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Resumo

Os microrganismos resistentes aos antimicrobianos (MRA) se apresentam
de forma progressiva na sociedade, através da transferéncia de genes de
resisténcia entre distintos microrganismos, destacando-se quando relacionado a
diferentes ambientes, principalmente no meio hospitalar e de criagdo animal.Este
trabalho baseou-se na caracterizagéo fentipica e genotipica de microrganismos
resistentes aos antimicrobianos isolados no ambiente hospitalar e de criacdo de
aves e suinos no estado de Santa Catarina. Foi determinado o perfil de
sensibilidade aos antimicrobianos dos isolados obtidos a partir do Teste de
Sensibilidade aos Antimicrobianos (TSA) e outros testes fenotipicos para a
identificacao de p-lactamases. ldentificou-se a expressao génica de resisténcia
aos antimicrobianos de todos os isolados e, por fim, determinou-se a
concentragado inibitéria minima para a Polimixina B de amostras resistes.
Ressalta-se que todos os isolados bacterianos foram identificados pela
metodologia MALDI-TOF. Foi obtido um total de 256 isolados bacterianos
correspondentes as amostras de granjas, pacientes e transportes. Desses, 173
(68%) isolados eram de Bacilos Gram negativos, os quais foram utilizados no
presente trabalho. Observou-se que apenas 6% dos isolados obtidos
correspondem as amostras de transportes, 50% para as amostras de granjas e
44% para as amostras de pacientes. O microrganismo predominante nas
amostras foi Escherichia coli, a qual apresentou resisténcia de 72% a classe das
Penicilinas, 43% as Cefalosporinas, 3% aos Carbapenémicos, 20% aos
Monobactamicos, 44% as Fluoroquinolonas, 39% aos Aminoglicosideos, 1% as
Tetracicilinas e 48% aos Agentes Diversos (Fosfomicina, Nitrofurantoina e
Sulfametoxazol+Trimetropim). Identificou-se que 130 amostras foram positivas
para algum dos genes em estudo e, que os genes blaTEM (20,7%),
blatemtblactxm (22,6%), blatem+blakec (9,2%), blatem+ blactxm+blakrc (12,4%),
blakrc (8%) e blactxv (13,9%) foram os genes mais prevalentes nos isolados
obtidos durante o estudo. Considerando os resultados obtidos, foi possivel
compreender a influéncia dos diferentes ambientes na disseminagdo de
resisténcias bacterianas. Diante disso, conclui-se que as maiores taxas de
resisténcia presente nos isolados foram para as classes das Penicilinas (73%) e
Cefalosporinas (55%), sendo predominantes em amostras de granjas de suinos
organicos do periodo apds limpeza, tendo como principal microrganismo
identificado Escherichia coli (51%), com a prevaléncia dos genes de resisténcia
blatem (53%) e blactx-m1 (36%). Finalmente, todas as técnicas utilizadas para a
deteccédo de microrganismos resistentes aos antimicrobianos apresentaram-se
eficazes, porém, para as amostras que apresentaram resultados divergentes
entre as técninas fenotipicas, recomenda-se a técnica de sequenciamento para
a confirmacao dos resultados obtidos.

Palavras-chave: criacdo animal; resisténcia bacteriana; ambiente

hospitalar; genes de resisténcia; antimicrobianos; one health



ABSTRACT

Title: Phenotypic and molecular characterization of microorganisms resistant to
antimicrobials found in the hospital environment and in poultry and swine
breeding in the state of Santa Catarina

Antimicrobial resistant microorganisms (ARM) appear progressively in society,
through the transfer of resistance genes between different microorganisms,
standing out when related to different environments, especially in hospitals and
animal husbandry. The work developed is based on phenotypic and genotypically
characterizing microorganisms resistant to antimicrobials isolated in hospital and
poultry and swine breeding environments in the state of Santa Catarina. The
antimicrobial sensitivity profile of the isolates obtained from the Antimicrobial
Sensitivity Test (AST) and other phenotypic tests for the identification of -
lactamases was determined. The gene expression of antimicrobial resistance of
all isolates was identified and, finally, the minimum inhibitory concentration for
Polymyxin B in resistant samples was determined. It is noteworthy that all
bacterial isolates were identified by the MALDI-TOF methodology. A total of 256
bacterial isolates corresponding to samples from farms, patients and transports
were obtained. Of these, 173 (68%) isolates were from Gram negative Bacilli,
which were used in the present work. It was observed that only 6% of the isolates
obtained correspond to transport samples, 50% to farm samples and 44% to
patient samples. The predominant microorganism in the samples was
Escherichia coli, which showed resistance of 72% to the class of Penicillins, 43%
to Cephalosporins, 3% to Carbapenems, 20% to Monobactams, 44% to
Fluoroquinolones, 39% to Aminoglycosides, 1% to Tetracicilins and 48% to
Various Agents (Phosphomycin, Nitrofurantoin and
Sulfamethoxazole+Trimethoprim). It was identified that 130 samples were
positive for some of the genes under study and that the genes blatem (20.7%),
blatem+blactxv (22.6%), blatem+blakpc (9.2%), blatem+ blactxv+ blakrc (12.4%),
blakec (8%) and blactxv (13.9%) were the most prevalent genes in the isolates
obtained during the study. Considering the results obtained, it was possible to
understand the influence of different environments on the spread of bacterial
resistance. Therefore, it is concluded that the highest rates of resistance present
in the isolates were for the classes of Penicillins (73%) and Cephalosporins
(55%), being predominant in samples from organic swine farms from the period
after cleaning, with the main microorganism identified Escherichia coli (51%), with
the prevalence of resistance genes blatem (53%) and blactx-m1 (36%). Finally, all
the techniques used for the detection of microorganisms resistant to
antimicrobials were effective, however, for samples that presented divergent
results between the phenotypic techniques, the sequencing technique is
recommended to confirm the results obtained.

Keywords: Animal husbandry; Bacterial resistance; Hospital environment
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1. INTRODUGAO

A resisténcia bacteriana aos antimicrobianos € considerada um dos
problemas de saude publica mais relevantes mundialmente, ja que muitas
bactérias deixaram de responder aos efeitos desses farmacos (WHO, 2005). O
desenvolvimento da MRA (Microrganismos Resistentes aos Antimicobianos) é
um fendbmeno natural, entretanto, o maior consumo de antimicrobianos tem sido
apontado como o responsavel principal pelos altos niveis de resisténcia atuais
(WHO, 2015).

Os MRA se apresentam de forma progressiva na sociedade, através da
transferéncia de genes de resisténcia entre distintos microrganismos,
patogénicos e n&o patogénicos, destacando-se quando relacionado a diferentes
ambientes, principalmente no meio hospitalar e em seus usuarios, onde
apresenta uma situagdo de ameacga ao conjunto terapéutico para o tratamento
de diversas infecgdes (ZINSSTAG et al., 2011).

Atualmente, o grande desafio terapéutico encontrado € realizar a
prescricdo do antimicrobiano adequado em um curto periodo de tempo.
Geralmente, leva-se dias para determinar o perfil de sensibilidade aos
antimicrobianos, portanto, sdo usados protocolos que recomendam tratamentos
empiricos, utilizando antimicrobianos de amplo espectro. Essa abordagem pode
salvar vidas, mas traz consequéncias. A Organizacdo Mundial da Saude (OMS),
prevé que sem uma agao urgente, a disseminagao de bactérias resistentes aos
antimicrobianos levara ao ressurgimento de mortes por ferimentos leves e
infec¢cdes ndo complicadas até entdo consideradas benignas (NATURE, 2018).

As consequéncias clinicas e econémicas dos MRA sao graves e se
relacionam com o aumento da morbidade e mortalidade das doencas
infecciosas. Por sua vez, a hospitalizagdo prolongada e o uso de diferentes
antimicrobianos aumenta os custos dos cuidados de saude, o que constitui um
problema relevante, devido aos recursos destinados aos sistemas de saude e a
conjuntura econémica e financeira do pais (LOUREIRO et al., 2016).

