlet e Philipon
TEM-R TAATTG TTG CCG GGA AGC TA (1991)
SHV-F TCG GGC CGC GTA GGC ATG AT 625 bp Arlet e Philipon
SHV-R AGC AGG GCG ACA ATC CCG CG (1991)
CTX-M-1-F3 GAC GAT GTC ACT GGC TGA GC 499 bp  Pitout et al (2004)
CTX-M-1-R2 AGC CGC CGACGC TAATACA
TOHO-1-2F GCG ACCTGG TTAACT ACAATC  351bp  Pitout et al (2004)
TOHO-1-1R C

CGG TAG TAT TGT CCT TAA GCC
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Table 2:

Collection site Espécie Perfil de resisténcia

Jacarepagua Ec9G CFL/CFZ/CRXICTX/CRO/GEN/AMI/AMP/AMCI/CIP

lagoon NOR/SUT/TET

Jacarepagua Ecl1G CFZ/CRX/CTX/GEN/KAN/TOB/AMP/CIP/NOR/SUT/TET

lagoon

Jacarepagua Ec12G CFL/CFZ/CRX/CTX/CRO/GEN/AMP/PPT/AMC/ASBI/CIP

lagoon NOR/IMI/SUT/TET

Jacarepagua Ec13G CRX/CTX/GEN/AMI/AMP/NOR/SUT/TET

lagoon

Jacarepagua Ec8CFL CFL/CFZ/CRX/ICTX/CRO/CAZ/CPM/AMI/KAN/AMP/NOR

lagoon IMI/ETP/MER/ATM/CLO

Jacarepagua Ec12CFL  CFL/CFZ/CRX/CTX/CRO/CPM/AMI/KAN/AMP/AMC

lagoon ASB/CIP/NOR/IMI/ETP/MER/TET

Jacarepagua Ecl6CFL  CFL/CFZ/CFO/CRX/CTX/CRO/CAZ/CPM/AMI/KAN/TOB

lagoon AMP/IMI/ETP/MER/ATM/SUT

Jacarepagua Eagl7CFL CFL/CFZ/CFO/CRX/CTX/CRO/CAZ/CPM/KAN/PPT/NOR

lagoon IMI/ETP/ATM

Jacarepagua Eag21CFL CFL/CFZ/CFO/CRX/CTX/CRO/CAZ/COM/AMI/KAN

lagoon IMI/ETP/ATM

Jacarepagua Eag23CFL CFL/CFZ/CFO/CTX/CRO/CAZ/CPM/GEN/AMI/KAN

lagoon ETP/ATM/SUT/TET

Jacarepagua Ec28CFL  CFL/CFZ/CRX/CTX/GEN/AMP/NOR/TET

lagoon

Marapendi lagoon EaglCFL CFL/CFZ/CFO/CRX/CTX/CRO/CAZ/COM/GEN/KAN
TOB/AMP/IMI/ETP/ATM

Marapendi lagoon Eag2CFL  CFL/CFZ/CFO/CRX/CTX/CRO/CAZ/CPM/GEN/KAN
TOB/IMI/ETP/ATM

Marapendi lagoon Eag3CFL CFL/CFZ/CFO/CRX/CTX/CRO/CAZ/COM/GEN/KAN
TOB/ETP/ATM

Marapendi lagoon Eag5CFL  CFL/CFZ/CFO/CRX/CTX/CRO/CAZ/COM/GEN/KAN
TOB/ETP/ATM/CLO

Marapendi lagoon Eagl5CFL CFL/CFZ/CFO/CRX/CTX/CRO/CAZ/CPM/GEN/KAN
TOB/ETP/ATM

Marapendi lagoon Eag23CFL CFL/CFZ/CFO/CRX/CTX/CRO/CAZ/CPM/GEN
KAN/TOB/ETP/ATM

Marapendi lagoon Eag26CFL CFL/CFZ/CFO/CRX/CAZ/KAN/TOB/ETP

Marapendi lagoon Eg28CFL CFL/CFZ/CFO/CRX/CTX/CRO/CAZ/CPM/KAN
TOB/ETP/ATM

Marapendi lagoon Eag2G CFL/CFZ/CFO/CRX/CTX/CRO/CAZ/CPM/GEN/AMI
KAN/TOB/NOR/ETP/ATM

Marapendi lagoon Eag5G CFZ/CFO/CRX/CTX/CRO/CAZ/COM/GEN/AMI
KAN/TOB/PPT/AMC/ASB/CIP/NOR/IMI/ETP/ATM/SUT

Marapendi lagoon Eag7G CFZ/CFO/CRX/CTX/CRO/CAZ/COM/GEN/AMI/KAN
TOB/ETP/ATM/SUT

Marapendi lagoon EagllG CFZ/CFO/CRX/CTX/CRO/CAZ/GEN/AMI/KAN/TOB
CIP/ETP/ATM

Marapendi lagoon Eagl4G CFZ/CFO/CRX/CTX/CRO/CAZ/GEN/AMI/KAN/TOB

CIP/IETP/ATM
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Marapendi lagoon Ec15G CFL/CTX/GEN/KAN/TOB/AMP/AMC/ASB/NOR/SUT/TET

