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RESUMO

O desenvolvimento de antimicrobianos modificaram a terapia de doengas infecciosas que antes
eram intrataveis, em infec¢des que podem ser facilmente tratadas. Porém, com a descoberta e
o amplo uso desses medicamentos na saide humana e animal, a resisténcia bacteriana se tornou
um grave problema de saude publica. Este trabalho tem como objetivo principal a
caracterizacdo de bactérias multirresistentes de pacientes internados no Hospital Universitario
/ UFSC oriundos do oeste do estado de Santa Catarina. Essa regido ¢ a maior produtora de
suinos e aves do estado, com extensivo uso de antimicrobianos, aumentando assim a
disseminag¢do da resisténcia entre animais, humanos e meio ambiente. Para a realizagao deste
trabalho foram coletados swabs nasal do leito e retal (ou fezes), na internagdo e na alta, de
pacientes admitidos para procedimentos eletivos no HU/UFSC entre agosto de 2019 a fevereiro
de 2020. Visando selecionar isolados resistentes, inicialmente as amostras foram inoculadas em
caldo TSB contendo 2mg/L dos seguintes antimicrobianos: A) ceftriaxona, para selecionar
BGN produtoras de ESBL; B) meropenem, para selecionar BGN produtoras de
carbapenemases; C) polimixina B, para selecionar BGN resistentes as polimixinas; D)
vancomicina, para selecdo de enterococos resistentes a vancomicina (VRE); E) cefoxitina, para
selecao de estafilococos resistentes a meticilina. Posteriormente ao crescimento das bactérias
resistentes, as mesmas foram isoladas e entdo foram realizados testes bioquimicos para
confirmacdo da espécie. Foram isoladas 128 bactérias de 13 pacientes, das quais 51,5% sdo
Gram-negativas da ordem Enterobacterales, 41,4% Gram-positivas e 7,1% Gram-negativas nao
fermentadores da glicose. Apos identifica¢do, o Teste de Sensibilidade aos Antimicrobianos
(TSA), bem como teste fenotipico de disco-aproximagao para pesquisa de Beta-lactamases de
Espectro Estendido (fenotipo ESBL) foram realizados para os isolados da ordem
Enterobacterales. O perfil de sensibilidade dos isolados mostrou 40 (60,6%) isolados resistentes
a ampicilina, 17 (25,7%) resistentes a ampicilina-sulbactam, 19 (28,8%) resistentes a
amoxicilina-acido clavulanico e 7 (10,6%) resistentes a piperacilina-tazobactam. Em relagdo as
fluoroquinolonas, a resisténcia ao ciprofloxacino foi observada em 34,9% (23) dos isolados. Os
1solados com resisténcia aos aminoglicosideos foram 4 (6,0%) resistentes a amicacina, 11
(16,7%) resistentes a gentamicina, 20 (30,3%) resistentes a tobramicina e 10 (15,2%) resistentes
a tigeciclina. Considerando as classes de antimicrobianos testadas, 45,5% dos isolados foram
classificados como multidroga resistentes (MDR) (ndo sensivel a pelo menos um
antimicrobiano em trés classes) e 4,5% como extensivamente resistente (XDR) (ndo sensivel a
pelo menos um antimicrobiano de todas as classes, exceto duas). Além disso, 13,6% possuem
o fendtipo ESBL. Os resultados também demonstram que os pacientes ja vieram das suas
cidades colonizados com bactérias resistentes, mas também adquiriam no hospital durante a
internacdo. E importante ressaltar que apesar de serem isolados de colonizagdo, ndo de infecgio,
mecanismos clinicamente importantes de resisténcia bacteriana estdo circulando entre
ambientes hospitalares e comunitarios (especialmente da pecudria), evidenciando tanto falha
em procedimentos de higienizagdo dentro do hospital, quanto o surgimento e sele¢dao de cepas
resistentes na comunidade. Como consequéncia, o estabelecimento de cepas MDR/XDR, tanto
em ambiente hospitalar quanto comunitario, pode comprometer a utilizagdo de diversas classes
de antimicrobianos em uma necessidade futura de tratamento de infecgoes.

Palavras-chave: Resisténcia antimicrobiana, resisténcia a multiplas drogas (MDR), satde
unica, pecudria.



ABSTRACT

The development of antimicrobials has modified therapy of infectious diseases that were
previously intractable, into infections that can be easily treated. However, with the discovery
and extended use of these drugs on human and animal health, bacterial resistance became a
serious public health problem. This work has as main objective the characterization of
multidrug-resistant bacteria of patients admitted to the University Hospital / UFSC from the
western Santa Catarina State. This region is the largest producer of pigs and poultry in the state,
with extensive use of antimicrobials, thus increasing the spread of resistance among animals,
humans and the environment. To perform this work, nasal, hospital bed and rectal swabs (or
feces) were collected from patients at their admission and discharge time, by patients admitted
for elective procedures at HU/UFSC between August 2019 and February 2020. To select
resistant isolates, initially, the samples were inoculated in TSB broth containing 2mg / L of the
following antimicrobials: A) ceftriaxone, to select ESBL-producing BGN; B) meropenem, to
select carbapenemase-producing BGNs; C) polymyxin B, to select polymyxin-resistant BGNs;
D) vancomycin, for selection of vancomycin-resistant enterococci (VRE); and E) cefoxitin, for
the selection of methicillin-resistant staphylococci (MRSA). After the resistant bacteria growth,
they were isolated, and then biochemical tests were carried out to confirm the species. 128
bacteria were isolated from 13 patients, of which 51.5% are Gram-negative of the order
Enterobacterales, 41.4% are Gram-positive and 7.1% are Gram-negative non-fermenters of
glucose. After identification, the Antimicrobial Sensitivity Test (TSA), as well as a phenotypic
disk-approximation test for the investigation of Extended Spectrum Beta-lactamases (ESBL
phenotype), were performed for the Enterobacterales isolates. The sensitivity profile of the
isolates showed 40 (60.6%) isolates resistant to ampicillin, 17 (25.7%) resistant to ampicillin-
sulbactam, 19 (28.8%) resistant to amoxicillin-clavulanic acid and 7 (10.6%) resistant to
piperacillin-tazobactam. Regarding fluoroquinolones, resistance to ciprofloxacin was observed
in 34.9% (23) of the isolates. The isolates with resistance to aminoglycosides were 4 (6.0 %)
resistant to amikacin, 11 (16.7%) resistant to gentamicin, 20 (30.3%) resistant to tobramycin,
and 10 (15.2%) resistant to tigecycline. Considering the classes of antimicrobials tested, 45.5%
of the isolates were classified as multidrug-resistant (MDR) (not sensitive to at least 1
antimicrobial in 3 classes) and 4.5% as extensively drug-resistant (XDR) (not sensitive to at
least 1 antimicrobial of all classes, except 2). Also, 13.6% have the ESBL phenotype. The
results also showed that patients came from their cities colonized with resistant bacteria, but
also acquired them in the hospital during hospitalization. It is important to note that despite
being isolated from colonization, not from infection, clinically important mechanisms of
bacterial resistance are circulating between hospital and community environments (especially
livestock), showing both failures in hygiene procedures within the hospital, as well as the
emergence and selection resistant strains in the community. Therefore, the establishment of
MDR / XDR strains, both in hospital and community settings, may compromise the use of
diverse classes of antimicrobials in a future infection treatment need.

Keywords: Antimicrobial resistance, Multidrug resistance (MDR), One Health, Animal
Farming.
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1 INTRODUCAO

Os antibacterianos sdo substancias quimicas, que podem ser de origem natural ou
sintética e que possuem a capacidade de prevenir ou tratar infec¢cdes microbianas. Eles podem
ser classificados de acordo com os mecanismos que afetam, como por exemplo, inibi¢do da
sintese de DNA, de RNA, da parede celular e de proteinas das bactérias, como mostra a Figura
1, ou classificados de acordo com a sua atividade, sendo capazes de induzir a morte celular —

bactericidas — ou inibir o crescimento celular — bacteriostaticas (KOHANSKI, 2010).

Figura 1 - Mecanismos de a¢ao dos antibacterianos.

SINTESE DAS PURINAS
SINTESE DO ACIDO FOLICO

..

FUNGAD E ESTRUTURA,

Fonte: Anvisa, 2007.

A descoberta ¢ o desenvolvimento de antimicrobianos modificaram a terapia de
doengas infecciosas que antes eram intrataveis, em infecgdes que podem ser facilmente tratadas.
Concomitantemente ao uso desses medicamentos, houve o aparecimento de cepas resistentes
(DAVIES, 2010).

A resisténcia antimicrobiana foi identificada como uma grave ameaga a saude humana

pela Organizagdo Mundial da Satde devido a falta de novas classes de antibacterianos
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introduzidas no mercado e ao surgimento de cepas bacterianas multirresistentes
(CARLET,2011).

Alguns fatores estdo intimamente relacionados com o aumento da resisténcia aos
antimicrobianos, como por exemplo, os fatores relacionados a prescricdo médica, o tempo de
tratamento menor do que o necessario para combater a infec¢cdo e por consequéncia causando
pressao seletiva e selecionando os microrganismos mais resistentes, o uso de antimicrobianos
com amplo espectro de agdo para tratar infec¢des simples, assim como o uso de antimicrobianos
em infecgOes ndo bacterianas. Ademais, a grande circulagdo de pessoas e animais faz aumentar
a disseminacdo de cepas resistentes aos antimicrobianos, em diferentes partes do mundo
(BISHT, 2009).

Os antimicrobianos além de serem utilizados para profilaxia e tratamento de infec¢des
em seres humanos, também sdo utilizados em grande quantidade na pecuaria, ndo s6 para fins
terapéuticos, mas em doses subterapéuticas como promotores de crescimento animal. Assim,
doses baixas, que ndo sdo capazes de eliminar grande parte das bactérias patogénicas do
organismo do animal, podem ser responsaveis pelo surgimento de resisténcia bacteriana nos
animais, € que, posteriormente podem ser transmitidas através de material genético para outras
bactérias e assim colonizar os seres humanos (CERQUEIRA, 2013).

Visto que ha relagdo entre a resisténcia bacteriana em animais € humanos e que existe
a necessidade de agdes - ndo apenas focado na saude humana, mas em toda a cadeia de
transmissdo da resisténcia antimicrobiana - no inicio dos anos 2000 a Organiza¢cdao Mundial da
Satide (OMS), juntamente com a Organiza¢ao Mundial de Saude Animal (OIE) e a Organizacao
das Nagdes Unidas para a Alimentagao e a Agricultura (FAO) abordaram o tema “ Satde Unica”
no Plano de A¢do Global para o Enfrentamento a Resisténcia aos Antimicrobianos (ESTRELA,
2018).