Estima-se que cerca de 700 mil pessoas morrem por ano devido as
infecgdes causadas por MRA, o que causa um custo econdmico consideravel,

além do custo humano imensuravel. E estimado um aumento continuo da
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resisténcia bacteriana até 2050, que podera levar 10 milhdes de pessoas a
morte, ou seja, uma morte a cada trés segundos e uma reducgao de 2 a 3,5% no
Produto Interno Bruto (PIB). O custo mundial estimado € de até 100 trilhdes de
dolares (O'NEILL, 2014).

Como resultado da interagdo de muitos microrganismos com o meio
ambiente, é esperado o surgimento de MRA. A maioria dos compostos
antimicrobianos sao moléculas produzidas naturalmente e, bactérias co-
residentes desenvolveram mecanismos para superar sua agado, a fim de
sobreviver utilizando mecanismos intrinsecos de resisténcia aos
antimicrobianos. Ao discutir o enigma da resisténcia antimicrobiana, bactérias
intrinsecamente resistentes aos antimicrobianos ndo sdo o foco principal do
problema. Em contextos clinicos, a importancia € normalmente atribuida a
“resisténcia adquirida” em uma populacédo bacteriana originalmente suscetivel
ao composto antimicrobiano (MUNITA; ARIAS, 2016).

O desenvolvimento da resisténcia adquirida pode resultar de mutagcdes
em genes ou devido a aquisicdo de determinantes genéticos externos de
resisténcia, provavelmente obtidos de organismos intrinsecamente resistentes
presentes no ambiente. Portanto, 0 ambiente esta diretamente relacionado com
a presengca de novos mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos,
principalmente quando ha uma correlagdo entre diversos meios, sobretudo o
ambiente humano e o ambiente agricola/animal (MUNITA; ARIAS, 2016).

Hoje, observa-se ainda um cenario de utilizagdo pouco criteriosa e/ou em
larga escala dos antimicrobianos, especialmente como promotores de
crescimento na criagdo de animais e na medicina veterinaria. O uso de
antimicrobianos na medicina veterinaria, bem como a necessidade de controle
de seu uso, torna-se um problema ainda maior quando usado em animais de
producdo de alimentos, assim, o uso de antimicrobianos em animais pode ter
efeitos diretos e indiretos na saude humana (NGANGOM et al., 2019).

Os efeitos diretos sdo aqueles que podem estar relacionados ao contato
com bactérias resistentes aos antimicrobianos presentes em animais destinados
a alimentacao, e os efeitos indiretos sdo aqueles que resultam do contato com

organismos resistentes que foram transmitidos para varios componentes do



23

ecossistema (por exemplo, agua e solo) como resultado do uso de
antimicrobianos em animais para alimentagcdo (NGANGOM et al., 2019).

Diante disso, ha a preocupacdo com os residuos de antimicrobianos em
alimentos de origem animal em duas situagdes; com potencial ameaga para
toxicidade direta em humanos e como, modificadores da microflora e
reforcadores do surgimento de resisténcia bacteriana, através do aumento das
taxas de mutagdes, as quais estimulam a troca de elementos genéticos moveis
e recombinagbes (ANDERSSON; HUGHES, 2014). Assim, tais situagdes
favorecem o surgimento de infecgbes e resultam na ineficacia da terapia
antimicrobiana adotada (NGANGOM et al., 2019).

Para evitar esses riscos, é necessario usar medicamentos racionalmente,
ou seja, usa-los apenas quando eles sdo realmente indicados e de maneira
adequada. Estudos apontam que protocolos elaborados com base na
microbiologia local, tem um impacto direto na reducao de infecgdes em pacientes
internados. Enfatiza-se que os protocolos apresentam um foco na educagao
continuada, fornecendo informacdes e considerando resultados por meio de
indicadores de adesdo as boas praticas de biossegurangca e analise das
prescricdes de antimicrobianos (DE MELLO; OLIVEIRA, 2021).

A luta contra o desenvolvimento de MRA levou, principalmente a clinica
comunitaria e, recentemente o ambiente agricola a controlar os tratamentos a
base de antimicrobianos, tendo como objetivo reduzir a transmissao e impedir a
selecdo de bactérias resistentes durante o tratamento. Nos ultimos anos, o papel
do meio ambiente como fonte importante e via de disseminacgao da resisténcia
tem sido cada vez mais reconhecido (BENGTSSON-PALME; KRISTIANSSON;
LARSSON, 2018).

Segundo, a OMS (2015) diferentes setores, incluindo medicina humana e
veterinaria, agricultura, finangcas, meio ambiente e consumidores devem
estabeler acbes para combater a resisténcia antimicrobiana. Nesse sentido foi
estabelecido o conceito “One Health” — Saude Unica, o qual se baseia na
implementacdo do pensamento contemporaneo sobre saude e ecossistemas e
sua relevancia para o desenvolvimento global da saude publica, animal e do
meio ambiente, o qual reduzira os riscos de doengas infecciosas entre animais
e ecossistemas humanos (ZINSSTAG et al., 2011).
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Diante disso, Sheahan e colaboradores (2019) destacaram que pouco se
sabe sobre a importancia epidemiologica dos patdégenos transmitidos entre a
comunidade e hospitais, bem como os tipos de patégenos contidos nas
ambulancias, ja que as mesmas frequentemente transportam pacientes, muitas
vezes imunocomprometidos, entre varios ambientes publicos e hospitalares,
portanto sdo veiculos potenciais de transmissdao de diversos microrganismos
(SHEAHAN et al., 2019).

Nesse contexto, percebe-se que MRA e a transferéncia de genes de
resisténcia entre distintos microrganismos, patogénicos e néo patogénicos, bem
como entre diferentes ambientes, comunitarios, hospitalares e de criagao animal,
€ um fenbmeno altamente dindmico, crescente e que tem ameacado a
efetividade do tratamento de infecgdes microbiana diante do restrito arsenal
terapéutico disponivel (SHEAHAN et al., 2019).

Considerando o exposto, o presente trabalho, vinculado ao projeto
‘Dindmica da circulagdo de microrganismos resistentes aos antimicrobianos
entre ambiente hospitalar e de criagédo animal”’, o qual teve como objetivo
caracterizar fenotipicamente e molecularmente os microrganismos resistentes
aos antimicrobianos encontrados em amostras de ambientes, hospitalar e

animais.
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2. OBJETIVO GERAL

Caracterizar fenotipica e genotipicamente microrganismos resistentes
aos antimicrobianos isolados no ambiente hospitalar e de criacdo de aves e

suinos no estado de Santa Catarina.

2.1 Objetivos especificos

1) Determinar o perfil de sensibilidade aos antimicrobianos dos
isolados de Bacilos Gram Negativos;

2) Determinar fenotipicamente a presenca de ESBL;

3) Determinar a Concentragao Inibitéria Minima (CIM) para a
Poliximina B das amostras resistentes;

4) ldentificar genes de resisténcia aos antimicrobianos dos isolados

de Bacilos Gram negativos;
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Mecanismos de resisténcia bacteriana aos antimicrobianos

3.1.1 Alteracao da permeabilidade

A resisténcia aos antimicrobianos esta associada a diminuicdo da
permeabilidade da membrana externa das bactérias Gram-negativas. O fluxo de
moléculas para dentro da célula acontece por caracteristicas intrinsecas como
carga, dimensado, estrutura e, principalmente, através de proteinas de
membrana, as quais sdo responsaveis por formarem canais de entrada e saida
de substancias. Os antimicrobianos utilizam desse percurso para atingir o
espaco periplasmatico, como é o caso dos antimicrobianos B-lactamicos. Desta
forma, qualquer dano ou perda de funcdo destas proteinas, pode levar a
diminuicdo da sensibilidade a varios antimicrobianos (DE OLIVEIRA CUNHA,
2014).