Camorim channel KplCFL  CFL/CFZ/CFO/CRX/CTX/CRO/CAZ/ICPM/KAN/AMP/PPT
AMC/ASB/IMI/ATM

Camorim channel  Ec8CFL CFL/CFZ/CFO/CTX/CRO/CAZ/AMP/PPT/AMCICIPITET

Camorim channel Ec14CFL  CFL/CFZ/CRX/CRO/COM/CIP/NOR/IMI/TET

Camorim channel  KplG CFL/CFZ/CRX/CTX/CRO/GEN/AMP/CIP/NOR/SUT

Camorim channel  Kp3G CFL/CFZ/CRX/CTX/CRO/GEN/AMP/CIP/NOR

Camorim channel  EaghG CFL/CFZ/ICRX/CX/CRO/GEN/AMP/AMC/NOR/SUT/TET

Camorim channel  Ec8G CFL/CFZ/CTX/GEN/AMI/TOB/AMP/AMC/ASB/CIP/NOR/TET




Table 3:

Strains

Ec12CFL
Ec15CFL
Ec16CFL
Yel8CFL
Eag29CFL
Eag2CFL
Eag3CFL
Eag5CFL
Eag23CFL
Eag2G
Eag5G
Eag7G
EagllG
Eagl4G
KplCFL
Ec8CFL

Collection site

Jacarepagua lagoon
Jacarepagué lagoon
Jacarepagua lagoon
Jacarepagué lagoon
Jacarepagua lagoon
Marapendi lagoon
Marapendi lagoon
Marapendi lagoon
Marapendi lagoon
Marapendi lagoon
Marapendi lagoon
Marapendi lagoon
Marapendi lagoon
Marapendi lagoon
Camorim channel
Camorim channel

Phenotypic
tests

+ + 4+ + + + +

blatem

blashy blatono blacrx-
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ABSTRACT

Introduction: The use of antibiotics in humans, husbandry and veterinary activities
induces selective pressure, leading to the colonization and infection by resistant
strains.

Objective: Water samples collected from rivers of Guanabara Bay, which suffered

minor and major environmental degradation and clinical samples of hospital origin
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were evaluated, to detect evidence of the presence of resistance genes to
Aminoglycosides, Beta-lactamics and Fluoroquinolones in strains of Klebsiella
pneumoniae subsp. pneumoniae, K. pneumoniae subsp. ozaenae and Escherichia
coli.

Material and Methods: For isolation of the water strains were employed culture
media containing 32 ug/mL cephalotin and 8 ug/mL gentamicin. The strains from
clinical materials were selected using culture media containing 8 ug/mL gentamicin.
The strains were identified and submitted to Antimicrobial Susceptibility Tests (AST),
plasmid DNA extraction and tests of the Polymerase Chain Reaction (PCR) to detect
genes encoding enzymes modifying aminoglycosides (EMA), ESBL e plasmid
mechanisms of quinolone resistance (PMQR).

Results: The AST of the isolates recovered from water samples showed multidrug-
resistance profiles, similar to that found in isolates recovered from clinical materials.
All isolates from water samples and 90% of the isolates of clinical samples showed at
least one plasmid band. In the PCR assays, 7.4% of the isolates recovered of
samples of water and 20% of the isolates of clinical materials showed amplification
products for the three antimicrobial classes.

Conclusion: We believe that the detection of microorganisms presenting genetic
elements in environments as water is necessary to prevention and control of
dissemination to these microorganisms with potential to infect humans and other
animals in eventual contact with these environments.

Key words: Multidrug-resistance, Enterobacteriaceae, plasmids, Environmental

degradation, Wastewater.

RESUMEN

Introduccion: El uso de antibioticos en seres humanos, industria pecuaria y en
actividades veterinarias induce una presion selectiva que conduce a la colonizacion
e infeccion por cepas resistentes

Objetivo: Determinar la presencia de genes de resistencia a Aminoglucésidos,
Beta-lactAmicos y Fluoroquinolonas en cepas de Klebsiella pneumoniae subsp.
pneumoniae, K. pneumoniae subsp. ozaenae y Escherichia coli, obtenidas en
muestras de agua de los rios que desembocan en la Bahia de Guanabara y en

muestras clinicas de hospitales de Rio de Janeiro
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Material y métodos: En la seleccion de cepas resistentes obtenidas de agua de los
rios fueron empleados medios de cultivo que contenian 32 ug / ml de cefalotina y 8
ug / ml de gentamicina. En el caso de las muestras de especimenes clinicos se
usaron medios de cultivo que contenian 8 ug / ml de gentamicina. Las cepas fueron
identificadas y sometidas a pruebas de susceptibilidad antimicrobiana (PSA),
extraccion de ADN plasmidico y pruebas de reaccién en cadena de la polimerasa
(RCP) para detectar genes que codifican enzimas que modifican aminoglicésidos
(EMA), BLEE y mecanismos de resistencia a quinolonas mediados por plasmidos
(RQMP).

