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Pseudomonas aeruginosa: disseminacao de resisténcia
antimicrobiana em efluente hospitalar e agua superficial

Pseudomonas aeruginosa: spread of antimicrobial resistance
in hospital effluent and surface water

Daiane Bopp Fuentefria', Alessandra Einsfeld Ferreira’,
Tiago Grif® e Gertrudes Corcao'?

RESUMO

0 objetivo deste estudo foi comparar amostras de efluente do Hospital Sdo Vicente de Paulo com amostras de dgua do Rio Passo Fundo, quanto ao
perfil de susceptibilidade de isolados de Pseudomonas aeruginosa, para inferir sobre a presenca de isolados de origem hospitalar em amostras de
dgua superficial. A significAncia estatistica entre os perfis de susceptibilidade das amostras foi testada por andlise de varidncia e a comparacio das
amostras foi feita por contrastes de interesse. Foram identificados 198 isolados de Pseudomonas aeruginosa a partir das amostras analisadas. O
fendtipo de multirresisténcia no foi observado nas amostras do Rio Passo Fundo, embora alguns isolados resistentes a carbapenémicos tenham sido
identificados, indicando a presenca de contaminaco com bactérias provenientes de um ambiente sob forte pressdo seletiva. Diferencas significativas
entre as amostras de dgua e efluente hospitalar foram observadas a partir da andlise de varidncia por contrastes de interesse.

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

ABSTRACT

The aim of this study was to compare sewage samples from Hospital S2o Vicente de Paulo with water samples from the Passo Fundo river, with regard
to the susceptibility profile of Pseudomonas aeruginosa isolates, in order to make inferences about the presence of strains of hospital origin in surface
water samples. The statistical significance between the susceptibility profiles of the samples was tested using analysis of variance, and the samples were
compared by means of contrasts of interest. One hundred and ninety-eight isolates of Pseudomonas aeruginosa were recovered from the samples
analyzed. No phenotype for multiresistance was found in the samples from the Passo Fundo river, although some carbapenem-resistant isolates were
identified, thereby indicating the presence of contamination with bacteria derived from an environment under strong selection pressure. Significant
differences between the water and hospital effluent samples were observed, based on the analysis of variance by means of contrasts of interest.

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

Antibidticos e bactérias resistentes sio descartados em
grandes quantidades no ambiente® como resultado do aumento
e freqiiente uso indiscriminado de antibidticos nas priticas
médicas, veterindrias e agririas. As dguas dos rios sio os
principais receptores desses poluentes, uma vez que recebem os
esgotos urbano, industrial e hospitalar. Os rios sdo considerados
uma das principais fontes de dgua, direta ou indiretamente,
para consumo humano e animal, portanto, esta polui¢do pode
contribuir para a manuten¢o e até disseminacdo da resisténcia
bacteriana®. O esgoto hospitalar, especificamente, libera uma
variedade de substincias além de antibioticos, tais como
firmacos, desinfetantes, anestésicos, metais pesados e drogas

ndo metabolizadas por pacientes’. A ocorréncia de ambientes
fortemente seletivos para os microrganismos recuperados de
efluentes hospitalares, gera um aumento da freqiiéncia de genes
de resisténcia bacteriana. Estudos tém demonstrado que efluentes
hospitalares apresentam niveis mais elevados de bactérias
entéricas resistentes a antimicrobianos do que efluentes derivados
de outras fontes e, que a concentracio de antimicrobianos na dgua
que recebe 0 esgoto hospitalar também é superior, criando um
ambiente com forte pressdo seletiva'’. Além disso, as precdrias
condicoes de saneamento bisico e a falta de tratamento dos
efluentes hospitalares podem estabelecer rotas de disseminagio
de bactérias multirresistentes' **.
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A bactéria Pseudomonas aeruginosa é um dos principais
microrganismos recuperados de efluentes hospitalares. £ um
patégeno nosocomial freqiiente, responsivel por infeccoes em
diversos sitios do corpo humano, particularmente em pacientes
imunocomprometidos. Estd amplamente distribuida no ambiente
e é capaz de persistir por longos periodos em ambientes adversos
e desenvolver resisténcia a agentes antimicrobianos®. Além da
caracteristica intrinseca de apresentar baixo nivel de sensibilidade
a0s antimicrobianos, diversos mecanismos de resisténcia tém
sido identificados em Pseudomonas aeruginosa, como hiper-
expressio de bombas de efluxo, producdo de B-lactamases,
perda ou expressdo reduzida de proteinas de membrana
externa’ '' 12, Freqiientemente, isolados de Pseudomonas
aeruginosa apresentam um amplo espectro de resisténcia, podendo
ser resistentes a diferentes classes de agentes antimicrobianos,
inclusive contra cefalosporinas de terceira e quarta geracdes e
carbapenémicos (como imipenem e meropenem). Por estas razoes,
as infecgdes causadas por cepas de Pseudomonas aeruginosa
multirresistentes estabelecem um substancial desafio para a terapia
antimicrobiana, trazendo ao cendrio atual a inevitdvel necessidade
de identificar essas bactérias multirresistentes no efluente hospitalar
e avaliar sua contribui¢do para a disseminacio da resisténcia em
amostras de dgua superficial.