3.1.2 Modificacao do alvo

A resisténcia ocorre devido a substituicbes de aminoacidos nas proteinas
ligadoras de penicilina (PBPs), fazendo com que a ligacdo com o agente
antimicrobiano torne-se menos susceptivel. A modificagdo desses aminoacidos
pode acontecer devido a presenca de proteinas provenientes da recombinacao
entre genes codificadores de PBPs associadas a expresséo de susceptibilidade,
a hiperprodugao da proteina, ou a aquisicdo de novas PBPs que levam a um
aumento do nivel de resisténcia aos antimicrobianos B-lactdmicos. Ha outros
tipos de alteragcdo do alvo, como mutagdo da DNA girase, responsavel por
expressar resisténcia as fluoroquinolonas, e também mutacdo dos ribossomos
constituintes da parede celular (DE OLIVEIRA CUNHA, 2014).
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3.1.3 Bombas de efluxo

Caracterizado pelo bombeamento ativo de antimicrobianos do meio
intracelular para o extracelular, este mecanismo gera uma resisténcia bacteriana
a determinados antimicrobianos, como é o caso da resisténcia as tetraciclinas
codificada por plasmideos em Escherichia coli, devido a presencga de proteinas
integrantes da membrana plasmatica bacteriana (DE OLIVEIRA CUNHA, 2014).

3.1.4 Inativacdo enzimatica

Algumas bactérias apresentam genes codificadores de enzimas que
causam a destruicao do antimicrobiano através do prcoesso de hidrélise, assim,
causando a inativagcdo de uma variedade de antimicrobianos.

Portanto, quando a bactéria utilizada de um destes mecanismos, ou uma
combinagao deles, na maioria das vezes causa sérios problemas na escolha da
antibioticoterapia ideal, pois tem se tornado resistente até aos antimicrobianos
mais promissores, conforme é ilustrado na Figura 1 (DE OLIVEIRA CUNHA,
2014).

Figura 1. Mecanismos de resisténcia bacteriana.
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3.2 Resisténcia bacteriana no contexto de saude Unica

As doencgas infecciosas presentes em animais e que podem ser
transmitidas aos humanos (zoonoses) tem seu crescimento relacionado a
diversos fatores. Estima-se que cerca de 60% das recentes doengas humanas
sejam originarias de animais (MWANGI; DE FIGUEIREDO; CRISCITIELLO,
2016).

Sendo assim, existe o interesse de integrar diferentes campos
profissionais, 0s quais incorporam as ciéncias ambientais, a partir do conceito de
“One Health’- Saude Unica, termo usado para as andlises de zoonoses,
particularmente, onde considera-se todos os componentes que podem
potencializar o aumento ou surgimento de uma doenga. Esses componentes
incluem, os ambientais, ecoldgicos, animais selvagens, domésticos e fatores
humanos. O ultimo abrange questdes comportamentais e médicas, incluindo
questdes culturais, fatores politicos e outras caracteristicas socioeconémicas
que podem resultar na ocorréncia ou disseminagcédo da doengca (CUNNINGHAM;
DASZAK; WOOD, 2017).

A primeira revisdao de doengas emergentes utilizando o conceito “One
Health” foi realizada por Daszak e colaboradores (2000), a qual reuniu
informagdes veterinarias, ecologicas, conservagdo e perspectivas médicas
humanas sobre essas doengas (CUNNINGHAM; DASZAK; WOOD, 2017), esse

conceito € ilustrado na Figura 2.
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Figura 2. Modelo do conceito de Satde Unica (One Health).

Transluca;au
" \\ L ——

« Presenga Humana
» Cantato Externo
* Manipulacio Ecoldgica

.l - Yida Selvagem
nvasao EID

+ Introducdo

)
I

Animais
Domeésticos
EID

Humanos

Intensificacio ;
da Agricultura

Tecnologia e
Industria

+ Viagens Internacionais
+ Urbanizacdo
+ Manipulagio Biomédica

. e

Legenda: EID- Doengas Infecciosas Emergentes. Fonte: Adaptado de (DASZAK;
CUNNINGHAM; HYATT, 2000)

O crescimento da economia global permitiu a rapida disseminagéo de
doencas zoondticas e infecgcdes em populagdes carentes (SMITH et al., 2014).
Logo, se vé necessario o pensamento sobre a saude a partir de uma perspectiva
integrada, ou seja, que envolva o conhecimento de fatores humanos, animais e
ambientais (MWANGI; DE FIGUEIREDO; CRISCITIELLO, 2016).

Dados de censos oficiais do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
— IBGE (2010) apontam que em 1950 a populacéo brasileira era 36,16%
caracterizada como urbana e, em 2010 esse valor aumentou para 84,36%.

Grande parte da populacio vive em centros urbanos, o que possibilita a
trasmissao de doengas em areas peri-urbanas ou urbanas, devido a emergéncia

ou re-emergéncia de seus vetores nessas areas (TAUIL, 2006).
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A rapida urbanizagdo acarreta a reducdo da qualidade sanitaria das
cidades, com consequente aumento de transmissdo de varias doencgas
infecciosas e precarizagao do atendimento hospitalar (TAUIL, 2006).

No ambiente hospitalar € essencial apresentar abordagens inovadoras
pela equipe de saude, que permitam melhorar a assisténcia ao paciente e
promover ambientes saudaveis para todos (RABINOWITZ et al., 2017).

Pacientes hospitalizados sdo mais propensos a adquirirem possiveis
infec¢des, pois apresentam geralmente algum grau de imunocomprometimento
e estdo sujeitos a diversas terapias medicamentosas e/ou procedimentos
invasivos (DE QUEIROZ, 2004). Logo, é essencial que no ambiente hospitalar
haja maior controle e prevengao da disseminagao de bactérias multirresistentes,

as quais podem dificultar ainda mais o tratamento das infeccoes.

3.3 Transmissao de genes de resisténcia na comunidade

Na criacdo animal, os antimicrobianos sdo usados no tratamento de
infecgdes bacterianas especificas, como profilaxia e favorecendo o crescimento
desses animais. Alguns paises proibiram o uso de promotores de crescimento
antimicrobianos, permitindo apenas em um intervalo restrito e outros apresentam
controle limitado ou nenhum controle sobre o uso desses medicamentos
(MARON; SMITH; NACHMAN, 2013). Muitos dos antimicrobianos utilizados para
profilaxia e fins terapéuticos em animais, pertencem as mesmas classes usadas
na medicina humana. Como resultado disso, MRA presentes em isolados de
animais tornam-se um problema de saude publica, pois essas bactérias podem
ser facilmente transferidas do animal para o humano via contato direto ou via
cadeia alimentar (DEWAAL, 2012).

A Figura 3 mostra as diferentes rotas de transmissdo de MRA entre
humanos e animais. A principal rota de transmissdo de MRA entre humanos e
animais ocorre por contato direto ou através da cadeia alimentar. Bactérias
zoonoticas resistentes aos antimicrobianos, como E.coli produtora de shiga-
toxina (STEC), Salmonella spp. e Campylobacter spp. transferem seus genes
para os diferentes hospedeiros e causando infecgdes (DEWAAL, 2012). Além

disso, E.coli comensal ndo patogénica que séo resistentes aos antimicrobianos



31

podem transferir e dispersar genes de resisténcia para patégenos humanos por
tranferéncia horizontal de genes. A genética movel através de elementos como
plasmideos, transposons e integrons que carregam esses genes de resisténcia,
podem se mover de humanos para animais e vice-versa, através do ambiente
(MARON; SMITH; NACHMAN, 2013).

O movimento de alimento e produtos animais através do mundo estende
ainda mais a propagacao de MRA, portanto, tornando-se uma problema néao
apenas para um unico pais, mas uma preocupa¢ado mundial (AARESTRUP,
2005). Alem, das rotas internacionais de pessoas e produtos alimenticios, as
aves migratérias também sao consideradas responsaveis pela transmissao de
MRA entre os continentes (COLE et al., 2005). Outra possivel rota de
transmissdao € o movimento de MRA de humanos para animais. Ha casos
relatados em que humanos que trabalham com animais podem transferir MRA
para animais, particularmente animais selvagens, mas também para animais de
estimacédo e animais produtores de alimentos. Isso foi demonstrado em um
estudo onde o isolamento de bactérias multirresistentes foi considerado maior
em animais de estimacao seguido por animais de fazenda e menor em animais
selvagens (JOBBINS; ALEXANDER, 2015) (SKURNIK et al., 2006).