Satide Unica (em inglés, One Health), estabelece o envolvimento ndo apenas humano,
mas também ambiental e animal na resisténcia aos antimicrobianos, tal como a necessidade de
colaboragdo entre esses diferentes setores para a sua prevencdo, vigildncia e combate
(ESTRELA, 2018). Esta abordagem, traz em voga questdes que podem ser aprimoradas entre
os diferentes setores, sejam eles saide humana, saude animal e ecossistemas, identificando
formas de diminuir riscos e proporcionar uma visdo mais ampla de como a saide humana esta

intimamente ligada aos animais e ao meio ambiente (BERTHE, 2017).
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Sendo assim, a proposta desse trabalho ¢ investigar e determinar os microrganismos
resistentes que colonizam pacientes internados no Hospital Universitario/ UFSC, provenientes
de municipios do oeste do estado de Santa Catarina, onde se localizam as principais criacdes de
suinos e aves do estado, possibilitando o estudo da dinamica desses microrganismos entre o

meio hospitalar e o de criacdo animal.
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2 OBJETIVOS

Isolar e identificar bactérias resistentes aos antimicrobianos em amostras de pacientes
internados no Hospital Universitario/ UFSC oriundos de cidades do oeste do estado de Santa

Catarina.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Processar amostras de swab nasal, de leito e de fezes (ou swab retal) coletados de
pacientes internados no Hospital Universitario/ UFSC oriundos de cidades do oeste de Santa
Catarina para o isolamento de bactérias resistentes aos antimicrobianos;

2. Selecionar e identificar fenotipicamente as coldnias obtidas no cultivo primario;

3. Avaliar o perfil de sensibilidade dos isolados aos principais antimicrobianos.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 RESISTENCIA ANTIMICROBIANA

A resisténcia antimicrobiana € vista como um processo natural dos microrganismos
que vem sendo observada a partir da descoberta do primeiro antimicrobiano. Porém, o uso
inadequado e prolongado de antimicrobianos no tratamento de infecgdes € como promotores de
crescimento na criagdo animal vem acelerando esse processo (O’ NEILL, 2016).

Infec¢des causadas por microrganismos resistentes causam sérios problemas nos
sistemas de saude por aumentarem as taxas de mortalidade, o tempo de hospitalizagao e os
custos do tratamento, além de restringirem o arsenal de medicamentos eficazes que também ¢
intensificado pelo reduzido niimero de novos antimicrobianos introduzidos no mercado nos
ultimos anos (BASSETI, 2015; WRIGHT, 2005).

Os microrganismos que apresentam resisténcia aos antimicrobianos podem ser
classificados de acordo com o Centro Europeu de Controle de Doengas (ECDC) e o Centro de
Controle e Prevencdo de Doengas dos EUA (CDC), em MDR (resistente a multidrogas) que ¢
definida como a resisténcia a um agente antimicrobiano em trés ou mais categorias de
antimicrobianos, XDR (extensivamente resistente aos antimicrobianos) como a resisténcia a
pelo menos um agente em todas, exceto em duas ou menos categorias de antimicrobianos e
PDR (pan droga resistente) como a resisténcia a todos os agentes de todas as categorias de
antimicrobianos (MAGIORAKOS, 2012).

Bactérias MDR estdo entre as principais causadoras de infecgdes graves, sobretudo no
ambiente hospitalar, sendo que a resisténcia bacteriana pode ser classificada em resisténcia
intrinseca e resisténcia adquirida, seja por mutagdo ou por transmissao de material genético
(BASSETIL, 2015).

A resisténcia intrinseca ¢ conhecida como a resisténcia aos antimicrobianos que
algumas bactérias ja possuem naturalmente, sem terem tido contato anteriormente com algum
destes medicamentos e acontece, principalmente, pela presenca de enzimas que sdo capazes de
inativar o antimicrobiano, pela auséncia de alvo do medicamento ou por especificidades
proprias das bactérias, como expressao de bombas de efluxo especificas (DZIDIC, 2008).

Em contrapartida, a resisténcia adquirida acontece quando a bactéria adquire

resisténcia aos antimicrobianos devido a mutagdes em determinado local do cromossomo, ou
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por transferéncia horizontal através da transferéncia de um gene de resisténcia de uma bactéria
ou do meio que a circunda, para outra bactéria (DZIDIC, 2008).

Os genes responsaveis pela resisténcia a determinado antibacteriano podem estar
localizados em plasmideos, que sdo moléculas de DNA circular extracromossomal, ou seja,
possuem a capacidade de se replicar de forma independente e dispdem de informacgdes
genéticas com alguma atividade especifica, mas que nao ¢ estritamente necessaria a
sobrevivéncia da bactéria, e desse modo, pode ser transferida para outras bactérias. Essa
aquisi¢ao horizontal do material genético mediada por plasmideos é denominada de conjugacao
(DZIDIC, 2008; MAYER, 2010).

A aquisi¢do de material genético também pode ocorrer por transformagao, transdugao
e transposi¢ao. A transmissao horizontal por transformagao acontece quando a bactéria adquire
parte do DNA de outra bactéria que sofreu lise e que estava no meio que a circunda. A
transmissdo por transducdo ¢ mediada por bacteridofagos, com proteinas que protegem o
material genético de enzimas presentes no meio, € que transportam no seu interior pedacos de
DNA da bactéria doadora, para a receptora, fazendo com que assim, o material genético da
outra bactéria se integre ao material genético da bactéria receptora (Figura 2). J& a transposi¢ao
acontece devido aos elementos genéticos moveis que se movem de uma posi¢ao para outra no

genoma (ANVISA, 2007; DZIDIC, 2008; DEPARDIEU, 2007; O’NEILL, 2016).
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Figura 2 - Transferéncias horizontais de genes entre bactérias.
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Fonte: Furuya, 2006.

Outra maneira de adquirir genes de resisténcia € através das mutagdes, que podem
ocorrer de forma natural, durante a replicacdo, ou de forma induzida, através de radiagdes
ultravioleta ou reagcdes com espécies reativas de oxigénio (ROS), por exemplo.

Os genes de resisténcia, intrinsecos, adquiridos ou mutados, codificam mecanismos
principais através dos quais as bactérias se tornam resistentes aos antimicrobianos, que sao:
alteracdo da permeabilidade celular, bombas de efluxo, que ejetam as substancias para fora da
célula bacteriana, alteragdo do local de ag¢do do antimicrobiano e mecanismos que alteram a
estrutura quimica do antimicrobiano, fazendo com que ele ndo consiga mais se ligar ao seu alvo
e realizar o efeito desejado (Figura 3) (ANVISA, 2007; DZIDIC, 2008; DEPARDIEU, 2007;
O’NEILL, 2016).
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Figura 3 - Mecanismos gerais de resisténcia bacteriana aos antimicrobianos.
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32 RESISTENCIA AOS ANTIMICROBIANOS EM BACTERIAS GRAM-
NEGATIVAS

Durante os ultimos anos, a necessidade de combater os microrganismos
multirresistentes (MDR) concentram-se principalmente nas bactérias Gram-negativas, € se
intensificaram devido a declaragdo da OMS, que priorizou um grupo de bactérias Gram-
negativas (Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e algumas bactérias da ordem
Enterobacterales) que possuem classificacdo critica no que se refere a resisténcia aos
antimicrobianos. Tais infec¢des causadas por bactérias Gram-negativas (BGN) necessitam de
maior cuidado e preocupagdo, ja que o arsenal de antimicrobianos para combaté-las nao
acompanha suas altas taxas de morbimortalidade (OMS, 2019; THEURETZBACHER, 2017).
Dentre estas bactérias, pode-se destacar a ordem Enterobacterales, que engloba bactérias
patogénicas como Shigella spp., € Salmonella spp., e bactérias que fazem parte da microbiota,
mas que podem vir a causar infecgdes, como ¢ o caso de Klebsiella spp., Enterobacter spp.,
Serratia spp., Citrobacter spp., também conhecidos como grupo KESC, além de Escherichia
coli, Proteus spp., Providencia spp. e Morganella morganii (FARINAS, 2013).

O principal mecanismo de resisténcia dos BGN ¢ a producao de B-lactamases, enzimas
responsaveis pela hidrolise do anel B-lactdmico de antimicrobianos, como as penicilinas,

cefalosporinas, carbapenémicos e monobactamicos.
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Porém, ha pelo menos trés mecanismos de resisténcia aos B-lactamicos, como a
alteragdo do sitio de ligagdo, através das proteinas ligadoras de penicilina (PBPs), que ocorrem
principalmente em cocos Gram-positivos; alteragdo da permeabilidade da membrana externa
bacteriana, através da reducgdo da expressao dos canais de porinas, locais por onde penetram os
B-lactdmicos, ¢ a degradacdo de antimicrobianos com anel B-lactdmico pela producio de B-
lactamases (ANVISA, 2007; GISKE, 2008). Em relacao as B-lactamases, existem diferentes

classificagoes (Figura 4), porém a mais aceita e utilizada ¢ a classificacdo de Bush & Jacoby

(BUSH, JACOBY, 2010).

Figura 4 - Classificacdo das B-lactamases.
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FIG 1 Molecular and functional relationships among f-lactamases (adapted from references 20 and 201 with permission). AV, avibactam;
CA, clavulanic acid; Cb, carbapenem; Cp, cephalosporin; E, expanded-spectrum cephalosporin; M, monobactam; P, penicillin,

Relacdes moleculares e funcionais entre beta-lactamases. AV (avibactam), CA (acido clavulanico) Cb
(Carbapenémicos), Cp (cefalosporinas), E (cefalosporinas de espectro estendido), M (monobactam), P
(Penicilina)

Fonte: Bush, 2018.

Os principais grupos dessa classificagdo estao relacionados a classificacdo molecular
e de grupos funcionais, que inclui as cefalosporinases do grupo 1 (classe C) onde engloba as
cefalosporinases, codificadas pelo gene AmpC; as serino p-lactamases e carbapenemases de

amplo espectro do grupo 2 (classes A e D) e as metalo-f-lactamases do grupo 3. No grupo das
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serino P-lactamases (Classes A, C e D) estdo incluidas as B-lactamases de espectro estendido
(ESBLs), que sao enzimas que conseguem hidrolisar penicilinas e cefalosporinas de terceira e
quarta geragao; carbapenemases do tipo KPC e oxacilinases. Em contrapartida, no grupo das
metalo-B-lactamases estdo incluidas as enzimas que hidrolisam carbapenémicos e
cefalosporinas, mas que possuem um zinco no sitio ativo (ANVISA, 2007; BUSH, JACOBY,
2010).

33 RESISTENCIA ANTIMICROBIANA EM BACTERIAS GRAM-POSITIVAS

Simultaneamente ao aumento do perfil MDR em bactérias Gram-negativas, as
infeccoes por bactérias Gram-positivas MDR também aumentaram e vém causando
preocupagdes. Bactérias como Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) e
Enterococcus spp. resistentes a vancomicina (VRE) s3o as mais preocupantes e comuns
(GISKE, 2008).

Enterococcus spp. ¢ um género de bactérias oportunistas e Gram-positivas que podem
causar infec¢des em humanos e que possuem resisténcia intrinseca a alguns antimicrobianos,
como cefalosporinas, sulfametoxazol/trimetoprim e clindamicina (ANVISA, 2007;
TORTORA, 2012; YANGZOM, 2019). Desta forma, a vancomicina foi amplamente utilizada
para o tratamento de enterococos, até que microrganismos resistentes apareceram, inicialmente
na Franga em 1986 e logo em seguida, foram encontradas cepas de enterococos resistentes a
vancomicina (VRE) nos Estados Unidos. A expressao dos genes de resisténcia (os principais
sdo: vanA, vanB e vanC) levam a sintese de precursores de peptidoglicanos, principal
componente da parede celular, com diferentes termina¢des de aminoécidos levando a
diminui¢do da afinidade do alvo pela vancomicina. Os genes estdo presentes em elementos
genéticos moveis e podem ser adquiridos por outras espécies, como ¢ o caso do Staphylococcus
aureus resistente a vancomicina (VRSA) (ANVISA, 2007; TORTORA, 2012; YANGZOM,
2019).