Resultados: Fueron encontrados perfiles de resistencia a los antimicrobianos
similares en los dos grupos. En todas las bacterias obtenidas de las muestras de
agua y en 90% de las muestras clinicas fueron demostradas bandas de plasmidos
asociados a trasferencia de genes de resistencia. Utilizando RCP fueron observados
productos de amplificacion de los genes de resistencia para las tres clases de
antimicrobianos analizados (en 7,4% de las bacterias recuperadas de muestras de
agua y en 20% de los bacterias recuperadas de especimenes clinicos).

Conclusion: Detectar microorganismos con elementos genéticos que confieren
resistencia a los antibidticos en ambientes, como agua, es una estrategia necesaria
para prevenir y controlar la diseminacion de estos patégenos con potencial para
infectar a humanos y otros animales que puedan entrar en contacto con estos
ambientes.

Palabras clave: multirresistencia, Enterobacteriacae, plasmidos, degradacion

ambiental, aguas residuales.

INTRODUCTION

It is well known that the use of broad-spectrum antibiotics, such as, aminoglycosides,
third and fourth cephalosporin’s generation and fluoroquinolones enables the
selection of opportunistic multidrug resistance bacteria which can colonize inpatients
and, in some cases, cause serious infection with difficult treatment (1,2). The human
intestine as of many warm-blooded animals is known to harbor bacteria capable of
causing infections in hospitals and in the community (3,4).

In the natural environment, selection of multidrug resistance bacteria may occur due
to the production of antibiotic compounds by soil bacteria, but also due to discharges

of human and animal fecal matter which may contain antimicrobial drug residues
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(5,6). Some resistance encoding genes may be chromosomal housekeeping genes
involved in the bacterium own protection against antimicrobial compounds produced
by themselves or by other bacteria in the surrounding environment (6,7).

Additionally, some antimicrobial drugs are still used in animal farms and aquaculture
as growth promoters and as prophylactic measures which also cause an artificial
selection of antimicrobial resistance bacteria (8-10). The use of antimicrobial drugs in
humans, animal husbandry and veterinary care may enable the selection of bacterial
strains with potential resistance traits resulting in host colonization and infection by
different bacteria, such as those belonging to the Enterobacteriaceae family. This
event may result in the appearance of bacteria with different resistance profiles which
will challenge treatment programs (11,12).

Another major concern is the existence of mobile genetic elements in some bacteria,
elements such as, plasmids; gene cassettes and transposons can assemble blocks
of resistance genes and transfer them horizontally enabling other bacteria do acquire
genes encoding for resistance mechanisms to several antimicrobial drugs (13-15).
Several bodies of water have had their ecosystem seriously compromised by Human
practices and life style. The discharges of households, hospitals and industrial
residues to bodies of water without previous appropriate treatment has added to the
problematic of bacterial antimicrobial resistance dissemination throughout these
environments which are used by humans and animals in many ways, hobby,
professionally or for survival, but these users may become colonized or infected by
resistant bacteria present (16-18).

Guanabara Bay with its 380 Km? is the second largest bay in Brazil involving the all
Rio de Janeiro city cost line and has suffered intense degradation for many years
caused by population growth and industry development (19). The purpose of this
work was to identify specific genes encoding EMA, ESBL and PMQR in K.
pneumoniae subsp. pneumoniae, E. coli and K. pneumoniae subsp. ozaenae strains
which were isolated from Guanabara bay water and hospital clinical material and
thus to understand the dissemination of mobile genetic elements, and their

resistance traits, in the natural environment and in hospital settings.

MATERIAL AND METHODS

Strain selection
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Thirty-seven strains were studied, 26 E. coli, nine K. pneumoniae subsp.
pneumoniae and two K. pneumoniae subsp. ozaenae. These strains were isolated
from water collected in rivers that flow to Guanabara Bay and from clinical specimens
collected at a University hospital in Rio de Janeiro city. Environmental samples were
collected at Guapimirim, Caceribu and Guaxindiba rivers and in Magé channel
(Guapimirim Environmental Protected Area - Magé-RJ) in April 2009 (Figure 1).
Collection also took place in rivers belonging to Fundéo Island (in two different
areas), Bica’'s beach (Governador Island) and Mangue channel in July 2009 (Figure
1).

Strain isolation from clinical material

A selection criterion was resistance to gentamicin. Colonies growing in Eosin
Methylene Blue (EMB - OXOID) media containing 8ug/mL of gentamicin (Sigma)
were selected.

Strain isolation from water samples

Sterile flasks were used to collect the water sample which were transported on ice
to the laboratory within 6 hours and tested straight after arrival. A selection criterion
was resistance to gentamicin as for the clinical samples, but also resistance to
cephalotin, the latter determined by adding 32ug/mL of cephalotin (Sigma) into the
EMB media. Collection was performed at low tide to determine the effect of higher
hydrolytic pressure in the drained areas in study.