Na producéo animal, os MRA podem ser amplificados devido a pressao
de selecdo antimicrobiana dos antimicrobianos. Uma vez amplificado, essas
bactérias podem representar um risco potencial a saude publica para humanos.
Além de animais de alimentagdo, o uso de antimicrobianos em animais
domésticos também tem contribuido para a movimentagdo de MRA para os
humanos (VENTER et al., 2017).
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Figura 3. Transmissédo de MRA entre humanos e animais.
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(A) Transmissao direta de bactérias resistentes aos antimicrobianos entre humanos e animais.
(B) Transmissdo de genes determinantes resistentes codificados em cromossomos ou
plasmideos. (C) Elementos genéticos moveis (plasmideos) que transportam e disseminam genes
de resisténcia. (D) Transmissao de resisténcia via transposons, integrons montados em cassetes
de genes e regides multirresistentes carregando matriz de cassetes de genes resultando em
multiplos MRA em bactérias dentro do mesmo hospedeiro ou entre animais e humanos. Fonte:
Adaptado de (VENTER et al., 2017)

3.4 Importancia econdmica da criagao animal no estado de Santa Catarina

3.4.1 Cenario atual

O estado de Santa Catarina é considerado um grande produtor de
alimentos e, em 2019 ampliou seu faturamento no setor agropecuario. O Valor
Bruto da Produgdo Agropecuaria (VBP) chegou a R$ 33,6 bilhdes, um aumento
de 8,8% em relagdo ao ano anterior. A alta foi estimulada, principalmente pelo

desempenho da producéo pecuaria. Esses dados fazem parte da Sintese Anual
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da Agricultura e dos Indicadores de Desempenho da Agricultura e do
Agronegécio de Santa Catarina (EPAGRI, 2020).

Segundo o secretario adjunto da Agricultura, da Pesca e Desenvolvimento
Rural, Ricado Miotto:

Com pouco mais de 1% do territério brasileiro, Santa Catarina é
referéncia em varias atividades agropecuarias, desde a produgéo de
proteina animal, cultivo de ostras e mexilhdes e também a produgéo
vegetal e florestal. Nés tivemos crescimentos importantes em diversos
setores, principalmente na produgéo de carnes, devido as exportagdes
de carne suina e de aves.

Destaca-se a suinocultura na agropecuaria catarinense em 2019, a qual
superou o valor da producao de frangos pela primeira vez em 20 anos. A
producéo de suinos se tornou responsavel por 19,2% do VBP catarinense,
alcangando um valor de R$ 6,47 bilhdes. As receitas geradas pela cadeia
produtiva, na fase de criacdo dos animais, foram 35% maiores do que em 2018
(EPAGRI, 2020).

Portanto, a produgéo animal respondeu por 60% do VP (Valor Presente)
da agropecuaria de Santa Catarina. Em 2019, o faturamento do setor foi de R$
20,14 bilhdes, com alta de 14,9% em relacdo ao ano anterior e, o VP da
avicultura, que até 2018 ocupava o primeiro lugar no ranking de faturamento,
fechou em R$ 6,41 bilhdes em 2019. Seguido pela produgao de leite, presente
em 80% dos municipios de Santa Catarina, com um VP de R$3,72 bilhdes e um

crescimento de 7,7% em comparagao com 2018 (EPAGRI, 2020).

3.4.2 Criacao de aves em Santa Catarina

A Pesquisa Trimestral do Abate de Animais, do IBGE, demonstra que em
2017 foram abatidos 859,61 milhdes de frangos em Santa Catarina, queda de
1,27% em relagéo ao ano anterior (EPAGRI, 2017).

Segundo a Companhia Integrada de Desenvolvimento Agricola de Santa
Catarina (Cidasc), 6rgao responsavel pela sanidade animal e vegetal, em 2017
foram produzidas e destinadas ao abate um total de 883,08 milhdes de frangos
no Estado. Esse numero inclui tanto as aves cuja finalidade principal é o abate
(frangos de corte), quanto aquelas com outras finalidades, mas que, em algum

momento, sdo destinadas ao abate. Sao contabilizados somente os animais
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abatidos em estabelecimentos inspecionados, seja em Santa Catarina ou em
outras unidades da federagcédo (EPAGRI, 2017).

Das 883,08 milhdes de aves produzidas em 2017, 97,77% foram abatidas
em Santa Catarina. O restante foi abatido no Parana (1,58%), Rio Grande do Sul
(0,32%), Séo Paulo (0,30%), Minas Gerais (0,02%) e Paraiba (0,0004%)
(EPAGRI, 2017).

A mesorregidao Oeste Catarinense foi responsavel por 79,43% da
produgao catarinense de frangos em 2017, enquanto no ano anterior eram 78%.
Portanto, os 10 municipios que mais produziram frangos em 2017 localizam-se
na mesorregiao Oeste e concentram 22,06% do total de aves abatidas nesse

ano, conforme ¢ ilustrado na Figura 4 (EPAGRI, 2017).

Figura 4. Principais municipios de origem das aves produzidas em Santa Catarina (2017).

Municipio N2 aves (milhoes)

12 | Videira 33,98 3,85
22 | Rio das Antas 31,55 3,57
3¢ Ipumirim 24,92 2,82
42 Seara 24,88 2,82
52 Concordia 21,81 2,47
62 Ouro 21,14 2,39
72 Arabuta 17,29 1,96
a2 | Xaxim 16,22 1,84
9¢ Capinzal 16,01 1,81
109 Palmitos 15,86 1,80
Demais municipios 659,41 74,67

Total 883,08 100,00

Fonte: (EPAGRI, 2017)

O mapa da Figura 5, apresenta a distribuicdo da produgéo de frangos
destinados ao abate no ano de 2017, de acordo com o municipio de origem. S&o
contabilizadas todas as categorias destinadas ao abate, abatidas em Santa

Catarina ou outra unidade da federacao.
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Figura 5. Distribuicao da producao de aves destinadas ao abate em 2017.

i :

Fonte: Elaborado por Epagri/Cepa, a partir de dados da Cidasc.

Legenda: Quanto mais escuro, maior o numero de animais produzidos.
Fonte: (EPAGRI, 2017)

3.4.3 Criacao de suinos em Santa Catarina

Segundo dados da Pesquisa Trimestral do Abate de Animais, em 2017
foram abatidos em Santa Catarina 11,50 milhdes de suinos, 7,20% mais que em
2016. O crescimento no numero de abates se manteve em 2018, embora em
ritmo menor que no ano anterior (EPAGRI, 2017).

Pelo quarto ano consecutivo a producao de carne suina de Santa Catarina
registrou aumento, ultrapassando, pela primeira vez, a marca de 1 milhdo de
toneladas. De acordo com o IBGE, em 2017 a producéao catarinense foi de 1,03
milhao de toneladas de carcaga, 5,94% acima do registrado no ano anterior. Vale
ressaltar que a produgao brasileira cresceu apenas 3,06% no mesmo periodo,
fazendo com que o estado ampliasse sua participagdo no total nacional
(EPAGRI, 2017).

Embora esteja presente em 18 das 20 microrregides de Santa Catarina, a
suinocultura concentra-se no oeste do estado. A mesorregiao do Oeste
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Catarinense (Concérdia, Joagaba, Chapecd, Sdo Miguel do Oeste e Xanxeré) foi
responsavel por 78,88% dos animais produzidos em 2017 (EPAGRI, 2017).

Dos 10 municipios com maior produgédo em 2017, 8 sdo da mesorregiao
do Oeste Catarinense (Concordia, Videira, Seara, Xavantina, Sao Carlos,
Palmitos Irani e Lindoia do Sul), um € do Sul Catarinense (Brago do Norte) e um
da mesorregido Serrana (Campos Novos), conforme € ilustrado na Figura 6
(EPAGRI, 2017).

Figura 6. Principais municipios de origem de suinos produzidos em Santa Catarina (2017).