A resisténcia de infecgdes estafilocdcicas ao tratamento com penicilina surgiu logo
apo6s seu advento. Em seguida a penicilina semissintética, meticilina comegou a ser utilizada
para as infec¢des, mas também, pouco tempo depois, apareceram cepas resistentes € 0s

microrganismos foram chamados Staphylococcus aureus resistente a meticilina. Esta
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resisténcia se tornou tdo prevalente que o uso de meticilina foi descontinuado (GISKE, 2008;
TORTORA, 2012).

S. aureus tornou-se resistente a meticilina devido a aquisi¢do do gene mecA ou mecC.
Tais genes sdo transportados pelo cromossomo “staphylococcal cassete chromosome mec”
(SCCmec), provavelmente adquirido por transferéncia horizontal de estafilococos coagulase
negativa (WU, 2019).

Com o surgimento de cepas resistentes a meticilina, a classe dos glicopeptideos passou
a ser amplamente utilizadas para o tratamento, onde o principal representante ¢ a vancomicina.
Como o uso deste antimicrobiano foi considerado o principal para o tratamento de MRSA, nao
€ surpresa que comegaram a aparecer cepas resistentes a vancomicina, que ficaram conhecidas
como Staphylococcus aureus com heteroresisténcia a vancomicina (hVISA) e Staphylococcus
aureus com resisténcia intermediaria a vancomicina (VISA). Acredita-se que o mecanismo de
resisténcia intermediaria aos glicopeptideos (vancomicina) se deve a um espessamento da
membrana celular da bactéria, dificultando a penetracdo do antimicrobiano (ANVISA, 2007;
TORTORA, 2012; YANGZOM, 2019).

Outro fenotipo de resisténcia do S. aureus ¢ conhecido como Staphylococcus aureus
resistente a vancomicina (VRSA). Este mecanismo de resisténcia apareceu devido a aquisi¢ao
do gene van, através de elementos genéticos moveis, dos Enterococcus. (ANVISA, 2007;
TORTORA, 2012; YANGZOM, 2019).

O grande grupo dos estafilococos coagulase negativa podem apresentar os mesmos
mecanismos de resisténcia encontrados em S. aureus. Essas bactérias normalmente causam
infecgdes de pele, mas podem causar sérias infecgdes em pacientes imunocomprometidos, os
quais também podem possuir resisténcia as penicilinas, e que consequentemente podem levar
ao uso de antimicrobianos alternativos, como a vancomicina (PEREIRA, 2020).

Durante muito tempo, a vancomicina e a avoparcina foram utilizados como promotores
de crescimento animal na Europa, até que em 1996 o uso veterinario foi proibido na Alemanha.
Algum tempo depois, foi verificado que amostras positivas para VRE diminuiram de 100% para
25%, bem como, houve diminui¢do no nimero de infecgdes causadas por VRE (ANVISA,
2007; TORTORA, 2012; YANGZOM, 2019).

Assim sendo, o surgimento de microrganismos resistentes a multiplos
antimicrobianos, incluindo a vancomicina, deixa poucas possibilidades de tratamento para

infec¢des causadas por bactérias MDR e causa alerta aos sistemas de saude. Para resolver esse
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problema, é necessario legitimar o envolvimento multissetorial na questdo da resisténcia

bacteriana.

3.4 INFLUENCIA DA CRIACAO ANIMAL NA DISSEMINACAO DE
MICRORGANISMOS RESISTENTES AOS ANTIMICROBIANOS

Antimicrobianos sdo utilizados na criagao animal para diferentes fins, para tratamento,
profilaxia, metafilaxia ou promotores de crescimento (INNES, 2020). O uso para tratamento
estd intimamente ligado ao tratamento de doengas infecciosas que ¢é realizado apds a
identificacdo do agente causador da doencga e teste de sensibilidade antimicrobiana. Porém ¢
comum o uso de antimicrobianos como profilaxia, onde o antimicrobiano ¢ utilizado nos
animais antes da doenca aparecer, ja que muitas infecgdes podem ser comuns em diferentes
rebanhos de animais, como por exemplo a pneumonia em bovinos causada pelo confinamento.
Outra pratica ndo muito difundida ¢ a metafilaxia, esse método ¢ utilizado para tratamento
antimicrobiano do rebanho inteiro logo apo6s o surgimento de infec¢do nos primeiros animais
(PALMA, 2020).

Ja a utilizagdo de antimicrobianos como promotores de crescimento ¢ feita através da
administracdo de doses subterapéuticas por um periodo prolongado. Estudos mostram que o
uso de doses subterapéuticas de antimicrobianos nao somente selecionam bactérias resistentes
(PALMA, 2020), mas também aumentam a taxa de variacdo genética e fenotipica, aumentando
assim a evolugdo adaptativa. Os antimicrobianos também atuam como moléculas sinalizadoras
que podem influenciar atividades fisiologicas como expressdo de fatores de viruléncia e
formag¢ao de biofilmes (ANDERSSON, 2014). A fim de frear esse problema, muitos paises
proibiram o uso de antimicrobianos como promotores de crescimento, como por exemplo, a
Uniao Europeia que decretou a proibigao em 2006, com consequente diminui¢ao do predominio

de microrganismos resistentes (PALMA, 2020; INNES, 2020).
3.5 SAUDE UNICA
No mundo todo, criagdes de gado, aves e suinos sdo fontes de alimento e renda para

milhares de pessoas. Porém, associado ao grande consumo, hd a demanda cada vez maior desses

produtos e consequentemente o aumento do uso de antimicrobianos, ndo so para tratamento de
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animais doentes, mas como fatores de crescimento. Todo esse processo esta associado ao
aumento da resisténcia antimicrobiana (QUIMERA, 2020).

Além da resisténcia antimicrobiana associada a criagdo animal, a contamina¢ao dos
solos, dguas e plantas estdo associadas ao aumento de microrganismos resistentes (QUIMERA,
2020). Todas as multiplas relagdes entre estes e os diferentes ecossistemas auxiliam a troca de
genes e possivelmente expandem os microrganismos resistentes, tornando assim um grave
problema global (PALMA, 2020).

Atualmente o termo “Saude Unica” (One Health) vem sendo abordado no mundo
como um modo efetivo de combater os problemas de satde, principalmente a resisténcia
antimicrobiana, que envolvem as esferas humana-animal-ambiental (CDC, 2018). Assim, hd a
colaboragao entre esses diferentes setores afim de promover saude ampla para pessoas, animais
e ambiente (PALMA, 2020).

No setor animal, a saude tnica busca reduzir o uso e tratamentos desnecessarios em
animais, reduzindo assim a pressdo seletiva nos microrganismos. No setor humano, as
principais abordagens da satde Unica se concentram na diminui¢ao e conscientizagdo do uso de
antimicrobianos sem necessidade, bem como a diminui¢do de numerosas prescri¢cdes. Ja no
setor ambiental, ha a busca pela diminuig¢do do despejo de residuos industriais, principalmente
das industrias farmacéuticas, agricolas e civis a fim de diminuir a propagacdo de

microrganismos resistentes (PALMA, 2020).
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4 JUSTIFICATIVA

O uso indevido de antimicrobianos em pessoas € 0 USO €Xcessivo em animais
promovem o surgimento ¢ a selecdo de bactérias multirresistentes, com impacto negativo nos
sistemas de saude (INNES, 2020). A circulagdo de pessoas e animais entre diferentes partes do
mundo ¢ um importante meio de dispersao desses microrganismos multirresistentes, os quais
causam sérios problemas no tratamento de infecgdes, principalmente em hospitais, além de
gerarem altos custos aos sistemas de satde (WRIGHT, 2005).

Segundo pesquisa do Painel de Despesas Médicas da Agéncia dos Estados Unidos
(EUA) para Pesquisa e Qualidade em Saide (AHRQ), 1,2 milhdes de infec¢des por bactérias
MDR foram contabilizadas por ano durante os anos de 2002 a 2014 e estima-se que mais de 2
milhdes de infec¢des por bactérias MDR e 23 mil mortes foram registradas anualmente nos
EUA, segundo dados de 2011 (INNES, 2020).

Levando em consideracdo todos esses numeros alarmantes, deve-se mencionar o
impacto econdmico devido aos microrganismos multiressistentes. Estima-se que os Estados
Unidos gastem por ano US $ 55 bilhdes com resisténcia antimicrobiana (SMITH & COAST,
2013).

Muitos antimicrobianos que sdo utilizados nos alimentos dos animais também sao
utilizados para tratar doengas em humanos. Um exemplo ¢ a colistina, que era amplamente
utilizada na agricultura na China, e se acredita que o seu uso favoreceu o aparecimento e
disseminagdo do gene de resisténcia mcr-1 em frangos e porcos, € que depois se espalhou para
diferentes paises. A posterior suspensdo do uso desse antimicrobiano na cria¢dao animal fez com
que diminuissem o nimero de casos de infec¢des causadas por bactérias MDR, o que sugere
relagdo direta do uso de antimicrobianos em animais € humanos com aparecimento de
microrganismos resistentes (INNES, 2020). Visto que a regido oeste do estado de Santa
Catarina € reconhecida como a maior produtora nacional de suinos e segunda maior de aves, e
que sdo utilizados antimicrobianos para criacdo destes animais, ¢ importante a avaliacdo da

colonizagdo por bactérias resistentes de pacientes provenientes dessa regiao.
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5 METODOLOGIA

Este trabalho foi realizado no Laboratério de Microbiologia Molecular Aplicada
(MIMA) e fez parte de um projeto maior intitulado “Dinamica da circulagdo de microrganismos
resistentes aos antimicrobianos entre ambiente hospitalar e de criagdo animal” aprovado pela
Fundagio Bill & Melinda Gates e pelo Comité de Etica e Pesquisa com Seres Humanos
(CEPSH) da UFSC (CAA: 10282619.5.0000.0121). A seguir, estdo descritas todas as

metodologias que foram realizadas.

5.1 RECRUTAMENTO E AMOSTRAGEM

Foram convidados a participar da pesquisa individuos adultos, de ambos sexos,
atendidos no hospital por motivo de internacdo e que provinham dos municipios do oeste de
Santa Catarina, locais aonde estdo localizadas a maioria das criagdes de suinos e aves do estado.
Ap6s a introducdo do projeto, os pacientes que aceitaram participar do estudo assinaram o termo
de consentimento livre e esclarecido, TCLE (Anexo 1).

Para a coleta, os individuos participantes do estudo receberam as indicagdes
necessarias da equipe de enfermagem para a obten¢do da amostra de fezes de forma adequada,
empregando frascos para coprocultura. Os swabs nasais foram coletados por uma enfermeira
participante da equipe do projeto. Foi coletada uma amostra de swab retal quando o paciente
estava impossibilitado de coletar as fezes e os swabs de leito foram coletados por um integrante

da equipe do projeto.