Antimicrobial susceptibility tests

The AST was carried out using the agar diffusion method, according to the
Clinical Laboratories Standards Institute — CLSI (20). Escherichia coli strain ATCC
25922 was used as control. The following antimicrobial agents were used with their
respective potencies: cotrimoxazol (Sut- 25 ug), cephalotin (Cph- 30 pug), ceftazidime
(Caz- 30 ng), cefoxitin (Fox- 30ug), cefotaxime (Ctx- 30 ug), cefuroxime (Crx- 30 ug),
ceftriaxone (Cro- 30 pug), cephazoline (Cfz- 30 pg), aztreonam (Atm- 30 ug),
ertapenem (Etp- 10 pg), imipenem (Ipm- 10 png), cefepime (Cpm- 30 pug),
piperacillin/tazobactam (Ppt- 100/10 pg), amoxillin/clavulanic acid (Amc- 20/10 ug),
Ampicillin/sulbactam (Asb- 10/10 nug), chloramphenicol (Chl- 30 ug), ciprofloxacin
(Cip- 5 ug), norfloxacin (Nor- 10 pg), tetracycline (Tet- 30 ug), ampicillin (Amp- 10
ug), gentamicin (Gen- 10 pg), amikacin (Ak- 30 pg), kanamycin (Kan- 30 ug),
tobramycin (Tob- 10 ug).
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The isolates resistant to second and third cephalosporin’s generation in AST were
submitted to confirmatory tests of ESBL production by the double-disc synergy test
and the approximation test, according to CLSI (21). Klebsiella pneumoniae strain
ATCC 700603 was used as the test control.

Plasmid extraction

Plasmid extraction was performed on all strains following Gongalves et al (22).
Were used the E. coli R861 strain plasmid DNA as weight marker and the E. coli K12
R23 as negative control.

Gene detection by PCR

PCR was performed, using primers compatible with ESBL, EMA and PMQR, in all
K. pneumoniae subsp. pneumoniae, K. pneumoniae subsp. ozaenae and E. coli
strains which were resistant to any antimicrobial drug tested in the AST following the
work developed by Arlet & Philipon (23), Pitout et al (24), Van de Klundert &
Vliegenthart (25) and Jiang et al (26). Isolates showing resistance to carbapenems
were sent to the Healthcare Associated Infections Laboratory- LAPIH of Oswaldo
Cruz institute (FIOCRUZ) to perform identification of blaxpc gene according to Yigit et
al (27). TABLE | show all primers used in the PCR reactions and the expected

amplicon sizes.

RESULTS
Strain isolation from clinical material

Were isolated five strains of K. pneumoniae subsp. Pneumoniae and five strains
of E. coli from the EMB media containing gentamicin.
Strain isolation from water samples

Were isolated 17 E. coli, four K. pneumoniae subsp. pneumoniae and one K.
pneumoniae subsp. ozaenae from the media containing gentamicin and four E. coli
and one K. pneumoniae subsp. ozaenae from the media containing cephalotin.
Antimicrobial susceptibility testing and ESBL confirmation test

To determine the resistance profiles of all isolated strains there were used
different classes of antimicrobial drugs, classes ranging from the first used in
therapeutics to the ones latest introduced. There were some differences between
strains isolated from media supplemented with gentamicin to the ones isolated from
media supplemented with cephalotin in the water samples. Within all the isolates

obtained from gentamicin media, eight (36.4%) were resistant to cephalotin on the
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AST and within the isolates obtained from cephalotin media, two (40%) were
resistant to gentamicin on the AST. Also in water isolates, 10 (37%) isolates showed
multidrug-resistance profiles similar to the ones displayed by clinical isolates, thus
being resistant to drugs used specifically in healthcare settings. Twelve isolates were
tested to confirm the presence of ESBL enzymes and 11 (91.7%) of them were
positive. Fourteen (51.8%) isolates showed resistance to ciprofloxacin and
norfloxacin. Four (14.8%) isolates showed resistance to amikacin and one isolate
from Caceribu river and one isolate from Mage channel were resistant to cefepime, a
fourth generation cephalosporin usually only used in hospitals. Furthermore, four
isolates from Bica’s beach, one isolate from Mangue channel and two isolates from
Fund&o island Il were all resistant to cefepime. One isolate of K. pneumoniae subsp.
ozaenae, also from Fund&o island Il, was resistant to ertapenem (TABLE II).

Regarding the clinical isolates, eight (80%) showed a multidrug-resistant profile
typical in hospital settings. All ten isolates were resistant to amikacin, five (50%) were
sensitive to chloramphenicol, six (60%) exhibited resistance to ciprofloxacin and
norfloxacin and four (40%) isolates resistance to cefepime. Additionally, three (30%)
isolates showed resistance to imipenem and ertapenem which may indicate
carbapenemases production and five (50%) isolates indicated to harbor ESBL
production (TABLE III)

Plasmid DNA extraction

All water isolates showed a positive result for at least one plasmid type by PCR,
although only none (90%) isolates from clinical samples were positive for at least one
plasmid type.