Municipio N2 de cabecas (mil)"

12 | Concérdia | 737,47 5,81
22 |Videira _ 436,40 3,44
32 |Seara _ 388,12 3,06
42 |Braco do Norte 309,85 2,44
5¢ | Campos Novos 261,50 2,06
62 |Xavantina 256,91 2,03
7¢ |Sdo Carlos 250,56 1,98
82 |Palmitos 250,14 1,97
9¢ |Irani 248,71 1,96
102 | Lindéia do Sul 241,74 1,91
Demais municipios 9.301,92 73,34

Total 12.683,31 100

Fonte: (EPAGRI, 2017)

O mapa da Figura 7, apresenta a distribuicdo da produgdo de suinos
destinados ao abate no ano de 2017, de acordo com o municipio de origem dos
animais. Sao contabilizadas todas as categorias destinadas ao abate, abatidas

em Santa Catarina ou outra unidade da federacao.
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Figura 7. Distribuicdo da produgéo de suinos destinados ao abate em 2017.

Fonte: Elaborado por Epagri/Cepa, a partir de dados da Cidasc.
Legenda: Quanto mais escuro, maior o numero de animais produzidos.

Fonte: (EPAGRI, 2017)

3.5 Utilizagao de antimicrobianos na criagdo animal

Desde a Segunda Guerra Mundial os antimicrobianos foram utilizados em
grande escala para tratamento de doengas humanas. No entanto, o uso de
antimicrobianos como promotores de crescimento na pecuaria tem resultado em
uma ameaca cada vez maior para a saude de humanos e animais.

A penicilina foi amplamente utilizada em humanos durante o periodo da
Segunda Guerra Mundial e da mesma forma, os veterinarios utilizaram uma
preparagdo de penicilina para tratar mastite bovina (GUSTAFSON; BOWEN,
1997). Em 1946, melhorias no crescimento em pintinhos foram documentadas
apos uma alimentagao enriquecida com estreptomicina (MOORE et al., 1946). A
partir disso, tais melhorias no desempenho de crescimento de frangos e suinos
alimentados com clortetraciclina refletiram comercialmente (STOKSTAD et al.,
1949);JUKES et al., 1950). A Food and Drug Adminitration (FDA) aprovou o uso
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de promotores de crescimento antimicrobianos (Antimicrobial growth promoters
-AGP) em animais em 1951.

O uso disseminado de antimicrobianos na alimentacdo animal
aumentaram a medida que os custos de fabricagcdo e producao diminuiram. A
utilizacao de doses subterapéuticas aumentaram as taxas de crescimento animal
e reduziram a mortalidade dos mesmos (TEILLANT; LAXMINARAYAN, 2015).
O consumo de antimicrobianos em animais é estimado em duas vezes maior do
que em humanos (WHO, 2014).

Van Boeckel e colaboradores (2015) demonstraram o uso dos
antimicrobianos em alimentos de origem animal de acordo com os paises. A
China é o primeiro pais no ranking de uso de antimicrobianos em alimentos de
origem animal, com um percentual de 23% na utilizacdo de antimicrobianos na
criacdo animal. Em ordem os demais paises que mais usam antimicrobianos na
criagdo animal s&o: Estados Unidos (13%),Brasil (9%), india (3%) e Alemanha
(3%) (VAN BOECKEL et al., 2015).

Em 2030, projeta-se que essa classificacdo seja a China (30%), os
Estados Unidos (10%), o Brasil (8%), a india (4%) e o México (2%). Entre os 50
paises com as maiores quantidades de antimicrobianos usados na pecuaria em
2010, os cinco paises com 0s maiores aumentos percentuais projetados no
consumo de antimicrobianos até 2030 sdo provavelmente Indonésia (205%),
Mianmar (202%), Nigéria (163% ), Peru (160%) , Vietna e Filipinas (157%),
conforme dados representados na Figura 8 (VAN BOECKEL et al., 2015).
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Figura 8. Uso dos antimicrobianos em alimentos de origem animal de acordo com os paises.

A B C D
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(A) Cinco maiores consumidores de antimicrobianos na pecuaria em 2010. (B) Os cinco maiores
consumidores de antimicrobianos na pecuaria em 2030 (projetado). (C) Maior aumento no
consumo de antimicrobianos entre 2010 e 2030. (D) Maior aumento relativo no consumo de
antimicrobianos entre 2010 e 2030. Legenda: CHN:China, EUA: Estados Unidos, BRA: Brasil,
DEU: Alemanha, IND: india, MEX: México, IDN: Indonésia, MMR: Mianmar, NGA: Nigéria, PER:
Peru, PHL: Filipinas. Fonte: (VAN BOECKEL et al., 2015)

0

A China e o Brasil estdo entre os maiores consumidores de
antimicrobianos atualmente, mas nao sao o0s paises com 0s aumentos
projetados mais acelerados no consumo de antimicrobianos. Esses dois paises
ja iniciaram uma mudanga em direcdo a sistemas de produgao pecuaria mais
intensificados, usando antimicrobianos para manter a saude animal e aumentar
a produtividade. O consumo de antimicrobianos por animais nos paises do
mercado emergente (BRICS- Brasil, Russia, india e China) deve crescer 99%
até 2030, enquanto suas populagdes humanas devem crescer apenas 13% no
mesmo periodo (VAN BOECKEL et al., 2015).

O consumo médio global de antimicrobianos é de 172, 148, 45 mg para
cada quilograma de massa de porco, frango e gado, respectivamente. Em 2010,
o consumo global total de antimicrobianos em animais para alimentagao foi de
63.151 toneladas, com um aumento projetado de 67% em 2030 (VAN BOECKEL
et al., 2015). Nos EUA, cerca de 80% de todos os antimicrobianos s&o usados
principalmente em alimentos para animais em doses subterapéuticas, no qual
14.600 toneladas de antimicrobianos foram vendidas para uso em animais em
2012 (FDA, 2010) (FDA, 2014). Anualmente a China € o maior produtor e
consumidor do mundo de antimicrobianos e usa cerca de 97.000 toneladas na
agricultura animal (HU; CHENG, 2014).
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Entretanto, varios paises europeus proibiram o uso de certos
antimicrobianos na agricultura, através da legislacao referente ao controle de
residuos de antimicrobianos em animais e seus produtos dados no Conselho da
Unido Europeia Diretiva 96/23 / CE. Doses subterapéuticas de uso de
antimicrobianos em alimentos animais foi proibida nos paises da Uniao Européia
(UE) (VAN BOECKEL et al., 2015).

O uso de antimicrobianos na alimentagao animal foi proibida na Suécia
em 1985. Na Dinamarca, o uso de avoparcina foi proibido em 1995, seguido pela
proibigdo da virginiamicina em 1998. A UE proibiu o avoparcin em 1997 e quatro
promotores de crescimento, espiramicina, fosfato de tilosina, virginiamicina e
bacitracina de zinco. A Industria alimentar dinamarquesa parou o uso de todos
os antimicrobianos como promotores de crescimento em 1998 (WILLIS, 2000).

Em 2005, a Food and Drug Administration (FDA) proibiu o uso de
enrofloxacina em animais para alimentacdo devido ao niveis aumentados de
Campylobcter spp. resistentes as quinolonas (HUYGHEBAERT; DUCATELLE;
IMMERSEEL, 2011). O uso de quinolonas em animais foi proibido pela
Autoridade Australiana de Pesticidas e Medicamentos Veterinarios em 2004
(CHENG et al., 2012).

No entanto, apesar das proibicbes nestes paises, a maioria dos
antimicrobianos ainda esta sendo usada em animais para tratamento e/ou
prevencao de doencgas e promogao do crescimento em muitos paises (MUAZ et
al., 2018). Nos ultimos anos, a resisténcia aos antimicrobianos se tornou uma
das areas de prioridades para as autoridades legislativas. Como por exemplo, a
Autoridade Europeia para a Segurancga dos Alimentos (EFSA) coleta e examina
os dados sobre resisténcia aos antimicrobianos da EU e apresenta-os em
relatérios oficiais. A OMS publicou uma lista de antimicrobianos que ndo podem
ser utilizados em animais. Sendo as cefalosforinas, glicopeptideos, macrolideos,
polimixinas e quinolonas, os farmacos que estao na lista de antimicrobianos de
importancia critica (MUAZ et al., 2018).
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3.6 Resisténcia aos antimicrobianos na criagdao animal

3.6.1 Cenario atual

O uso em grande escala de antimicrobianos na produgdo animal tem
consequéncias importantes, visto que promove a resisténcia antimicrobiana,
uma amega tanto para a saude humana quanto animal.