5.2 CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Foram excluidos do estudo os participantes com doenca terminal, doenca psiquiatrica,
internados na UTI (Unidade de Tratamento Intensivo), com mais de 48h de internagao, visto
que apos 48h de internacdo o aparecimento de bactérias nas amostras dos pacientes ¢
considerado como bactéria adquirida em ambiente hospitalar, e/ou que a qualquer tempo

desistam de sua participagao.
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53 COLETA DE AMOSTRAS

Entre agosto de 2019 e fevereiro de 2020 foram coletadas amostras de fezes (ou swab
retal), swab nasal e swab de leito de 13 pacientes internados no Hospital Universitario/ UFSC,
no maximo 48h apods internacgdo e antes da alta, totalizando 52 amostras, sendo duas amostras
na internagdo (swab retal/fezes e swab nasal) e duas amostras na alta (swab retal/fezes e swab
nasal), além de amostras posteriormente coletadas de swab de leito dos ultimos 4 pacientes.

As amostras foram coletadas e levadas até o Laboratorio de Microbiologia Aplicada

(MIMA/UFSC), onde foram analisadas.

54 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS E SELECAO DE ISOLADOS

Apbs recebimento das amostras, sendo elas swab retal ou fezes, swab nasal e swab do
leito, foi feito o enriquecimento das amostras de swab retal, através da suspensdo em caldo TSB
(Trypticase Soy Broth) incubado em estufa 3542 °C por 18-24 h. Para amostras de fezes, swab
nasal e do leito o enriquecimento nao se faz necessario ja que ha grande quantidade de amostra
quando sdo coletadas as amostras de fezes, mesmo tendo grande nimero de bactérias neste
meio, e os swabs nasais e de leito possuem quantidade menor de bactérias.

Para fazer a andlise do presente estudo, optou-se por selecionar os microrganismos
considerados multidroga resistentes. Para fazer essa sele¢do, foram utilizados tubos com 2 ml
de TSB com 2 mg/L de antimicrobianos e 10 ul do caldo de enriquecimento do swab retal. No
caso de fezes foi utilizado swab para coletar uma aliquota da amostra e depois 0 mesmo foi
inoculado em caldo TSB com os antimicrobianos especificos. O mesmo foi realizado para swab
nasal e do leito, porém a inoculacdo em caldo TSB foi feita apenas com a cefoxitina (2 mg/L).
Os tubos foram identificados de acordo com o tipo de amostra e do antimicrobiano utilizado na
selecdo. Os antimicrobianos utilizados foram: ceftriaxona (antimicrobiano A) para selecionar
BGN produtoras de ESBL, meropenem (antimicrobiano B), para selecionar BGN resistentes
aos carbapenémicos, polimixina B (antimicrobiano C) para selecionar BGN resistentes as
polimixinas, vancomicina (antimicrobiano D) para selecdo de enterococos resistentes a
vancomicina (VRE) e cefoxitina (antimicrobiano E) para selecdo de estafilococos resistentes a
meticilina. Assim, cada tubo de TSB com antimicrobiano e amostra do paciente foram

incubados em estufa por 18-24 h a 35+2 °C.
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Apos a selegdo em caldo, foi feito o isolamento em placas com meio de cultura, os
quais foram, CHROMagar Orientation Chromogenic BD ®, 4gar Manitol Salgado e agar
MacConkey (Figura 5).

Figura 5 - Fluxograma do processamento das amostras.
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5.4.1 Amostras de swab nasal e swab do leito

Para as amostras de swab nasal e de swab do leito, inoculadas em caldo TSB com

cefoxitina, foi utilizado o agar Manitol Salgado para fazer o isolamento, a fim de isolarmos os
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estafilococos resistentes a meticilina, visto que o agar manitol salgado ¢ apropriado para

isolamento seletivo de estafilococos e para a deteccao de Staphylococcus aureus.

O agar manitol na sua formula¢do contém o acticar manitol. A fermentagdo deste
acidifica o meio e resulta na alteragdo no indicador de pH vermelho de fenol, que ajuda na
diferenciagdo das espécies de estafilococos. De maneira geral, os estafilococos coagulase

positiva como o S. aureus produzem colonias amarelas e um meio amarelo circundante (Figura

6) (BD, 2013).

Apds semeadura por esgotamento, a placa foi incubada de 18-24 h a 35+£2 °C ¢ as
diferentes colonias presentes nas placas, identificadas, sendo semeadas quantas vezes foram
necessarias até obtencao de apenas um morfotipo colonial. Posteriormente as colonias foram
semeadas em CHROMagar Orientation Chromogenic BD ® (Figura 7) para andlise das

caracteristicas da colonia neste meio.

O CHROMagar Orientation Chromogenic BD ® ¢ utilizado para isolamento e
diferenciagdo de patdégenos de acordo com as diferentes cores que apresenta de acordo com as
coldnias que sdo inoculadas. Este meio contém substratos cromogénicos especificos que sao
clivados por enzimas produzidas pelas bactérias (BD, 2019).

Ap6s identificacdo presuntiva da bactéria, uma algada da colonia foi transferida para

um microtubo com caldo BHI e 20% de glicerol e congelada a -20°C.

O swab do leito foi processado assim como o swab nasal pois foi considerada presente
a microbiota das maos nesta amostra, o que seria normalmente encontrado nos leitos dos
pacientes, visto que profissionais de saude, pacientes € acompanhantes colocam as maos

proximas ao leito, além disso considera-se a microbiota das maos similar a microbiota nasal.
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Figura 6 - Placa de 4gar manitol salgado mostrando a alteragdo na colora¢do de vermelho para
amarelo na presenca de Staphylococcus aureus.

Fonte: Propria autora.

Figura 7 - Leitura da placa de CHROMagar Orientation Chromogenic BD®.
- —

LEITURA DA PLACA

1- Ecoli: vermeho

2 - §. aureys: dourad0 OU OUFD OPACcO PEQUEND
3 - Ssaprophylicus: rosa, opaco e pequeno
4 - Enterococcus: aml lurguesa

5- Proleus: masrom

6 - Kiebsiella, enterobacter: azul metilico

Fonte: Adaptado pela autora de CHROMagar
(http://www.chromagar.com/fichiers/1483453721LF _EXT 002 RT V6.1 Siteweb.pdf?PHPSESSID=99d910fc
€899249d8004c92db0678295)

5.4.2 Amostras de swab retal ou amostra de fezes

Amostras provenientes de swab retal ou de fezes, apds o procedimento de
enriquecimento (no caso de amostras de swab retal) e selecdo com os antibacterianos, foram
semeadas em placas com agar MacConkey, meio seletivo e diferencial para isolamento de

bactérias Gram-negativas (Figura 8). Este meio de cultura contém a lactose como Unico agtcar


http://www.chromagar.com/fichiers/1483453721LF_EXT_002_RT_V6.1_Siteweb.pdf?PHPSESSID=99d910fce899249d8004c92db0678295
http://www.chromagar.com/fichiers/1483453721LF_EXT_002_RT_V6.1_Siteweb.pdf?PHPSESSID=99d910fce899249d8004c92db0678295
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e o indicador de pH vermelho neutro e, por isto, permite a diferenciacdo das bactérias lactose
positiva (fermentadoras de lactose que possuem colonias vermelhas/rosas, como por exemplo
E. coli) das bactérias lactose negativa (ndo fermentadoras de lactose que formam coldnias
amarelas como Salmonella, Shigella e Pseudomonas por exemplo) (BD, 2014).

Apobs semear por esgotamento, as placas foram incubadas em estufa por 18-24 h a
3542 °C. Reisolamentos foram feitos até obter um unico morfotipo bacteriano por placa.
Posteriormente as colonias foram semeadas em CHROMagar Orientation Chromogenic BD®
para analise das caracteristicas da colonia neste meio. Apos identificagdo presuntiva da bactéria,
uma alcada da colonia foi transferida para um microtubo com caldo BHI e 20% de glicerol e

congelada a -20 °C.

Figura 8 - Placa de 4gar MacConkey, mostrando a diferenca na coloragdo de bactérias
fermentadoras e nao fermentadoras da lactose.

Fonte: Propria autora.
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55 TESTES BIOQUIMICOS
De acordo com o crescimento em CHROMagar Orientation Chromogenic BD®, foi
feita analise presuntiva da bactéria, e assim, os testes bioquimicos foram conduzidos através da

suspeita, para confirmacdo e diferenciagdo das bactérias. (Quadro 1).

Quadro 1 - Testes bioquimicos utilizados para confirmagao das bactérias

Enterobactérias SCN S. aureus T /ﬁiz;t;’l::zz; T Ente:;;‘:ccus E. coli
OF glicose Catalase Coagulase OF glicose Catalase Citrato
Oxidase Coagulase Manitol salgado | Oxidase NaCl Indol
Lactose Oxidase Motilidade em BHI Bea
Manitol Crescimento em BHI
Sacarose Salgado 37°C e 42°C Arginina
SIM SIM Citrato SIM
Citrato Nacl SIM Arabinose
Lisina Uréia Cetrimide Sorbitol
Ornitina Bacitracina OF Xilose Manitol Salgado
Arginina OF Maltose Sacarose
VM OF Sacarose
VP

Fonte: Propria autora

5.6 TESTE DE SENSIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS (TSA)

O teste de sensibilidade aos antimicrobianos (TSA) foi realizado para todos os isolados
da ordem Enterobacterales, por disco difusdo, conduzidos de acordo com os procedimentos do
Comite Brasileiro de Testes de Sensibilidade aos Antimicrobianos (BrCast: www.brcast.org.br)
(Quadro 2).

Em primeiro lugar, os isolados foram semeados em dagar seletivo e diferencial
MacConkey para averiguar a sua pureza. Confirmada a pureza, foi realizada a semeadura em
agar Miiller-Hinton, utilizando-se um swab de algodao estéril inoculado em uma suspensao
bacteriana com turbidez equivalente ao tubo 0,5 de McFarland. Apds 5 min, usando uma pinga
flambada, discos de antimicrobianos foram aplicados e a placa incubada a temperatura de

35+£2°C em estufa por 18-24 h. Decorrido esse tempo foi realizada a medicao dos halos de
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inibicdo formados em torno dos respectivos antimicrobianos. A categorizacdo dos resultados

foi feita de acordo com os pontos de corte estabelecidos pelo BrCast (2019).

Quadro 2 - Antibacterianos que foram usados no Teste de Sensibilidade aos Antimicrobianos

(TSA).
Antimicrobiano Conteudo do disco (ng)
Ampicilina 10
Ampicilina-sulbactam 10-10
Amoxicilina-acido-clavulanico 20-10
Piperacilina-tazobactam 30-6
Cefalexina 30
Cefepima 30
Cefotaxima 5
Cefoxitina 30
Ceftadizima 10
Ceftriaxona 30
Cefuroxima 30
Ertapenem 10
Imipenem 10
Meropenem 10
Aztreonam 30
Ciprofoxacino 5
Levofloxacino 5
Acido nalidixico 30
Norfloxacino 10
Amicacina 30
Gentamicina 10
Tobramicina 10
Tigeciclina 15
Cloranfenicol 30
Fosfomicina 200
Nitrofurantoina 100
Sulfametoxazol-trimetoprima 23,75-1,25

Fonte: Propria autora.