Polymerase Chain Reaction (PCR)

Within all the water isolates collected at Guanabara bay, nine (37.5%) showed
PCR amplicon specific to EMA, two (18.2%) isolates only for ESBL and one (16.6%)
isolate merely for PMQRs. Seven (63.3%) isolates had positive amplification for both
EMA and ESBL encoding genes. Two (7.4%) isolates showed presence of EMA,
ESBL e PMQR encoding genes. Within the clinical isolates, two (20%) isolates
showed gene amplification for EMA and only one (20%) for ESBL. Three (60%)
isolates presented an amplicon for both EMA and ESBL; one (16%) isolate for ESBL
and PMQR and two (20%) isolates had PCR positive results for all EMA, ESBL and
PMQR encoding genes.
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TABLE Il displays all information regarding water isolates which were positive for
at least one of the studied genes, as collection site, most relevant environment
parameters, resistance profiles and amplified genes by PCR. In the other hand,
TABLE IIl shows the information regarding the clinical isolates, such as, type of
specimen, hospital ward and antimicrobial resistance profile and amplified genes by
PCR.

DISCUSSION

The number of bacterial strains resistant to antimicrobial drugs has been
increasing considerably in the natural environment, due to the vast use of these
drugs in hospitals and in the community as well as in animal husbandry and
veterinary care. Augmentation of this problem occurs due to the hospital sewage
damping in the natural environment, particularly in bodies of water, which allows the
dissemination of bacterial strains harboring resistant and virulent mechanisms
throughout the natural environment. This latter fact may contribute to an outbreak of
massive proportions and may also allow the dissemination of mobile genetic
elements carrying resistant genes and concomitant virulent genes.

Water sample collection was performed in two different areas of Guanabara Bay,
areas substantially distinct from each other, regarding their ecology and preservation
practices and legislation. In protected area of Guapimirim it is supposed to find good
quality water for human consumption and recreation, together with well-preserved
mangrove. Differently, the Funddo and Governador islands are known to be strongly
affected by massive discharges of treated and untreated human and animal sewage
due to the vast population nearby.

It was possible to notice no differences between resistance profile on the isolates
from Guapimirim area, Fund&o Island, Governador Island and Mangue channel,
although, Guapimirim isolates showed resistance profiles less diverse within different
antimicrobial classes. In all collection sites of Guapimirim area there was at least one
isolate showing resistance profile compatible with hospital strains which are known to
be submitted to more severe antimicrobial drugs.

According to Negreiros et al (28), the population growth and industry
development, including pharmaceutical industries, surrounding these bodies of water
have been contributing to their degradation. The authors also state that there is a

massive agricultural activity in the vicinities of these bodies of water. Besides its
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privileged geographical location these areas have been affected by the lack of
sewage treatment infrastructures and policies unable to fulfill the demand of
population growth.

The majority of multidrug resistant strains were, expectedly, isolated in the areas
where higher human impact is observed.

It cannot be discharged the fact that bacteria with resistant genes, enclosed in
plasmids, may be disseminated to the bodies of water and humans might be
colonized with these strains, by using the water for consumption, recreational or
professional reasons (29,30). Prado et al (31) demonstrated the presence of K.
pneumoniae multidrug resistant strains in water samples collected from hospital
sewage treatment facilities. The latter authors observed that almost 50% of the
isolates were positive for beta-lactamic enzyme production and inside these group,
70% were resistant to gentamycin and 10% resistant to ciprofloxacin. In the present
study, 80% of the water isolates belonged to E. coli and within these, 52% was
collected in the Guapimirim protected area noticing some multidrug resistant isolates;
this may indicate that these areas might be subjected to untreated e dumping.

Regarding the clinical isolates, the use of selective agar media supplemented with
gentamycin did not allow the isolation of an enormous amount of isolates, although it
was obtained a vast percentage of multidrug-resistance. According to Magiorakos et
al (32) resistance to gentamycin may indicate a multidrug-resistant profile.

Water isolates collected in all sites exhibited plasmids with different weights even
those strains with intrinsic resistant which were not submitted to antimicrobial
pressure. Likewise, clinical isolates presented plasmids with different weights. Vaydia
(14) studying E. coli e K. pneumoniae from clinical origin containing plasmids and
showing resistance to beta-lactamic and other antimicrobials, identified by
conjugation, the transference of genes encoding those traits.

In this study it was detected by PCR the presence of genes encoding resistance
to the antimicrobial groups proposed for this study. The water isolates Ec 4Ge e Kp
8Gb,, collected at Mage and Mangue channels, showed genes encoding for
resistance to the three groups of antimicrobial drugs, as well as the isolates Kp 7438
e Kp7474, collected from clinical specimen; peritoneal fluid and end of Tenckoff
catheter, respectively.

Previous studies have described the existence of Enterobacteriaceae strains,

isolated from food, water and clinical specimens associated to human infections,
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harboring genes encoding resistance to different antimicrobial classes and different
genes encoding for the same antimicrobial class. Ryu et al (33) reported the
existence of integrons containing genes encoding resistance to ESBLs, EMAs and
tetracycline in E. coli strains isolated from meat fish and seafood in Korea. Shin et al
(2) isolated from clinical specimens in Korea, E. coli and K. pneumoniae strains
resistant to aminoglycosides, including gentamycin, harboring genes encoding for
ESBLs and PMQRs associated with integrons enclosed in plasmids transferable by
conjugation.