Através da resisténcia antimicrobiana, € possivel observar uma
associacdo da saude animal e infecgdes resistentes em humanos (Figura 9).
Patogenos resistentes a multiplos medicamentos surgiram em todo mundo na
década de 1980. Nos EUA, mais de 2 milhdes de infecgdes e 23.000 mortes séo
atribuidas a MRA (HAMPTON, 2013). Na Europa, 25.000 pessoas morrem
anualmente em consequéncia de infeccdes por bactérias multirresistentes a um
custo de € 1,5 bilhdes (DAVIES et al., 2013). A resisténcia aos agentes
antimicrobianos € um fator significativo e considerada uma ameacga global a
saude publica (WHO, 2014).

Varios estudos comprovam a presencga de diferentes genes de resisténcia
em alimentos de origem animal, como descrito por Bahr Arias e colaboradores
(2012). Os autores apontam que as cepas resistentes aos antimicrobianos mais
conhecidas sao cepas de Salmonellas spp., Campilobacter spp. e Escherichia
coli resistentes e, que geralmente, a infeccdo de pacientes por esses
microrganismos ocorre através do consumo de alimentos de origem animal
contaminados.

Sabe-se que os carbapenémicos ndo sao usados em animais produtores
de alimentos. Porém, € observado a presenga de plasmideos com genes
codificadores de carbapenemases. Além disso, ha estudos, apesar de limitados,
que demonstram a presenga de plasmideos contendo genes de resisténcia aos
carbapenémicos, como blaNDM-1 em porcos, blaNDM-17 em galinhas da China
e blaOXA-181 em porcos da Italia (BACANLI; BACSARAN, 2019).
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Figura 9. Diagrama representativo das rotas de transmiss&o da resisténcia antimicrobiana
entre animais, ambiente e humanos.

Potenciais rofas de transmissin S —
de resisténcia antimicrobiana

Legenda: Os genes de resisténcia aos antimicrobianos se espalham no meio ambiente por meio
de diferentes rotas, como sistemas de saneamento de agua (1), as estagées de tratamento de
aguas residuais ndo eliminam totalmente as bactérias resistentes aos antibiéticos antes de liberar
agua no meio ambiente. Outra via comum €& por meio da aplicagdo de manuseio em campos com
culturas cultivadas (2), onde bactérias resistentes aos antibidticos podem se desenvolver
prontamente nas plantas (3). A incorporacao dessas bactérias resistentes pode entdo acontecer
por meio da cadeia alimentar, quando os humanos posteriormente consumirem essas plantas
(4) ou a carne contaminada de animais e peixes que abrigam bactérias resistentes (5). As
bactérias podem atingir facilmente as reservas de agua, a infraestrutura de distribuicdo de agua
também é uma rota potencial para a disseminagdo desses germes (6). Mesmo animais
selvagens, insetos e outros animais sdo portadores potenciais de resisténcia antimicrobiana (7).
Turismo, migragdes e importagéo de alimentos (8) sdo, no entanto, relatadas como a maneira
mais rapida de espalhar cepas resistentes de bactérias através das fronteiras. No nivel das
unidades de saude, as bactérias resistentes podem se espalhar pelo contato entre pacientes ou
com a equipe de saude, ou através de superficies e dispositivos médicos contaminados.

Fonte: Adaptado de (HARBARTH et al., 2015)

3.6.2 Estudos realizados

3.6.2.1 Estudos sobre o uso de antimicrobianos na criacdo de aves
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Os antimicrobianos utilizados na criagcdo de aves, geralmente sao
administrados em todo o rebanho, com a finalidade de tratamento e profilaxia de
doencgas e promogao do crescimento (ROTH et al., 2019).

O uso de antimicrobianos para prevencao de doencgas, € permitido nos
grandes paises produtoes de aves. Sendo esses farmacos aplicados para o
tratamento de infecgdes intestinais, como colibacilose, enterite necrética e,
outras doengas geralmente causadas por Salmonella spp., Escherichia coli e
Clostridium spp. Essas infecgdes sdo de extrema relevancia clinica e econémica
para cada pais produtor (ROTH et al., 2019).

Segundo a revisado global realizada por Roth e colaboradores (2019) é
possivel observar a evolugdo nas vendas e prescricbes das classes de
antimicrobianos em rebanhos de aves, entre 1999 até 2016. Nesse periodo os
rebanhos avicolas foram basicamente tratados com Polimixinas, Penicilinas e
Tetraciclinas e, em seguida, com Sulfonamidas e Trimetropim, conforme a Figura

10.

Figura 10. Nivel de exposi¢céo do rebanho de aves aos antimicrobianos de 1999 a 2016.

199920002001 2002 2003 2004 2005 20062007 2008 200920102011 20122013 201420152016

MNivel de Exposicao Animal aosAntimicrobianos

Ano

=@=Folimixinas ==e=Tetraciclinas =-#=Fenicilinas =-@=S5Sulfonamidas —x=—Trimetropim
Fonte: Adaptado de (ROTH et al., 2019)

Em relacdo ao cenario de estudos, o Brasil, atualmente ndo possui um
laboratorio central de referéncia em microbiologia, portanto, ndo séo realizados
monitoramentos da resisténcia bacteriana presente nas criagbes de aves. Em

geral, o baixo numero de estudos, bem como o uso de diferentes numeros de
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isolados em cada estudo e metodologias, ndo permitem definir a taxa de
resisténcia bacteriana em ambito nacional. Assim, mostra-se necessario o
monitoramento dessas taxas naicionas de forma continua (ROTH et al., 2019).

As publicacbes cientificas que apresentam os percentuais de resisténcia
bacteriana no Brasil, destacam a presenca predominante de Escherichia coli nos
isolados obtidos em granjas de aves (ROTH et al., 2019). Onde as maiores taxas
de resisténcia bacteriana identificadas foram descritas no estudo de Barros e
colaboradores (2012) para lincomicina, eritromicina e acido oxolinico, com 100,
97 e 88% dos isolados resistentes, respectivamente. O uso da lincomicina é
permitido no Brasil, embora eritromicina e acido oxolinico ndo sejam, outros
representantes de macrolideos (tilosina e tilmicosina) e quinolonas (halquinol)
sao permitidos para uso. As taxas de resisténcia as penicilinas e ampicilinas séo
de 75 e 65%, respectivamente. Representantes de ambas as classes de
antimicrobianos podem ser administrados em aves no Brasil (BARROS et al.,
2012).

Outros estudos identificaram variagbes nas taxas de resisténcia
bacteriana em Escherichia coli em amostras de aves, para os antimicrobianos
sulfametoxazol e trimetropim. Portanto em um estudo relatou-se que 100% dos
174 isoladas testados eram resistentes (G. et al., 2016). Além disso, dois estudos
adicionais apresentaram taxas de resisténcia bacteriana de 27 e 28% em 70 e
120 isolados testado, respectivamente (KORB et al., 2015; ROTH et al., 2019).

Os resultados distintos encontrados para a taxa de resisténcia bacterianas
aos antimicrobianos especificos podem ser justificados pela diferenca dos locais

e periodos das coletas nos estudos (ROTH et al., 2019).

3.6.2.2 Estudos o uso de antimicrobianos na criacdo de suinos

Desde o inicio dos anos 2000, Van den Bogaard e colaboradores (2000)
descrevem que bactérias comensais em animais poderiam se tornar um
reservatorio de genes de resisténcia bacteriana aos antimicrobianos e, assim,
contaminando carnes e produtos derivados destinados a humanos (VAN DEN
BOGAARD; LONDON; STOBBERINGH, 2000).
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Estudos recentes destacam a importancia clinica da presenca de isolados
de Escherichia coli em amostras de criagdo de suinos (ABUBAKAR et al., 2019),
pois € uma das principais causas de diarreia em porcos (leitdes e desmamados)
em diferentes niveis de intensidade em todo o mundo (ABUBAKAR et al., 2019).
Em leitdes, diarreia por Escherichia coli pode ser seguida por diarreia terminal e
septicemia, que € uma causa importante de perda econémica para os produtores
de suinos em todo o mundo (TOLEDO et al., 2012). Portanto antimicrobianos
sao frequentemente utilizados no tratamento e controle das infec¢cdes entéricas
em suinos (ABUBAKAR et al., 2019).