Este estudo visa comparar o perfil de susceptibilidade entre
amostras de efluente hospitalar e de dgua superficial, através
de isolados de Pseudomonas aeruginosa provenientes das
respectivas amostras, com o intuito de inferir sobre a presenca
de isolados de origem hospitalar em amostras de d4gua superficial
do Rio Passo Fundo.

MATERIAL E METODOS

Amostras. Duas coletas foram realizadas, nos meses de
outubro/2005 e margo/2000, totalizando 12 amostras; seis de
efluente hospitalar e seis de dgua superficial. As amostras de
efluente foram coletadas do Hospital S3o Vicente de Paulo (HSVP),
um hospital de 635 leitos, localizado em Passo Fundo, RS. As
amostras de dgua superficial foram coletadas do Rio Passo Fundo
em trés pontos distintos: proximo 2 nascente do rio (Ponto A); 2
montante do descarte do efluente hospitalar (Ponto B) e a jusante
do descarte do efluente hospitalar (Ponto C). Os Pontos D, E e F
sdo amostras de efluente hospitalar e drenam diferentes setores
hospitalares. Foram coletadas amostras de 11 de d4gua superficial
ou efluente hospitalar. Aliquotas de 100mL foram filtradas em
membranas de ésteres mistos de 0,45pm de porosidade. As
membranas foram transferidas para o caldo seletivo asparagina
e, posteriormente, aliquotas de 100pl dos tubos positivos foram
transferidas para caldo acetamida e isoladas em 4gar acetamida,
para selecfio de colonias caracteristicas.

Identificacdo dos isolados de Pseudomonas
aeruginosa. A identificacio fenotipica foi realizada pela
coloracdo de Gram e provas bioquimicas convencionais,
como citocromo-oxidase, fermentacdo e oxidacdo da glicose,
fermentacdo e oxidacdo da lactose, crescimento em caldo
simples a 42°C, motilidade, produgio de H,8, reducdo de nitrato

e producdo de pioverdina. A identifica¢do foi confirmada pela
amplificacio de um fragmento do 16S rDNA de Pseudomonas
aeruginosa.

Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos. O perfil
de susceptibilidade dos isolados de Pseudomonas aeruginosa foi
determinado pela técnica de disco-difusdo de acordo com as normas
do Clinical Laboratory Standards Institute, 2005°. Os seguintes
antibi6ticos foram testados: amicacina (30pg), gentamicina
(10pg), ciprofloxacina (5pg), ceftazidima (30pg), piperacilina-
tazobactam (100pg/10pg), ticarcilina-dcido clavulinico (75pg/
10pg), imipenem (10pg), meropenem (10pg), cefepime (30pg),
aztreonam (30pg) e polimixina B (300pg)*. Os isolados foram
considerados multirresistentes quando apresentaram resisténcia
a pelo menos quatro classes diferentes de antimicrobianos. A cepa
Pseudomonas aeruginosa ATCGC 27853 foi utilizada como controle
de qualidade dos testes de susceptibilidade.