Gene aacC2 was detected in 58.3% of the water isolates and 70% of the clinical
isolates. Goncalves et al (34) detected this gene in clinical isolates containing a
transposon and insertion sequences (IS) this fact may indicate that this gene is vastly
disseminated in hospital settings, water, soil and natural environment. Genes found
in bacteria isolated from water and animals are similar to those found in pathogenic
bacteria isolated from clinical specimens, furthermore, mobile genetic elements, such
as, integrons and transposons, are certainly involved in the transfer of these.

All water isolates showing positive result for ESBL confirmatory test had at least

one ESBL encoding gene amplified by PCR. Encoding genes for ESBL production
are generally the same between isolates collected from the natural environment,
animals and humans. Coque et al (35) advice for the need of an environmental
surveillance to identify bacterial clones capable to produce ESBLSs in the community
and the natural environment.
Isolate Koz 6CFL from water sample collected at Fundéo island Il and isolate Kp
2141b isolated from different secretion, reveled resistance to fourth cephalosporin’s
generation and carbapenems in the AST, even though, both the confirmatory test for
carbapenem enzyme production and PCR for blakxpc, were negative. Thus resistance
to imipenem and ertapenem seem to be associated to other resistance mechanisms.

Leavitt et al (36) indentified K. pneumoniae strains resistant to ertapenem which
were not carbapenemases producers but instead harboring genes for CTX-M, SHV
and TEM associated to changes in the cell wall permeability due to a lack of gene
expression for cell wall membrane proteins. In the present study, isolate Koz 6CFL
showed the presence of genes encoding for CTX-M, SHV and TEM, while isolate Kp
2141b only presented encoding genes for CTX-M. The existence of these encoding
genes in clinical isolates will have serious consequences for antibiotic therapy and

their presence in environmental isolates may indicate discharge into the natural
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environment sewage improperly treated which may contain antimicrobial drug
residues and/or bacteria carrying resistance genes in mobile genetic elements.

Strains Ec 1Gd, Ec 4Ge and Kp 8Gb; isolated from Guapimirim river, Magé river
and Mangue channel, respectively, showed PCR results positive for gnrB gene.
Takasu et al (37) detected the presence of gnrB in bodies of water isolates in
Vietnam concluding that the presence of this gene in isolates originated from bodies
of water is not associated to the use of quinolone antimicrobials in animal husbandry,
aguaculture or infections control. Although, the existence of these genes in natura is
not yet proven to be intrinsic to the bacterial genome. According to Strahilevitz et al
(38) the origins of gnr family genes was not only in environmental bacteria but also in
bacteria isolated from humans and animals. Nordman e Poirel (39) stated that gnr
genes in Enterobacteriaceae can be associated to ESBLs, CTX-M-1 or CTX-M-9
which may indicate that genes encoding beta-lactamases and quinolone resistance
mechanisms may be located in the same plasmid with possibility of transfer to other
species.

The presence in hospital settings of Enterobacteriaceae strains harboring
resistance genes to several classes of antimicrobial drugs or several genes encoding
for one same class is a well established fact (40). Besides the small bacterial
population analyzed in the present study, it was possible to detect a representative
group, with well discernible characteristics, which is occurring in hospitals all over the
world. In a study by Minarini et al (41), Enterobacteriaceae strains harboring gnr
genes were isolated from outpatients in several Brazilian states. Although the clinical
isolates in this study come from inpatients, these results corroborate the ones from
Minarini et al (41) showing that gnrB is more prevalent in Brazil than gnrA, while in
the latter study samples from Rio de Janeiro state were not studied.

Oktem et al (42) studying E. coli and K. pneumoniae strains isolated from blood
showing resistance to beta-lactamic and quinolone drugs, found a correlation
between the existence of plasmids containing at least one beta-lactamases encoding
gene, blategm, blasyy or blactx-m, associated with the presence of gnrA gene. All the
isolates in the study, except for Kp 2692, showed presence of plasmid by PCR
testing. The existence of plasmids concomitantly harboring genes encoding
resistance for different classes of antimicrobial drugs may promote dissemination of

bacteria involved in infection of complex treatment (35).
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Sewage treatment plants constitute a favorable environment for the selection and
transfer of resistance genes between bacteria. Mokracka et al (43) studied the water
from different sites at a sewage treatment plant and found E. coli strains containing
integrons, even in samples from the end effluent, and some strains even had genes
encoding for different antimicrobial classes. In the present study it was found an
isolate (Kp 2Ge) from water collected at Caceribu river which containing the aacC2,
blatem, blasyy and the blacrx-m-1 genes. There was also an isolate (Ec 4Ge) from
water collected at Magé channel enclosing aacC2, blatem blactx-m-1 and gnrB genes.
Despite the fact that Caceribu River and Magé channel are part of a protected area,
they have been degraded due to discharges of different anthropic residues. These
results corroborate with the data from INEA (19).

Within the isolates from water samples collected in the areas of higher
degradation, the isolates, Koz 6Gb and Koz 6CFL (collected at Fund&o island II)
contained aacC2, blargy, blasyy and blactx-wm-1 genes. Isolates Ec 7Ga, Ec 7Gb, Ec
7Gc e Ec 7CFLd, from water samples collected at Bica’s beach, showed presence of
aacC2, blargy e blactx-v-1 genes and isolate Kp8Gb from water samples collected at
Mangue channel harbored the aacC2, blargv, blactx-m-1 and gnrB genes.