Estudos apontam que a administragcdo de antimicrobianos aumentam o
risco de resisténcia antimicrobiana (BUROW et al., 2014). Outros fatores, como
estresse de temperatura, aglomeracao e gestdo também parecem contribuir para
a presega de resisténcia bacteriana em isolados bacterianos de animais
(ABUBAKAR et al., 2019).

Relatérios recentes indicam um aumento da prevaléncia de Escherichia
coli resistentes aos antimicrobianos (LUPPI et al., 2015) e as infec¢des causadas
pelas bactérias resistentes, geralmente ndo respondem ao tratamento por
antimicrobianos especificos. Isso pode estar associado ao aumento proliferacao
de patégenos bacterianos, taxas de reinfecgcdo, cronicidade e infecgdes
oportunistas com organismos resistentes (ABUBAKAR et al., 2019).

Segundo o trabalho realizado por Abubakar e colaboradores (2019), que
comparou a presencga de resisténcia bacteriana entre os grupos de suinos em
uso de antimicrobianos e o grupo sem uso desses farmacos, em fases distintas
de crescimento desses animais, foi observado maiores taxas de resisténcia a
todos os antimicrobianos testados para o grupo de animais que nao faziam uso
de antimicrobianos, ou seja, o estudo mostrou que os genes de resisténcia em
porcos podem estar presentes em qualquer estagio de crescimentos desses
animais, com ou sem administracdo direta de antimicrobianos para profilaxia,
sendo o genes tet 0s mais presentes nas amostras, devido aos altos niiveis de
uso de tetraciclinas (ABUBAKAR et al., 2019).

Em estudo realizado, por Brisola e colaboradores (2019) com amostras
de suinos e ambientais (agua e solo) do Oeste do estado de Santa Catarina,

observou-se que aproximadamente um tergco das amostras de agua estavam
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contaminadas com material fecal, constatando que 75,94% delas eram
improprias para consumo humano, demonstrando uma elevada carga
microbiolégica nos mananciais dessa regido. Varios fatores podem contribuir
para a contaminagao da agua nas propriedades rurais, como o manejo ineficiente
de dejetos humanos e animais, bem como a falta de higiene ou protegéao contra
roedores e animais silvestres (BRISOLA et al., 2019)

A presencga de amostras infecais de Escherichia coli em suinos pode ser
facilmente explicada pelo fato dessa bactéria fazer parte da microbiota intestinal,
responsavel pela manutengéo do equilibrio intestinal, com exceg¢ao de algumas
cepas patogénicas que sao classificadas de acordo com alguns tragos de
viruléncia. Alguns estudos demonstraram a capacidade desta bactéria de
sobreviver e crescer por longos periodos de tempo no ambiente (BRADFORD et
al., 2013).

Outro ponto em destaque do trabalho, € o percentual de Escherichia coli
multirresistente, ja que um tergo dos isolados apresentou resisténcia a pelo
menos trés classes de antimicrobianos e 78% das cepas multirresistentes
apresentaram valores do indice de Resisténcia Bacteriana Multipla ' acima de
0,2, representando alto risco de transmissdo para humanos. A resisténcia ao
antimicrobiano sulfa-metoxazol associado ao trimetoprim foi amplamente
relatada em casos de diarreia em leitdes causada por Escherichia coli e, também
em Escherichia coli isoladas de suinos e meio ambiente. Observou-se também,
gue a colistina tem sido amplamente utilizada como promotor de crescimento,
porém deteccdes recentes de genes mcr-1 conferindo resisténcia bacteriana a
este antimicrobiano mediada por plasmideos levaram o governo brasileiro a
proibir o uso. Por fim, foi identificada a presencga de 10 isolados positivos para
ESBL dos 135 isolados testados (BRISOLA et al., 2019).

Portanto, estes estudos possibilitam a compreensao da disseminagéo dos
mais diversos genes de resisténcia bacteriana dentro da criagdo animal, onde o
tratamento clinico apresenta uma influéncia direta para o surgimento de isolados

resistentes em amostras advindas diretamente ou indireramente de animais.

1 O Indice de Resisténcia Bacteriana Multipla foi calculado conforme a
metodologia descrita por Kruperman (1983), sendo este indice determinado pela
relacdo entre o numero de antimicrobianos que a amostra é resistente e o
numero total de antimicrobianos testados (AMARANTE et al., 2018).
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3.7 Efeitos dos Residuos de Antimicrobianos em Alimentos

Um dos efeitos adversos mais importantes do uso de antimicrobianos em
alimentos sao as reagdes alérgicas. Muitos dos medicamentos e antimicrobianos
podem provocar reagdes alérgicas. A maioria dos estudos relatam caso de
hipersensibilidade a penicilina, aminoglicosideos e tetraciclinas. Infelizmente, os
efeitos de longo prazo do uso de antimicrobianos na saude humana ainda ndo
sao conhecidos. Os B-lactamicos sao conhecidos como antimicrobianos menos
téxicos. No entanto, conclui-se que eles foram responsaveis pela maioria das
reagcoes alérgicas relatadas a antimicrobianos em humanos (BACANLI;
BACSARAN, 2019)

Reagdes como alergia, erupgdes cutaneas e dermatite fototoxica foram
relatadas dependendo do uso de tetraciclinas. A estreptomicina tem efeitos
colaterais importantes nos mecanismos vestibulares do ouvido interno, este
efeito colateral pode causar a perda do equilibrio. Certos macrolideos podem ser
responsaveis por lesdo hepatica causada por uma resposta alérgica especifica
a células hepaticas modificadas com metabdlitos de macrolideos (BACANLI,
BACSARAN, 2019)

Porém, o efeito adverso mais importante dos residuos de antimicrobianos
€ a transferéncia de genes de resisténcia presentes em determinadas bactérias
e que devido as suas propriedades moveis de resisténcia, podem infectar
humanos e outros animais. A transferéncia pode ocorrer através da cadeia
alimentar e/ou tratadores de animais (BACANLI; BACSARAN, 2019).

O trabalho realizado por Ryu e colaboradores (2012) descreve esta
transferéncia direta dos genes de resisténcia bacteriana através da cadeia
alimentar, através da analise de peixes e frutos do mar comercializados. Nesse
estudo, foi obtido um total de 179 isolados de Escherichia coli (microrganismo
predominante) os quais foram recuperados das 2663 amostras de peixes e frutos
do mar (74 de 971 peixes, 57 de 834 crustaceos, 41 de 652 moluscos e 7 de 206
crustaceos) (RYU et al., 2012).

Foi observada resisténcia bacteriana a tetraciclina (30,7%),
estreptomicina (12,8%), cefalotina (11,7%), ampicilina (6,7%), trimetoprima /

sulfametoxazol (6,7%), ticarcilina (6,1%), acido nalidixico (5,6%) e canamicina (
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5%). Esses achados estdo de acordo com os dados de varios estudos anteriores
qgue revelaram que a resisténcia a tetraciclina, estreptomicina (aminoglicosideos)
e penicilinas € comum entre isolados de Escherichia coli de animais para
alimentagdo. E ndo foram observadas resisténcias a amicacina, amoxicilina /
acido clavulanico e cefoxitina (RYU et al., 2012).

Por fim, 70 isolados que eram resistentes a um ou mais agentes
antimicrobianos foram selecionados para a identificagcdo de genes de resisténcia.
quatro dos oito genes de resisténcia testados (tetB, tetD, aadA, blaTEM) foram
identificados. 53 isolados carregavam um ou mais dos genes de resisténcia
analisados. O determinante genético do tetB foi a caracteristica predominante
detectada. Entre os 55 isolados de Escherichia coli resistentes a tetraciclina, tetB
foi encontrado em 29 isolados e tetD em 14 isolados (RYU et al., 2012).