37

Além do TSA para identificar as bactérias resistentes aos antimicrobianos utilizados,
os discos também foram dispostos de forma a identificar mecanismos de resisténcia fenotipicos,
como produ¢ao de ESBL através do processo de sinergismo (“Ghost- Zone”) com a
aproximagio dos discos de Amoxacilina + Acido Clavulanico 20/10pg e Cefalosporinas

(Figura 9).

Figura 9 - Teste de aproximacao dos discos (“Ghost-Zone). Fenotipo ESBL.

Fonte: Propria autora.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 PERFIL EPIDEMIOLOGICO DOS PACIENTES

Durante os meses de agosto de 2019 a fevereiro de 2020 foram coletadas 52 amostras
de 13 pacientes internados no Hospital Universitario/ UFSC. Estas amostras foram processadas
no Laboratério MIMA, onde apoés a selegao das bactérias resistentes, um total de 128 isolados
foram obtidos, isso porque, foram isoladas mais de um tipo de bactéria resistente de uma tnica
amostra.

Os pacientes que participaram da pesquisa sao do oeste e meio-oeste de Santa Catarina,
das cidades de: Caibi, Videira, Sio Miguel do Oeste, Erval Velho, Concoérdia, Fraiburgo, Irani
e Passos Maia (Figura 10).

Figura 10 - Cidades de residéncia dos pacientes no oeste e meio-oeste de Santa Catarina.

e =
Dirimc Derausin Eatninis "M
! 3 skl o 0 - e
§ - g

Legenda:
@ Cidades dos pacientes

Fonte: Adaptado pela autora de Mapas Blog (https://mapasblog.blogspot.com/2011/10/mapas-de-santa-
catarina.html).

Dos 13 pacientes, 9 (69,2%) sdo referentes a pacientes do sexo masculino e 4 (30,8%)
referentes ao sexo feminino (Tabela 1). Com relagdo ao tempo de internacao, variou de 2 a 43

dias, com uma média de 14,45 dias de internacao (+11,63 dias).


https://mapasblog.blogspot.com/2011/10/mapas-de-santa-catarina.html
https://mapasblog.blogspot.com/2011/10/mapas-de-santa-catarina.html

39

Tabela 1 - Variaveis relacionadas a sexo e tempo de internagao dos pacientes.

Variaveis N (%)
Sexo

Masculino 9 (69,2%)
Feminino 4 (30,8%)
Tempo de internacio (dias)

0-15 8 (61,5%)
16-30 2 (15,4%)
31-45 1(7,7%)
Nao informado 2 (15,4%)

Fonte: Propria autora.

Os motivos de internagdo dos pacientes sao variados: Tratamento para pé€nfico com
infecc¢do cutanea, esclerose sistémica com infec¢ao por Mycobacterium spp. (ndo tuberculosa),
acidente automobilistico, infeccdo cutanea em membro superior esquerdo, POI de corregao de
eventracdo diafragmatica recidivada, hiperplasia prostatica benigna, lesdo por pressao infectada
em regido sacral, realizagdo de hepatectomia e colecistectomia, pois possuia hemangioma
hepatico e colelitiase, internag@o por ciclo de quimioterapia, pois possuia (6bito) neoplasia de
células dendriticas plasmocitoides blasticas, abcesso hepatico + coledocolitiase + colangite,
neoplasia maligna de pulmao no lobo superior esquerdo e outros dois paciente ndo se sabe o
motivo da internagdo pois ndo foi informado.

Em relacdo ao uso de antimicrobianos utilizados durante a internagdo (Tabela 2), 9
(69,2%) usaram, 2 (15,4%) ndo usaram e 2 (15,4%) ndo foram informados, sendo que a
quantidade de antimicrobianos em uso variou de 0 a 7 e a média foi de 2,09 antimicrobianos
por pessoa (£ 2,3). Outro estudo feito em um hospital publico de Fortaleza se assemelha ao
resultado encontrado pois cerca de um ter¢o dos pacientes hospitalizados e participantes do
estudo faziam uso de antibidticos durante a internacdo (BARROS,2012). Tempo de uso
incorreto, uso desnecessario e dosagens incorretas desses antimicrobianos podem piorar ainda
mais a questdo da resisténcia aos antimicrobianos.

Em geral, quando hé a administra¢do de antimicrobianos, principalmente os de amplo
espectro, a microbiota do paciente ¢ afetada através da pressdo seletiva que o uso desses
antimicrobianos causam, reduzindo de forma significativa a diversidade microbiana e
aumentando o numero de microrganismos resistentes. Este desequilibrio da microbiota pode

provocar também diminui¢do de processos metabolicos, de absor¢do de vitaminas, € aumento



da suscetibilidade a infecgdes, principalmente em pacientes

(JERNBERG, 2010).
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imunocomprometidos

Tabela 2 - Relagao do uso de antimicrobianos durante internacao dos pacientes

Paciente

Antimicrobianos

Tempo
de uso
(dias)

Oxacilina
Ciprofloxacino

Piperacilina/Tazobactam
Amicacina
Meropenem

RIPE (Rifampicina + Isoniazida + Pirazinamida + Etambutol)

(98]

[989)

Cefazolina

Oxacilina
Sulfametoxazol/Trimetoprim

Nao fez uso

N3do fez uso

Clindamicina
Ceftriaxona

Cefazolina

— N AN QIO N [—n QN — ] W

Sulfametoxazol/Trimetoprim
Cefepima

Meropenem

Polimixina

Vancomicina

2

(=]

10

Ampicilina/Sulbactam

11

Cefazolina

el Ll L "L Y . BN e}

12

Nao informado

z
>

13

Nao informado

Z
>

RIPE — Tratamento para Mycobacterium spp. ndo tuberculosa ; NA — N&o se aplica.

Fonte: Propria autora.

6.2 CARACTERISTICAS E DISTRIBUICAO DOS ISOLADOS BACTERIANOS

Dos 128 isolados obtidos, 66 (51,5%) pertencem a ordem Enterobacterales e dentre

eles estdo bactérias clinicamente importantes como E. coli 43 (65,2%), Klebsiella spp. 6 (9,1%),

Serratia spp. 4 (6,1%), Enterobacter spp. 2 (3%) e Proteus spp. 2 (3%). Outras bactérias

também foram identificadas, como Citrobacter spp. 6 (9,1%) e Morganella spp. 3 (4,5%). Além

disso foram obtidos 9 (7,1%) isolados de bactérias Gram-negativas ndo fermentadoras da
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glicose, dentre eles, Pseudomonas aeruginosa (7 isolados, 77,7%) e Acinetobacter spp. (2
isolados, 22,2%).

Outro grupo de bactérias encontradas nos isolados foram os cocos Gram-positivos,
totalizando 53 amostras (41,4%), sendo eles Staphylococcus coagulase negativa 32 (66,4%), S.
aureus 12 (22,6%) e Enterococcus spp. 9 (17%) (Figura 12).

Segundo dados epidemioldgicos do HU/ UFSC, as bactérias Gram-negativas
representam 62,2% dos microrganismos causadores de infec¢do hospitalar, sendo que E. coli e
K. pneumoniae sdo as mais encontradas. Esses dados corroboram os encontrados no presente
estudo, onde E. coli e Klebsiella spp. juntas representam sozinhas 74,3% dos isolados de

enterobactérias obtidos, evidenciando a relagdo entre espécies colonizantes e causadoras de

infeccdes (ZAMPARETTE,2019).

Figura 11 - Esquema de distribuicdo dos isolados bacterianos.

9 Gram-negativos

Mao ; 2
) . Acinetobacter
* Fermentadores spp. (22,2%)

(7,1%) . !

7

Fseudomanas
aeruginosa
— (77,79)
128 isolados I

53

&6 Enterobacterales arlaTq;DSIWDS T
{51,5%) ' 32 SCN
| | (66,456)
43 E. coli 6 G 4 Serratia
(65,2%) Klebsiella || Citrobacter sSpp.
spp. spp. (6,1%%) 12 S. aureus
(9,194) (9,19%) (22,656)
3 2
I Enterobacter E Prot:uzs 9
‘f.;p% spp. (3%) spp. (3%) Enterococcus
(4,5%) spp. (17 %)

Fonte: Propria autora.

As amostras foram coletadas de swab nasal, swab retal ou fezes e swab do leito. Dentre
todas, a que obteve maior numero de isolados foram as de swab retal e fezes, cerca de 88
(68,7%) dos 128 isolados, sendo que os principais microrganismos isolados dessas amostras

foram: 41 E. coli (46,6%), 9 Enterococcus spp. (10,2%), 6 Citrobacter spp. (6,8%), 6 Klebsiella
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spp. (6,8%), 5 Pseudomonas aeruginosa (5,7%), 5 Staphylococcus aureus (5,7%), 4 Serratia
spp. (4,5%), 3 Morganella spp. (3,4%), 3 Staphylococcus coagulase negativa (SCN) (3,4%), 2
Acinetobacter spp. (2,3%), 2 Enterobacter spp. (2,3%), 2 Proteus spp. (2,3%) (Figura 12). Tais
dados demostram a prevaléncia de E. coli e Enterococcus spp. nas amostras, o que era esperado
j& que essas bactérias sdo colonizantes do trato intestinal, bem como todas as outras
enterobactérias citadas. Porém, bactérias como Pseudomonas aeruginosa € Acinetobacter spp.,
sa0 patdogenos oportunistas que estdo normalmente no ambiente, como solos € podem colonizar
pacientes imunocomprometidos ou até provocar infec¢des. Ja bactérias Gram-positivas, como
Staphylococcus coagulase negativa e S. aureus s3o normalmente encontradas em maiores
quantidades na pele e em vias aéreas, mas eventualmente podem colonizar outras partes do

corpo, como o intestino.

Figura 12 - Distribuicao dos isolados nas amostras de swab retal ou fezes.
2,30% 2,30%
3,40%

2,30%

3,40%

4,50%
A.

L7

" E coli B ERtErococcus Spp. Citrobacter spp.
" Kigbsiella spp. = F. geruginosa 5. gureus

= Serratio spp. = Morganeila spp. = 5CN

= Acinetobacter spp. = Enterobacter spp. = Proteus spp.

Fonte: Propria autora.

Os isolados provenientes de swab nasal correspondem a 21,1% do total de isolados,
ou seja, foram cerca de 27 isolados, dos quais, 23 (85,2%) identificados como SCN e 4 (14,8%)
S. aureus (Figura 13).
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Figura 13 - Distribui¢do dos isolados nas amostras de swab nasal.

u SCN =S, qureus

Fonte: Propria autora.

Nos 4 ultimos pacientes, além das amostras convencionalmente coletadas, amostras de
swab do leito também foram processadas (Quadro 3). O paciente n° 10 na internagdo e na alta
ja era portador de um isolado de SCN no swab nasal, e SCN também foi encontrado no leito do
paciente na alta. Nas amostras de swab do leito na alta do paciente n® 11 estava presente SCN,
que também estava presente na amostra de swab nasal na internagdo, além de S. aureus, bactéria
que ndo estava presente nas amostras de internagdo, mas estava presente na amostra de swab
nasal na alta do paciente.