Andlise estatistica. Os perfis de susceptibilidade dos
isolados de Pseudomonas aeruginosa nos diferentes pontos de
coleta foram analisados, sendo a significancia estatistica entre as
diferencas testada por meio de andlise de varidncia por testes de
aleatorizacio (com intervalo de confianga de 95%). A hipétese
nula (Ho) formulada é de que ndo existe diferenca entre os perfis
de susceptibilidade dos grupos analisados. A comparacdo dos
perfis de susceptibilidade foi feita por contrastes de interesse, a
fim de comparar amostras de efluente hospitalar com amostras
de 4gua superficial. Os isolados de Pseudomonas aeruginosa
foram considerados unidades amostrais e os antimicrobianos
varidveis. Os dados originais foram transformados para dados
semiquantitativos (sendo: 0= sensivel; 1= intermedidrio e 2=
resistente ao antimicrobiano testado) para cdlculo de distancia
euclidiana entre unidades amostrais. A andlise de varidncia foi
realizada com auxilio do Programa Multiv (versdo 242).

RESULTADOS

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

Os isolados de Pseudomonas aeruginosa do Ponto B
apresentaram 77,3% de sensibilidade a todos os antimicrobianos
testados, sendo que a principal resisténcia observada foi a0 imipenem.
No Ponto C, a taxa de sensibilidade a todos antimicrobianos
testados foi de 44,4% e a resisténcia dos isolados foi verificada
predominantemente frente a0 meropenem, sendo 55,5% resistentes
aos carbapenémicos. Os isolados do Ponto D (efluente hospitalar)
foram, na sua maioria (80,9%) sensiveis a todos os antibiGticos
testados, com excecdo de dois isolados que apresentaram resisténcia
a imipenem, meropenem, cefepime e aztreonam. Os isolados de
Pseudomonas aeruginosa do Ponto E também apresentaram alto
(65,9%) indice de susceptibilidade a todos os antimicrobianos
testados, embora 34% dos isolados tenham apresentado resisténcia
aos carbapenémicos. O Ponto F apresentou 73,2% de isolados
resistentes a imipenem e/ou meropenem e 78% dos isolados com
fenotipo de multirresisténcia (Tabela 1).
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Tabela 1 - Susceptibilidade dos isolados de Pseudomonas aeruginosa das amostras de dgua superficial (Pontos de
coleta B e C) e efluente hospitalar (Pontos de coleta D, E e F).

Dados gerais de

Pontos de coleta

n¢ isolados Pseudomonas aeruginosa (%)

susceptibilidade B (n°=53) C (n°=18) D (n°=42) E (n°=44) F (n°=41)
Isolados sensiveis a todos

os antimicrobianos testados 41 (77,3) 8 (44,4) 34 (80,9) 29 (65,9) 4(9,7)
Isolados resistentes a imipenem

e/ou meropenem 12 (22,6) 10 (55,5) 6 (14,3) 15 (34,0) 30 (73,2)
Isolados multirresistentes 0 (0,0) 0 (0,0) 2 (4,8) 0 (0,0) 32 (78,0)

A andlise de variancia por aleatorizacio mostrou que o fator
local de coleta apresenta diferengas significativas entre os grupos
analisados (p<0,05). A Tabela 2 mostra que a comparaco entre
as amostras de 4gua superficial e de efluente hospitalar apresentou
diferencas significativas entre os contrastes analisados (p<0,05).
Todos os contrastes analisados mostraram diferengas significativas
(p< 0,05).

Tabela 2 - Soma de Quadrados (Q) e Probabilidades (P) encontradas
a partir da andlise de variincia analisando contrastes especificos
entre amostras de dgua superficial (Pontos B e C) e esgoto hospitalar
(Pontos D, E e F).

Soma de
Fator de variagio: local quadrados (Q) P
Entre grupos 465,04 0,001
Contrastes
Ponto B x Pontos DEF 128,88 0,001
Ponto C x Pontos DEF 108,95 0,001
Pontos BC x Pontos DEF 180,70 0,001
Dentro de grupos 227,84
Total 692,87
DISCUSSAO

Dentre os 198 isolados de Pseudomonas aeruginosa
recuperados, 71 foram provenientes de dgua superficial. O
ponto A, préximo 2 nascente, nio apresentou nenhum isolado
de Pseudomonas aeruginosa, talvez por néo receber efluente da
Cidade de Passo Fundo e, portanto, néo ser um local impactado. O
ponto C, 2 jusante do descarte do efluente hospitalar, apresentou
menor niimero de isolados do que o ponto B (2 montante); talvez,
o Ponto B esteja recebendo outra fonte de contaminagdo, que
tenha contribuindo para o maior nimero de isolados. Entretanto,
quanto ao perfil de susceptibilidade, os isolados do Ponto B
mostraram menor indice de resisténcia a carbapenémicos,
quando comparados aos isolados do Ponto C. Ao todo, 127
isolados foram recuperados das amostras do efluente hospitalar,
sendo que o nimero de isolados de cada ponto nio mostrou
diferengas significativas.