Presence of E. coli strains in water samples is an indicator of fecal contamination
(44). Multidrug-resistant Enterobacteriaceae strains which colonize human and
animal intestines are continuously discharged to the natural environment and may
cause serious opportunistic infections and behave as reservoirs for antimicrobial
resistant genes. The genes identified in the present study indicate that the water
bodies where samples were collected were exposed to sewage dumping from
households, hospitals and industries, enabling the presence of bacteria with the latter
characteristics in these natural bodies of water.

Procedures, such as, the proper use antimicrobial drugs in hospitals, veterinary
care and aquaculture, may contribute to a more efficient control of the dissemination
of bacteria harboring plasmids containing genes encoding for antimicrobial resistance
mechanisms. It is clear the need of a committed effort to sustain an efficient
microbiological monitoring and prevent the discharges of antimicrobial drugs residues
and bacteria into the natural environment. It is also paramount the detection of
multidrug-resistant bacteria in bodies of water as these are efficient ways for

dissemination of bacteria and all the traits they carry.
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Fig.1: The geographical areas where water samples were collected along Guanabara Bay. (Source:

Google maps).

TABLE |
Primers used on the PCR assays for detection of EMA, ESBL and PMQR encoding genes.
Primer Sequence 5 — 3 Amplicon size Reference

Acc3lla-F ACT GTG ATG GGATAC CGC TC 237 bp (25)
Acc3lia-R CTC CGT CAG CGTTTC AGC TA
TEM-F TTG GGT GCA CGA GTG GGT TA 503 bp (23)
TEM-R TAATTG TTG CCG GGA AGC TA
SHV-F TCG GGC CGC GTA GGC ATG AT 625 bp (23)
SHV-R AGC AGG GCG ACA ATC CCG CG
CTX-M-1-F3 GAC GAT GTC ACT GGC TGA GC 499 bp (24)
CTX-M-1-R2 AGC CGC CGACGC TAATACA
TOHO-1-2F GCG ACC TGG TTAACT ACAATCC 351 bp (24)
TOHO-1-1R CGG TAG TAT TGT CCT TAA GCC
gnrA up AAG GAAGCC GTATGG ATATT 670 bp (26)
gnrA dw AGC TAATCC GGC AGC ACT AT
gnrB up CGA CCT GAG CGG CAC TGA AT 515 bp (26)

gnrB dw

TGA GCA ACG ATG CCT GGT AG
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gnrS up ACCTTCACCGCTTGC ACATT 509 bp (26)
gnrS dw CCAGTG CTT CGAGAATCAGT
KPC-F TGT CAC TGT ATC GCC GTC 1011 bp (27)

KPC-R CTC AGT GCT CTA CAG AAAAACC
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Enterobacteriaceae isolated from water on the different collection sites at Guanabara Bay, including their resistance profiles and the studied genes found by PCR.

Collection site Phosphorus Strain Resistance profiles Identified genes
(uMIL)
Ec 1Gb  Cph/Amp/Cip/Nor/Tet/Gen/Tob aacC2
Guapimirim river 2,4 Ec 1Ge  Amp/Gen/Kan aacC2
Kp 1Gd  Amp/Cip/Nor/Tet/Chl/Gen/Kan/Tob gnrB
Ec 2Ga; Amp/Gen/Kan/Tob aacC2
Ec 2Ga, Amp/Gen/Ak aacC2
Caceribu river 8,6 Ec2Gc  Amp/Cip/Nor/Gen aacC2
Ec 2CFLd Cph/Cfz/Cro/Crx/Ctx/Amp blarono-1
Kp 2Ge Cph/Cfz/Cro/Crx/Ctx/Cpm/Atm/Amp/Cip/Nor/Tet/Gen/Amc/Sut aacC2/blatem/blaspyy/blacTx-m-1
Kp 2Gf  Amp/Tet/Gen aacC2
Guaxindiba river 54,5 Ec 3CFLc Cph/Cfz/Crx/Ctx/Amp/Amc blarono-1
Magé 3,2 Ec 4Ge  Cph/Cfz/Cro/Crx/Ctx/Caz/Cpm/Atm/Amp/Cip/Nor/Tet/Chl/Gen/Kan/Tob/Ppt/Amc/  aacC2/blatgw/blactxm-1/gnrB
agé Channel Sut
Fundo island | 13,2 Ec5Ga Amp/Tet/Gen/Kan aacC2
Ec 5Gd  Amp/Cip/Nor/Tet/Gen/Kan aacC2
Ec 6Ga  Amp/Cip/Nor/Tet/Chl/Gen aacC2
Fundo island Il 49,7 Ko 6Gb Cph/Cfz/Cro/Crx/Ctx/Caz/Cpm/Atm/Amp/Cip/Nor/Tet/Gen/Kan/Tob/Amc/Sut aacC2/blatgm/blaspyy/blacTx-m-1
Ko 6CFL  Cph/Cfz/Cro/Crx/Ctx/Caz/Cpm/Atm/Ipm/Etp/Amp/Cip/Nor/Tet/Gen/Kan/Tob/Ppt/ aacC2/blargw/blasyy/blacTx-m-1
Amc/Asb/Sut
Ec 7Ga  Cph/Cfz/Cro/Crx/Ctx/Cpm/Amp/Cip/Nor/Tet/Chl/Gen/Tob/Amc/Sut aacC2/blatgpm/blacTxm-1
Bica's beach 19,5 Ec 7Gb Cph/Cfz/Cro/Crx/Cpm/Atm/Amp/Cip/Nor/Tet/Chl/Gen/Amc/Asb/Sut aacC2/blatgpm/blacTxm-1
Ec 7Gc Cph/Cfz/Cro/Crx/Ctx/Cpm/Atm/Amp/Cip/Nor/Tet/Chl/Gen/Ami/Amc/Sut aacC2/blatepm/blacTxm-1
Ec 7CFLd Cph/Cfz/Cro/Crx/Ctx/Cpm/Atm/Amp/Cip/Nor/Tet/Chl/Gen/Amc/Sut aacC2/blasgpm/blacTxm-1
Mangue Channel 64,6 Kp 8b, Cph/Cfz/Cro/Crx/Ctx/Caz/Atm/Amp/Cip/Nor/Tet/Gen/Kan/Tob aacC2/blargm/blactyx.m.1/qnrB