As amostras do leito do paciente n® 12 foram coletadas apenas na internagdo, onde
apos a selecdo, cresceram bactérias como SCN e S. aureus que nao estavam nas outras amostras
de internagdo do paciente. Infelizmente a coleta da alta ndo pode ser realizada. E importante
ressaltar a presenca de S. aureus em amostras de swab do leito do paciente, sendo que esta
bactéria ndo estava presente nas amostras de internacdo do mesmo.

Staphylococcus aureus € uma bactéria Gram-positiva que pode ser encontrada
facilmente na mucosa nasal e na pele de criancas e adultos. Porém, esse microrganismo pode
alcancar outros sitios anatomicos facilmente, caso as barreiras de pele e mucosa estejam
comprometidas, podendo causar infecgdo, principalmente em pacientes imunocomprometidos.
Essa bactéria tem grande capacidade de provocar diferentes infecgdes, desde as mais simples,
até mais graves em nivel sist€émico por ter alta capacidade de colonizacao, patogenicidade e
viruléncia. Além disso, tem a capacidade de produzir toxinas e enzimas, induzindo de diferentes
formas a resposta imune do paciente. Sendo assim, essa bactéria ¢ de grande importancia dentro
da unidade hospitalar, visto que a grande maioria dos pacientes internados estdo com a

imunidade comprometida (SANTOS, 2007).
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Ja nas amostras do leito do paciente n° 13, na internagao apareceram 2 bactérias: um
isolado de SCN, que estava presente nas amostras de internacdo do paciente e S. aureus, que
ndo foi encontrada nas amostras de internacdo e alta. No leito do paciente na alta também
continuava presente o isolado de SCN. Estes dados demonstram que pode estar havendo
problemas na higienizagdo dos leitos e provavelmente ha o carreamento dessas bactérias
resistentes por toda a unidade de internagdo, visto que grande parte dos patogenos que foram
encontrados nos leitos dos pacientes podem ficar nas superficies por semanas ou meses. Dessa
forma, a desinfec¢do correta das superficies proximas aos pacientes ¢ fator importante para que

diminua a aquisi¢do e transmissdo dos microrganismos no ambiente hospitalar (KRAMER,

2006).
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Quadro 3 - Isolados das amostras dos pacientes 10, 11, 12 e 13 que continham amostras de

swab do leito.

Internacao/
Paciente | Amostra Isolado identificado
Alta/Leito
10if A1l Fezes Internagao E. coli resistente a ceftriaxona (2 mg/L)
10if A2 Fezes Internagao Acinetobacter spp. resistente a ceftriaxona (2 mg/L)
10if A3 Fezes Internagao Citrobacter spp. resistente a ceftriaxona (2 mg/L)
10if B1 Fezes Internagdo Klebsiella spp. resistente & meropenem (2 mg/L)
10if B2 Fezes Internagéo E. coli resistente a meropenem (2 mg/L)
10if B3 Fezes Internagao Citrobacter spp. resistente a meropenem (2 mg/L)
10if C1 Fezes Internagéo Acinetobacter spp. resistente a polimixina (2 mg/L)
10if C2 Fezes Internag@o E. coli resistente a polimixina (2 mg/L)
10if C3 Fezes Internagéo Citrobacter spp. resistente a polimixina (2 mg/L)
10in E1 Nasal Internag@o SCN resistente a cefoxitina (2 mg/L)
10an E1 Nasal Alta S. aureus resistente a cefoxitina (2 mg/L)
10an E3 Nasal Alta SCN resistente a cefoxitina (2 mg/L)
10al E1 Leito Alta SCN resistente a cefoxitina (2 mg/L)
11if Al Fezes Internagao E. coli resistente a ceftriaxona (2 mg/L)
11if D Fezes Internagao Enterococcus spp. resistente a vancomicina (2 mg/L)
11in E1 Nasal Internagdo SCN resistente a cefoxitina (2 mg/L)
11al E1 Leito Alta SCN resistente a cefoxitina (2 mg/L)
11al E2 Leito Alta S. aureus resistente a cefoxitina (2 mg/L)
Ilan E Nasal Alta S. aureus resistente a cefoxitina (2 mg/L)
12in E1 Nasal Internagao E. coli resistente a cefoxitina (2 mg/L)
12in E2 Nasal Internagao E. coli resistente a cefoxitina (2 mg/L)
12ir B Retal Internagao E. coli resistente a cefoxitina (2 mg/L)
12il E1 Leito Internacao SCN resistente a cefoxitina (2 mg/L)
12il E2 Leito Internacao S. aureus resistente a cefoxitina (2 mg/L)
13in E Nasal Internacao SCN resistente a cefoxitina (2 mg/L)
13ir D Retal Internagdo Enterococcus spp. resistente a vancomicina (2 mg/L)
13il El Leito Internagdo S. aureus resistente a cefoxitina (2 mg/L)
13il E2 Leito Internagdo SCN resistente a cefoxitina (2 mg/L)
13ar A Retal Alta E. coli resistente a ceftriaxona (2 mg/L)
13ar C Retal Alta E. coli resistente a polimixina (2 mg/L)
13ar D Retal Alta Enterococcus spp. resistente a vancomicina (2 mg/L)
13an E Nasal Alta SCN resistente a cefoxitina (2 mg/L)
13al E1 Leito Alta SCN resistente a cefoxitina (2 mg/L)
13al E2 Leito Alta SCN resistente a cefoxitina (2 mg/L)

Legenda: i- internacdo; a- alta; r- retal; f- fezes; n- nasal; 1- leito.
A: Ceftriaxona (2 mg/L )B: Meropenem (2 mg/L); C: Polimixina B (2 mg/L), D: Vancomicina (2 mg/L), E:
Cefoxitina (2 mg/L)
Fonte: Propria autora.
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Em relagdo as amostras obtidas na internagdo e na alta, os pacientes ja vinham para
o hospital com pelo menos 4 bactérias resistentes e a maioria deles adquiria alguma bactéria
resistente no hospital, detectada nas amostras da alta (Quadro 4). Isso demonstra que os
pacientes ja vieram das suas cidades portando determinadas bactérias resistentes e que
bactérias resistentes foram adquiridas no ambiente hospitalar. Outro trabalho mostrou que
60% dos pacientes foram colonizados ou infectados no ambiente hospitalar e que 40% dos
pacientes estudados ja chegaram no hospital com a presenca de bactérias resistentes. Dessa
maneira, a grande transmissdo em todos os ambientes, hospitalar, na comunidade ou na
criagdo animal por exemplo, pode explicar o aparecimento de bactérias resistentes em
pacientes no momento da internacdo (GAVRONSKI, 2017).

O paciente que mais chamou a atenc¢dao foi o paciente nimero 8§ que adquiriu 7
bactérias resistentes na alta, dentre elas: Enterobacter spp. resistente a ceftriaxona, Serratia
spp. resistente a ceftriaxona, E. coli resistente a meropenem, Citrobacter spp. resistente a
meropenem e polimixina, P. aeruginosa resistente & meropenem, Klebsiella spp. resistente a
polimixina e Klebsiella spp. resistente a polimixina com caracteristicas de hiperviruléncia por

ter uma consisténcia “pegajosa”.
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Quadro 4 - Bactérias isoladas nas amostras de internagao e alta a partir da sele¢do com os antimicrobianos
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PERFIL DE SENSIBILIDADE DOS ISOLADOS DE ENTEROBACTERALES

6.3

O teste de sensibilidade aos antimicrobianos foi realizado para bactérias identificadas

da ordem Enterobacterales, totalizando 66 coldnias. Os dados foram analisados através da

tabela de ponto de corte clinicos do Brazilian Committee on Antimicrobial Susceptibility

Testing (BrCAST). (Erro! Fonte de refer

trada.).
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Quadro 5 - Resultados dos testes de sensibilidade aos antimicrobianos
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Quadro 5 - Resultados dos testes de sensibilidade aos antimicrobianos
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Sensivel, dose padr:

Resistente

Sensivel, aumentando

exposi¢do

i- internagdo; a- alta; r- retal; f- fezes; n- nasal; 1- leito.

A: Ceftriaxona (2ug/mL); B: Meropenem (2ug/mL); C: Polimixina B (2ug/mL). * indica confirmagdo da
resisténcia encontrada na selegdo. # indica isolado produtor de ESBL. TSA para polimixina ¢ por microdilui¢ao

foi realizado nesse trabalho.

¢ nao
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EC: E. coli; PT: Proteus spp.; KB: Klebsiella spp.; MG: Morganella spp.; ST: Serratia spp.; EB: Enterobacter
spp.; CT: Citrobacter spp.; AC: Acinetobacter spp..
Fonte: Propria autora.

E importante comentar que para a selecdo dos isolados foram utilizados alguns
antimicrobianos, como mencionada na metodologia, um exemplo ¢ a ceftriaxona, que para a
selecdo foi utilizada a concentragao de (2 mg/L). O isolado 1irA3 que na selecao foi resistente
(Proteus spp. resistente a ceftriaxona) no TSA se apresentou sensivel a ceftriaxona (30 pg), o
que demonstra que houve falso positivo na selecdo, mas como se trata de um método de triagem
¢ interessante maior sensibilidade do que especificidade, ou seja, maior chance de falsos
positivos, que foram detectados posteriormente no TSA.

Em relagdo aos antimicrobianos mais utilizados para tratamento de infecg¢des
bacterianas em hospitais, as penicilinas e penicilinas combinadas com inibidores de beta-
lactamases, aminoglicosideos e fluoroquinolonas, o perfil de sensibilidade dos isolados foram:
40 (60,6%) isolados resistentes a ampicilina, 17 (25,7%) resistentes a ampicilina-sulbactam, 19
(28,8%) resistentes a amoxicilina-acido clavulanico e 7 (10,6%) resistentes a piperacilina-
tazobactam. Em relagdo as fluoroquinolonas, a resisténcia ao ciprofloxacino ¢ maior e
corresponde a 34,9% (23 isolados). J& os isolados com resisténcia aos aminoglicosideos ¢ mais
baixa, 4 (6%) resistentes a amicacina, 11 (16,7%) resistentes a gentamicina, 20 (30,3%)
resistentes a tobramicina e 10 (15,2%) resistentes a tigeciclina. Todas as resisténcias intrinsecas
foram excluidas das andlises.

As enterobactérias possuem diferentes formas de adquirir resisténcia a diferentes
antimicrobianos, como as penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos, fluoroquinolonas e
aminoglicosideos. Importantes mecanismos de resisténcias sdo a produgdo de beta-lactamases
de espectro estendido (ESBL) e as beta-lactamases AmpC. Esses e outros mecanismos
dificultam as opgdes terapéuticas para o tratamento de possiveis infeccdes, podendo levar a
morte. Bactérias produtoras de ESBL estdo normalmente associadas a infecg¢des urindrias,
pneumonias, septicemias, bacteremias € meningites, além de outras infec¢des. (DIRAR,2020).

Ao realizar o TSA, além de dispor os discos de forma a identificar a resisténcia das
bactérias aos antimicrobianos, também foi possivel identificar mecanismos de resisténcia

fenotipicos como a produ¢do de enzimas do tipo ESBL (B-lactamases de espectro estendido)
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como ja ilustrado na Figura 9. Esse mecanismo de resisténcia foi identificado em 9 bactérias
(13,6%) dos 66 isolados.