Diversos estudos comprovam a presen¢a de bactérias
resistentes em 4gua superficial No presente estudo, foi observada
resisténcia a carbapenémicos em amostras de dgua do Rio Passo
Fundo (Tabela 1), embora o fendtipo de multirresisténcia ndo
tenha sido observado. Além disso, a resisténcia a0 imipenem
encontrada em alguns isolados do Ponto B pode indicar uso
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de antibiéticos carbapenémicos na comunidade, uma vez que
as 4guas do Ponto B ndo recebem efluente do HSVP, apenas
efluente domiciliar e industrial. O uso doméstico de antibiGticos
pode estar exercendo pressio seletiva suficiente para permitir o
aparecimento de isolados resistentes, aumentando o problema
de resisténcia na comunidade?.

As amostras de efluente hospitalar, principalmente
os pontos E e F, apresentaram alta porcentagem de
isolados resistentes a carbapenémicos e, no Ponto F
especificamente, 78% de isolados multirresistentes, com
resisténcia principalmente a gentamicina, ciprofloxacina,
ceftazidima, piperacilina-tazobactam, ticarcilina-dcido
clavulanico, imipenem e aztreonam. O Ponto F drena o
maior nimero de enfermarias do HSVP, além de setores de
coleta ambulatoriais e administrativos, assim, provavelmente
a alta taxa de multirresisténcia tenha ocorrido, entre outros
fatores, em fungio de dgua de banho desses pacientes e por
ser 0 ambiente com menor nimero de Centros de Tratamento
Intensivos (CTIs), provavelmente sujeito a menor controle
de infecco.

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

As diferencas significativas observadas a partir da andlise
de contrastes de interesse (p = 0,001) ocorrem em funcio dos
perfis de susceptibilidade dos isolados desses pontos. Quando
amostras de dgua superficial (Pontos B e C) foram comparadas
com amostras de efluente hospitalar (Pontos D, E e F) observou-se
diferenca significativa, que pode ser explicada, principalmente,
pelo fato de que 78% dos isolados do ponto F apresentaram o
fendtipo de multirresisténcia, enquanto que esse fendtipo nio
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foi observado nos pontos B e C. Esses dados indicam que os
isolados bacterianos presentes no efluente do HSVP apresentam
um perfil de susceptibilidade diferente das recuperadas do rio
Passo Fundo. Entretanto, o fato de nove isolados do Ponto C
(n°=18) apresentarem susceptibilidade reduzida ao meropenem
nfo descarta a hipdtese de que a contaminacfio dessas dguas esteja
ocorrendo, de alguma maneira, através do efluente hospitalar,
pois o meropenem € um antibiético de amplo espectro e de uso
hospitalar restrito.

Nenhum isolado multirresistente de Pseudomonas
aeruginosa foi encontrado nas amostras de 4gua superficial do
rio Passo Fundo e, diferencas significativas foram observadas
entre os perfis de susceptibilidade dos isolados de dgua
superficial e efluente hospitalar. Entretanto, um grau detectével
de resisténcia pdde ser observado entre do Rio Passo Fundo,
indicando uma possivel contaminagdo por bactérias provenientes
de um ambiente sob forte pressdo seletiva, como é o ambiente
hospitalar. Ambientes aquaticos contaminados podem constituir
uma rota de disseminagdo de resisténcia bacteriana para
a comunidade. Assim, reduzir a liberacdo de bactérias do
ambiente hospitalar para a comunidade torna-se essencial para
evitar o surgimento de reservatérios ambientais de resisténcia
a antibiGticos. Estudos de caracteriza¢io molecular adicionais
devem revelar se existe ou ndo relagio genética entre os isolados
resistentes recuperados das amostras de dgua superficial e os
isolados de efluente hospitalar, indicando uma possivel rota de
contaminagio neste ambiente.
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