Ec- E. coli; Kp- K. Pneumoniae; Ko- K. pneumoniae subsp. ozaenae; Cph-cephalotin; Cfz- cephazolin; Cro- ceftriaxone; Crx- cefuroxime; Ctx- cefotaxime; Caz-
ceftazidime; Cpm- cefepime; Atm- aztreonam; Ipm- imipenem; Etp- ertapenem; Amp- ampicillin; Cip- ciprofloxacin; Nor- norfloxacin; Tet- tetracycline; Chl-
chloramphenicol; Gen- gentamicin; Ak- amikacin; Kan- kanamycin; Tob- tobramycin; Ppt- piperacillin/tazobactam; Amc- amoxillin/clavulanic acid; Asb-
ampicillin/sulbactam; Sut- cotrimoxazol.
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Enterobacteriaceae isolated from clinical specimens, including their resistance profiles and the studied genes found by PCR.

Unit Specimen Strain Resistance profiles Identified genes
Ec 1407 Amp/Cip/Nor/Tet/Gen/Tob/Sut aacC2
Ambulatory care Urine Ec 1798 Cph/Cfz/Cro/Crx/Ctx/Caz/Cpm/Atm/Amp/Tet/Chl/Gen/Kan/Tob/Asb/Sut aacC2/ blargm/blacTx-m-1
Ec 2383 Amp/Cip/Nor/Tet/Gen/Sut aacC2
Thorax surgery Pleural fluid Ec 1633a Cph/Cfz/Crx/Caz/Amp/Cip/Nor/Chl/Gen/Kan/Tob/Ash/Sut blargm/ blatono.1/ gnrA
IcU Ee'fcffgt‘fg‘rt] Kp2141b  Cph/Cfz/Cro/Fox/Crx/Caz/Atm/Ipm/Etp/Amp/Gen/Kan blaroo.
GP clinic Blood Kp 2492 Cph/Cfz/Cro/Crx/Ctx/Amp/Tet/Gen/Sut aacC2/ blatgp/ blactx-m-1/ blatono-1
PID unit Urine Kp 2692 Cph/Cfz/Cro/Crx/Ctx/Cpm/Amp/Cip/Nor/Tet/Gen/Kan/Tob/Sut aacC2/ blatgpm/blasyy/ blactxm-1
Peritoneal Cph/Cfz/Cro/Crx/Ctx/Cpm/ Atm/Imp/Etp/Amp/Cip/Nor/Tet/Chl/
Auid <P 7438 o Tob/Ppt/AshiSut aacC2/ qnrB/ blaec
Nephrology EP.?:’:;ES# Kp 7474 Cph/Cfz/Cro/Fox/Crx/Ctx/Cpm/Atm/Imp/Etp/Amp/Cip/Nor/Tet/ aacC2/ anrB/ bla
cathoror T Chl/Gen/Tob/Ppt/Asb/Sut d kPC

Ec- E. coli; Kp- K. Pneumoniae; ICU- Intensive care unit; GP- General Practitioner; PID- Infectious and Parasitic Diseases; Cph-cephalotin; Cfz- cephazolin;
Cro- ceftriaxone; Fox- cefoxitin; Crx- cefuroxime; Ctx- cefotaxime; Caz- ceftazidime; Cpm- cefepime; Atm- aztreonam; Ipm- imipenem; Etp- ertapenem; Amp-
ampicillin; Cip- ciprofloxacin; Nor- norfloxacin; Tet- tetracycline; Chl- chloramphenicol; Gen- gentamicin; Ak- amikacin; Kan- kanamycin; Tob- tobramycin; Ppt-
piperacicllin/tazobactam; Amc- amoxillin/clavulanic acid; Asb- ampicillin/sulbactam; Sut- cotrimoxazol.