Os genes que codificam essas enzimas geralmente estdo localizados em plasmideos,
os quais, além de poderem ser transferidos entre bactérias da mesma espécie ou de espécies
diferentes, geralmente possuem outros genes que conferem resisténcia a outras classes de
antimicrobianos além dos beta-lactamicos. Assim, enterobactérias produtoras de ESBL sao
classificadas como problema grave e urgente de satde, além de terem piores progndsticos,
maior taxa de mortalidade e aumentarem os custos dos servicos de saude (CDC,2019;
BASSETIL2015).

As bactérias que mais comumente possuem genes para ESBL dentre as enterobactérias
sdo E. coli e K. pneumoniae. No presente estudo, todos os isolados produtores de ESBL eram
E. coli. Assim como encontrado por Rodrigues e colaboradores (2016), em uroculturas de
pacientes transplantados renais, onde 50% das cepas positivas para ESBL eram E. coli e apenas
22,1% K. pneumoniae (RODRIGUES, 2016). Esses dados divergem de outros estudos em que
K. pneumoniae possui as maiores taxas de ESBL. Em um estudo realizado em centros médicos
da Ameérica Latina, somente 24,7% das bactérias com fendtipo ESBL eram E. coli e 52,7%
eram Klebsiella spp. (GALES, 2012); assim como outro estudo realizado no Hospital
Universitario da UFSC revelou que 65% dos isolados de K. pneumoniae e 13,4% de E. coli
eram produtoras de ESBL (ZAMPARETTE, 2014). Essa diferenca pode estar associada ao tipo
de amostra do presente estudo, onde E. coli apresenta maior prevaléncia, além da diferenca de
amostras provenientes de infeccao ou colonizacao.

Através da classificagdo proposta por Magiorakos (2012), 27 (41%) isolados podem
ser classificados como MDR (multidroga resistente), ndo sendo sensiveis a pelo menos 1
farmaco em 3 ou mais categorias de antimicrobianos, sendo eles: 22 E. coli, 1 Morganella spp.,
1 Serratia spp., 1 Klebsiella spp. € 2 Acinetobacter spp., € 3 isolados (4,5%) classificados como
XDR (extensivamente resistente), ou seja, possuem resisténcia a pelo menos 1 fairmaco em
todas, exceto 2 ou menos categorias de antimicrobianos. Todas as bactérias consideradas como
XDR sao Klebsiella spp. Como ndo foram testados os antimicrobianos da classe dos fenicois
(cloranfenicol) e polimixinas (colistina), ndo foi possivel avaliar isolados PDR.

Os microrganismos multiressistentes que foram encontrados nos isolados dos
pacientes ¢ um fato preocupante, visto que, estes microrganismos permanecem no organismo

dos pacientes por um periodo, € neste caso, ha possibilidade de transferéncia horizontal de genes
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de resisténcia entre as bactérias patogé€nicas e as da biota normal. Além disso, pode haver uma
recontaminagdo do proprio paciente € 0 mesmo contaminar profissionais da saiude e pessoas
proximas. Outro ponto € relacionado a colonizagao dos pacientes com bactérias resistentes antes
mesmo de ficarem internados no hospital, o que demonstra a circulagao desse tipo de bactérias
no meio onde vivem. Assim, bactérias resistentes ndo estdo apenas restritas em hospitais, mas
sim, espalhadas pela comunidade, podendo colonizar ou infectar pacientes que ndo tiveram

internagdo prévia em hospitais (ZAMPARETTE, 2019).
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SUMARIO DE RESULTADOS

Dos 13 pacientes, 9 (69,2%) sdo referentes a pacientes do sexo masculino e 4 (30,8%)
referentes ao sexo feminino. O tempo de internagdo variou de 2 a 43 dias.

Em relago ao uso de antimicrobianos utilizados durante a internagdo 9 (69,2%) usaram,
2 (15,4%) nao usaram e 2 (15,4%) nao foram informados, sendo que a quantidade de
antimicrobianos em uso variou de 0 a 7.

Dos 128 isolados obtidos, 66 (51,5%) pertencem a ordem das Enterobacterales e dentre
eles: E. coli 43 (62%), Klebsiella spp. 7 (10,1%), Serratia spp. 4(5,8%), Enterobacter
spp- 2 (2,9%) e Proteus spp. 2 (2,9%), Citrobacter spp. 6 (8, 7%) e Morganella spp. 3
(4,3%). Foram 9 isolados de bactérias Gram-negativas ndo fermentadoras (6,9%),
dentre eles: 7 isolados de Pseudomonas aeruginosa (77,7%) e 2 de Acinetobacter spp.
(22,2%). Foram isoladas 53 colonias de bactérias Gram-positivas (41%), sendo elas
Staphylococcus coagulase negativa 32 (66,4%), S. aureus 12 (22, 6%) e Enterococcus
spp- 9 (17%).

O perfil de sensibilidade dos isolados da ordem Enterobacterales demonstrou 40
(60,6%) isolados resistentes a ampicilina, 17 (25,7%) resistentes a ampicilina-
sulbactam, 19 (28,8%) resistentes a amoxicilina-dcido clavulanico e 7 (10,6%)
resistentes a piperacilina-tazobactam; 23 resistentes ao ciprofloxacino (34,9%); 4 (6%)
resistentes a amicacina, 11 (16,7%) resistentes a gentamicina, 20 (30,3%) resistentes a
tobramicina e 10 (15,2%) resistentes a tigeciclina.

ESBL foram encontradas em 9 BGN (13,6%) dos 66 isolados.

Pela classificagdo de Magiorakos (2012), 27 (41%) isolados podem ser classificados
como MDR, sdo elas: 22 E. coli, 1 Morganella spp., 1 Serratia spp., 1 Klebsiella spp.
e 2 Acinetobacter spp., € 3 isolados (4,5%) XDR, os quais todos sdo de Klebsiella spp.
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8 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

As bactérias caracterizadas como resistentes neste estudo ja estavam presentes nas
amostras dos pacientes oriundos do oeste de Santa Catarina no momento da internagao, o que
corrobora a questdo da disseminagdo de genes resistentes em ambientes de criagdo animal,
como no oeste do estado, um grande produtor de suinos e aves. Além disso, pacientes também
adquiriram bactérias resistentes no momento da alta do hospital o que demonstra que existe
grande circulagdo de bactérias resistentes pelas alas do hospital, onde provavelmente medidas
de higiene e contencao de patdgenos nao estdo sendo efetivas.

Através da analise dos resultados observa-se maior necessidade de higienizagao dos
leitos nos hospitais, além de maior controle de disseminacdo de patdgenos entre os pacientes e
profissionais de saude para que nao haja circulagdo e contaminagao.

Ha a necessidade de maior controle de uso de antimicrobianos na cria¢do animal, visto
que estes pacientes que vivem em cidades com grande criagdo de animais estdo vindo para o
hospital infectados por microrganismos resistentes. Porém, para a afirmacdo dessa
possibilidade ¢ interessante que seja feito coletas de amostras da casa dos pacientes (pias e
esgoto), bem como do local de criagdo dos animais para verificar se as mesmas bactérias
resistentes também sdao encontradas e assim fazer a dindmica da circulacdo desses

microrganismos.
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ANEXO1
TEFMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PACIENTES

Titulo do Projete: Dinimica da cireulacio de microrganizmos resistentes aos antimicrobiano: entre ambientes
hospitalares & de criacio animal.

Vocé esta sendo convidado a participar como voluntino do trabalho de pesqusa: Dindmica da circulagdo de
MICYORganismos resislentss aor anfimicvobianos enre ambientss hospitalavez e de criagpdo amimal. Estamos
consutande vocd sobre a possibithdade de uhlzacio de swabs de mdos, swabs nasas e amostras de fazes,
previamente colstados para a pesquisa de bacténas e genes de resisténcia antimicrobiana, frente a este Termo de
Consenhimento Livre e Esclarecido (TCLE), que & também um pedide de autonzacio parz o wso de amostras
biologicas neste projeto de pesquisa.

Para vocé decidir se gostana de participar e autoriza o wso dessas amostras nas Investigaghes propostas neste
projeto de pesquisa, vocé precisa conhecer os objetivos deste projeto, os beneficios, nscos e consequéncias. Apos
receber todas 25 informacdes abatxo, vocé podera fomecer o seu consentimento de participagio ou ndo, sendo que em
caso de aceite solicitaremos sua assinatuwra, data e local neste TCLE.

PROPOSITO (OBJETTVOS) DO PROJETO DE PESQUISA

Devido 3 importineia do uso de antimicrobianes (que vocé deve conhecer como antibidticos) na mdnstna
anmmal e ao crescimento do nimero de microrgamsmos resistentes aos antiidticos (MEA) na sande humena, neste
projete o objetive prrcipal é compreender o papel do ambiente hospitalar & da ertagio amimal na ecologia da
circulagdo de genes de resisténcia aos antibioticos atraveés do estudo de genes de resisténcia (resistoma) empregando
métodos conhecidos como metagendmica. Isso permutra pnneipalmente: z) compreender o papel do ambiente
hospitalar e da eriagdo animal na ecologia da crenlagdo de resisténcia aos anfibisticos; b) fomecer novos dados para o
sistema de vigilancia e analise, amphiando o5 locals a serem testados e fumecendo uma caractenzagio mats completa
dos mesmas.

Para 1350 uma analie microbiana serd realizada a parfir de amostras obfidas de paclentes internades no
Hozpital Universitane (HU) Polydoro Emam de S3o Thizgo onundos do oeste do estado de Santa Catanma, um dos
seus famliares, sistemas de transporte desses individuos e suas casas. Em paralelo, oifo gramjas de suinos e oito
granjas de aves de corte no oeste de Santa Catanina (representando mars de 20,000 sumos e 400.000 aves) participario
do esmdo afravés de amostras obtidas dos alberzues dos anmas, do sistems de drenagem das gramjas e dos

cwdadores dos arimans dessas granjas.

PROCEDIMENTOS DO PROJETO DE PESOUISA

Para o caso espectfico deste TCLE serdo vimitzdos pacientes em mtemagdo atuzl no HU provementes do oeste
de Santa Catanna para apresentar o projeto infitulado “Dinamica da circulagde de microrganizmos resistentes aos
antimicrobianos entre ambientes hospitalaves e de criagdo animal”, comadando tals sweitos 3 parficiparem como
voluntirios neste trabalho de pesquusa. O sujeitos receberdo todas as informagdes sobre este projeto. Uma vez acerta
1A parficipacio, sera realizada a coleta de swabs e fezes em duas ocasifes: no momento da intemagio e na alta. Os
swabs serdo colefados 2 partr das nannas e do reto (somente no caso de nio ser pessivel a coleta de fazes). Estas
amostras consistem no uso de um dispositivo parecido a wm cotonete que sera colocado em contato com a superficie
de suzs naunas ou reto. Atraves de movimentos coculares e de Ir & VI serdo coletadas as amostras ctadas.
Adicionalmente sera solicitada tambem wma amostra de fezes obhda de forma espontines em frasco especifico para
tal procedmento e fomecido pelz equipe de pesquisa. Finalmente, umz amostra de swab serd coletada da casa do
paciente aos J meses da alta, sendo ela coletada do sistema de drenapem da pia da comnha. Os procedimentos nio
produzirio nenhum tipo de dor, mas podem apresentar alzum desconforto, e as amostras coletadas serdo codificadas
visando o sigilo do nome do doador das amostras. As amostras coletadas servirdo pars analises de caractenizagio dos
IMICIOTEAISINGS presentes nesses locals anatémucos, realizzdos ataves de téemeas conhecidas como metagendmica e
técmicas de cultwa de microrganismos conhecidas come microbiologicas. Uma amostra adicional de cada tipo e local
coletado servird para formar um biorepositonio, o qual esta explicitzdo na contimiagdo.
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BIORREPOSITORIO

Devido a que 25 técmicas 3 serem enpregadas nas analises desentas sdo dispendiosas, sendo o5 procedimentos
deszas analises constantemente melhorados pela commmidade cientifica, & que o projeto emvolve uma logistica também
dispendiosa, esta planejado a fomagdo de um biomepositono com amostras coletadas dos mdividuos participantes.
Ezse bianepositano consiste num conjunto de amostras que sio guardadas pelos pesquisadores com a finalidade de
uso durante o presente projeto de pesqusa mas também com a pessibilidade de uso em futures projetos. Durante todo
o tempo de exsténcia do btinmepusirdriu ele sera de responsabibidade da Universidade Federal de Santa Catannz e
gerenciado pelos pesqusadores responsavels do presente projeto (citades abarxo). A assmatwa do presente TCLE
permuira o uso das suas amostras para a confecgdo desse iorepositano & uso das amestras dwante a execugdo do
presente projeto. Caso esse biomepositonio seja considerado para uso em projetos fuhwos, tals projetos deverdo ser
aprovados primeiro pelo commté de ética em pesquisa com seres humanos da UFSC Em{:im:lal (s necessano) e
posteriormente, voce sera contatado para ser apresentado a essas novas pesquisas, decudir confirmar ou ndo 3 sua
participagio, & permufir ou ndo o uso dessas amostras Ja colludas.

RISCOS

Toda pesquisa com seres humanos tem alzuma possibilidade de nsco. Mas, como nde esta previsto nenbim
exame ou procediments wvasivo além dos swabs nasals e retals neste projeto de pesquisa, entdo, ndo estio previstos
nseos imediatos com A suz parficipacio alsm de, tipicaments, alzum grau barxo de desconforto durante a realizagio
do swiab nasal efou retal. As amostras coletadas servirdo para as analises metagendmucas e microbiologieas, as quals
serdo armazenzdas de forma sglesa. Porém, mesmo que minme, onentamos da possibibdade de nsce da quebra de
sigilo, mediante situagio especifica, o qual sera ewifado através do acesso resmito 3 base de dados e a ndo
1denfificagdo dos pacientes nas publicagdes e, caso ocoma, serdo fratados em termos legats, pelos pesquisadares.

CUsT0S

E necessano esclamcer que vocé nio tera quaisquer custes ou forma de pagamento por awtonizar a
parficipagio reste projefo de pesquisa e, caso 1550 venha a ocomer de forma extracrdingna e nesperada, vocd serd
reszarcido em termos legais, por esta pesquisadora. Se ocomer algum prejuizo material ou imaterial decorrente da
pesquiza, vocé podera solicitar indemizacio de acordo com a legislagdo vigente Ainda assm a pesquisadora
compromete-se com o cumpriments das exngancas contidas nos wens IV.3 & IV 4 da refenda resolugio que rege esse
termo. A sua parficipagio neste projeto de pesquisa & voluntana, voce deve se senfir confortavel a desistir da pesquisa
2 qualquer momento, sem nenhum riseo de prejudicar seu atendimento ou sofrer alzuma penalidade ou pmvilégo.

SIGILQ E CONFIDENCIALIDADE

A squpe da pesqusa afima a vocd que serdo aplicades fodos o5 procedimentos necessanos para manfer o
SIGILO E CONFIDENCIALIDADE dos seus dados pessoals como parficipanfe da pesquisa assim como dos
resultados obtidos com a andlise das suas amostras. Todas as informacdes deste projeto de pesquisa serdo
confidenciais, em nenhum momento durante o desemvolvimento desta pesquisa vocé serd 1denfificado (3). O seu nome
nmmdltu]gdnemnzﬂhumﬂrmm;ﬂnmhm&rmmﬁdemmhdade a equipe do pesquisador
responsavel arquivard uma via deste TCLE zssmado em sigilo sbsoluto.

BASES DA PARTICTPAGAQ VOLUNTARIA (direito a recusa on abandono)

E mportante que vocé satha que a suz parficipagdo neste projeto de pesquisa € completamente volunting,
Vocé pode recusar a participar ou refirar seu consenfimento, em qualquer fase da pesquisa, sem penalizacio alguma e
sem prejuizo algum parz voce. Para isso, basta vock enfrar em contato com o pesquisador desse estudo, conforme
nome e contatos a continuagio.

DEVOLUTIVA DE RESULTADOS

Informamos que oz resultados da pesquisa serdo tomados publicos por melo de publicagio mediante
relatonios, artigos, apresentagles em eventos clentificos o/ou divulgagio de cutra natureza. Rerferamos que em todas
as publicapdes ou divilzaghes, serdo fatzs pmntends o aimle e a confidencialidade dos dados referentes 2
1denfificagdo dos participantes da pesquisa.

GARANTIA DE ESCLARECIMENTOS

Vocé também tem todo o tempo necessano que precisar, e quiser, parz ler e analizar este TCLE. A pessoa
responsavel por explicar e obter as assinaturas neste documento, e que [he explicon claramente o contendo destas
nformagdes, também se coloea 3 disposigio para responder todas 25 suas perguntas sempre que precsar e fver novas
dividas. Vock também tem a liberdade de contatar oz pesquisadores responsavels do projeto de pesquisa toda vez que
SENfr necessang.

Como garantia, este Termo de Consentimento Livie e Esclarecido se13 impresso em duas vias, sendo que
vocé ficara com posse de uma, assinada e rubncada pelos pesqusadores. Guarde sua via, pois esta lhe fornece
nformagdes de contato & garanfe sens diretfos come parficipante na pesquisa. Para finalizar, declaro que toda esta
pesquisa esta adequada com a Resohugdo do Conselho Nacional de Satde sob o n° 466, de 12 de dezembro de 2012,
que aprota & divefnizes e normas regulamentadoras de pesqusas emvolvendo seres Inmanos,
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DADOS DOS PESQUISADORES RESPONSAVELS PELO PROJETO DE PESQUISA:
Nome conmpleto: Thais Crnistine Marques Smeero

Professora Pesqusadora, Microbiologista Celular e Molecular

Doc.de Identificagio: 024.292 24909

Enderego completo: Unmversidade Federal de Santa Catarina, Campus Trindade. Departamento de
Analises Clitucas, Cantro de Ciéncias da Sande

Endereqo de emal: thais sincero/@ufse br

Telefones: (48) 3721-3474 / 999192240

Nome conpleto: Carlos Rodngo Zarate Bladés

Profeszor Pesquisador, Inimologista Celular & Molecular

Dioc.de Identificagdo: V294677-C / 224 653.348-16

Endereqo completo: Setor F, Bloco A, Depic de Microbiclogia, Inmmelogia e Parasitelogzia, MIF;
Unrversidade Federal de Santa Catarina, Canpus Trindade.

Endereqo de emal: zarate bladesigufse br

Telefones: (48) 3721-3210

Comité de Ftica Pesquiza com Seres Humanos (CEPSH) — O CEPSH & um drgio colemade imterdisciplmar,
debiberative, consultive & educatrvo, vinculado & Umversidade Federal de Santz Catanna, mas mdependesnte na
tomada de deizdes, cniado parz defender o interesses dos participantes da pesquisa em mia integridade & dipmidads e
para conmbuwr no desenvoliiments da pesqusa dentro de padrdes ébcos. Vocé pode contatar o CEPSH no zesmnte
endereco: Universidade Faderal da Santa Catarina Prédio Reitoria IT (Edificto Santa Clara), Hordrios:10 3= 12he 16
3s 18h, Fo Desembargador Vitor Loma, n° 222, zala 401 — Tnndade, Flonandpelis/SC, CEP: 88.040- 400, Contato:

(48) 3721-6094 cep propesqiicontato.ufse by
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IDENTIFICACAQ E CONSENTIMENTO DO VOLUNTARIO:
Neome completo
Dioc. de Identificagao

IDENTIFICACAO E ASSENTIMENTOQANUENCIA DE PARTICTPANTE VULNERAVEL:
(Quande se mratar de populagde vulnerdvel)

Nome conplato (ou outra manifestagio para 1dentidads)
Dioc. de Identificagdo (== for o caso)

IDENTIFICACAQ E AUTORIZACAO DO RESPONSAVEL LEGAL:
(Ouande se ratar de populagde yulnerdvel)

Neome completo
Dioc. de Idennficagio
Tipo de representagio:

CONSENTIMENT O POS-INFOBRMADO:
“Declaro que, em /[ concorder em participar, na qualidade de participante do projeto de pesquisz mitulado
"Dindmica da cirenlagdo de microrganismos resistenfes aos antimicrobianes entre ambientes hospitalares e de
eriagdo amimal ”, apos estar devidamente informado sobre os ohjetrvos, as finahidades do estudo e os termos de minha
parbicipagio assne o presente Termo de Consentimento Livre e Esclarecide em duas wias, que serdo assinadas
também pelo pesgqmzador responsavel pelo projeto, sendo que ums copla se destma 3 mum (participants) & a oubz 3o
pesqusador.”

“Ac infomaghes formecidas aos pesquisadores serdo unlizadas na exata medida dos objetivos e finalidades do
projeic de pesquisa, sendo que pmnha idenbificacde sera mannda em =iglo e sobre a responsabilidade des
proponentes do projeto.”

“MNio recebersl nenbums renumeragdo e ndo terel qualquer dms financens (despesas) fimgdo do meu
consentimento espontinec em participar do presente projeto de pesqusa.”

“Dieclare que estou clente que parte das amestras coletadas servirio para a formagio de um biorrepositono que ficara
zob responsailidades da UFSC e gerenciamento dos pesqusadores responsivers da pesqusza As amostras desse
biormepoatone poderdo ser empregadas para o fins do presente projeto de pesquiza e com possibihdade de serem
uzadas em projetos fuhwos. Sendo este ultime o cazo, eu serel confatado para conhecer ta1s pesquusas novas e decidir
ou pip minha participagie e use ou nie das amostas desse bicrrepositone formado.™

“Independentemente deste consentimento, fiea assegurado meu direite a retrar-me dz pesqusa em qualguer
momente e por qualguer motivo, sendo que para 1550 conmmicarel mimha decisde a um dos propenentes do projeto
acima citados.”

Assinatura do voluntaric

Assinado de forma digital por Thais
Cristine Marques Sincero:02429224909
Dados: 2019.08.21 14:24:05 -03'00'

Assinatura do Pesquizador (Thats Cristine Marques Sincere)

Florianopolis, de de 2019,
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