Portanto, € necessario implementar medidas para o uso prudente de
antimicrobianos na producédo de alimentos e animais, incluindo a aquicultura,
para evitar a disseminagao de resisténcia antimicrobiana. E também, prorpor
uma vigildncia continua dessas taxas de resisténcia bacteriana aos
antimicrobianos (RYU et al., 2012).

3.8 Microrganismos resistentes aos antimicrobianos (MRA)

Apos a descoberta dos antimicrobianos, foi possivel sua comercializagao
e administracdo de forma rotineira no tratamento de infecgdes, o que
revolucionou a medicina moderna e mudou o paradigma terapéutico. De fato, os
antimicrobianos se tornaram intervengdes médicas necessarias para a
realizagdo de abordagens médicas complexas. Infelizmente, o aumento
acentuado de MRA tem ameacado a terapéutica para pacientes enfermos.
Diante desse fato, a OMS nomeou MRA como uma das dez mais importantes
ameacas a saude publica do século XXI (MUNITA; ARIAS, 2016).

MRA podem apresentar trés tipos de resisténcia: intrinseca, adquirida e
adaptativa. A resisténcia intrinseca compreende a presenga de caracteristicas
proprias do microrganismo que limitam a agdo dos antimicrobianos. Como
exemplo: presenga de membrana externa com baixa permeabilidade, ou,

presenga constitutiva de genes codificadores de enzimas que alteram os
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antimicrobianos, observadas em muitas bactérias. O segundo tipo, é a
resisténcia adquirida, em que um microrganismo, inicialmente sensivel ao
antimicrobiano, pode tornar-se resistente pela incorporacdo de novo material
genético (plasmideos, transposons, integrons, cassetes génicos, entre outros.)
ou como resultado de mutagdes. E o terceiro tipo, a resisténcia adaptativa, a qual
envolve um aumento temporario na capacidade de uma bactéria para sobreviver
a acado do antimicrobiano devido a alteragées na expressado de genes e / ou
proteinas, ocasionadas pela exposi¢cdo a um desencadeador ambiental, por
exemplo, estresse, condigdes de nutrientes, estado de crescimento e niveis
subinibitérios dos préprios antimicrobianos (FERNANDEZ; HANCOCK, 2012).

As infecgdes causadas por MRA estdo associadas a um aumento da
mortalidade, em comparagao aquelas causadas por microrganismos sensiveis e
consequentemente acarretam uma carga econdmica estimada em mais de 20
bilhbes de ddlares por ano, apenas nos EUA (MUNITA; ARIAS, 2016). Os
Centros de Controle e Prevengao de Doencgas estimam, que pelo menos 23.000
pessoas morrem anualmente nos EUA, por infec¢des causadas por MRA (CDC,
2013).

3.9 Principais genes de resisténcia

3.9.1 B-lactamases

A resisténcia bacteriana pode ser definida como um conjunto de
mecanismos de adaptagao das bactérias contra os efeitos nocivos ou letais dos
antimicrobianos. Um dos primeiros e mais efetivos mecanismos de resisténcia
bacteriana foi a producao de -lactamases, que sao enzimas que catalisam a
hidrélise do anel B-lactamico presente no farmaco, assim, inativando o mesmo e
impedindo que ele apresente atividade contra as enzimas responsaveis pela
sintese da parede celular bacteriana. Os B-lactamicos correspondem a classe de
antimicrobianos mais prescrita clinicamente, sendo composta por: penicilinas,

cefalosporinas, monobactamicos e carbapenémicos (BERTONCHELI, 2008).
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Em 1980, Ambler propds inicialmente, a divisdo dessas enzimas em duas
classes, de acordo com suas caracteristicas bioquimicas e pela analise de suas
estruturas moleculares (AMBLER, 1980).

A classe A, compreende a maior parte das B-lactamases, as quais
possuem um residuo de serina no sitio ativo e, a classe B, que € caracterizada
pela necessidade de ions de zinco como cofator. Posteriormente, as classes C
e D foram adicionadas a essa classificacédo, devido a presenga das enzimas do
tipo AmpC e as oxacilinases, embora as mesmas sejam consideradas serino-f3-
lactamases, apresentavam caracteristicas distintas das outras classes.
(NODARI; BARTH, 2016).

A classificagcdo de Ambler apresenta um viés, devido a baixa correlagéo
com o fendtipo apresentado pelos isolados clinicos analisado. Sendo assim,
Bush, Jacoby e Medeiros propuseram, em 1995, uma classificagdo funcional, ou
seja, leva-se em consideragao os substratos e os inibidores de cada tipo de
enzima e ainda apresenta correlagbes com os grupos de Ambler (BUSH;
JACOBY; MEDEIRQOS, 1995).

A diversidade das [(-lactamases vai além de suas caracteristicas
estruturais e funcionais. Essas enzimas podem estar presentes em componentes
genéticos, os quais seréo responsaveis pela expressao e disseminagcao desses
mecanismos de resisténcia. Destacando-se sua presenga em componentes
genéticos nos microrganismos do grupo CESP (Citrobacter freundii,
Enterobacter cloacae, Serratia marcescens, Proteus spp., Providencia spp. e
Morganella morganii). Portanto, as cefalosporinases do tipo AmpC séo
cromossomais e induziveis na presenca de antimicrobianos como amoxicilina e
imipenem. Ja o Acinetobacter baumannii apresenta oxacilinases cromossomais
que, dependendo do promotor presente, sdo superexpressos e apresentam
atividade contra carbapenémicos. E por fim, a Stenotrophomonas maltophilia é
intrinsicamente resistente aos carbapenémicos, especialmente ao imipenem,
devido a produgao das carbapenemases cromossomais. Embora a presenca de
B-lactamasesde origem cromossomal interfira na escolha do tratamento com (3-
lactamicos, sdo os genes transferiveis por elementos genéticos moveis que

apresentam maior relevancia clinica e epidemioldgica (NODARI; BARTH, 2016).
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3.9.1.1 B-Lactamases de Espectro Estendido (ESBLs)

Os B-lactdmicos sao os antimicrobianos mais utilizados para o tratamento
de infecgdes bacterianas. A ampla utilizacdo desta classe, principalmente das
cefalosporinas de segunda e terceira geragdes, para o tratamento de infecgdes
causadas por enterobactérias, foi acompanhada pelo surgimento e
disseminacao de cepas bacterianas resistentes produtoras de (-Lactamases. As
B-Lactamases sao enzimas capazes de hidrolisar o anel B-Lactamico presente
na estrutura quimica dos antimicrobianos [(-Lactamicos, com excegdo das
cefamicinas (cefoxitina, cefotetan) e dos carbapenenémicos (imipenem,
meropenem). Porém, as ESBL (B-Lactamases de Espectro Estendido) podem
ser inibidas pelo acido clavulénico, tazobactam e sulbactam (TUMBARELLO et
al., 2006). As ESBL séao codificadas pelo gene bla e sao produzidas de forma
constitutiva ou induzida. Os genes para ESBL podem ser encontrados no
cromossomo bacteriano, plasmideos transposons e integrons (WELDHAGEN,
2004;BABIC; HUJER; BONOMO, 2006).

As ESBL sao semelhantes estruturalmente com a proteina ligadora de
penicilina (PLP) que permite a sua ligagéo aos antimicrobianos, possibilita acilar
e hidrolisar o anel B-lactamico, inativando o farmaco (MASSOVA; MOBASHERY,
1998). O mecanismo de agdo, se inicia com a ligagdo da enzima -Lactamase
ao anel B-lactamico, através da hidroxila livre na cadeia lateral de um residuo
de serina, formando uma ligacdo covalente acil-éster. A hidrélise do éster
formado libera a enzima ativa e o farmaco é hidrolisado e inativado (Figura 11).
A maioria das ESBL utilizam a porc¢ao terminal do éster de serina para hidrolisar
os B-lactdmicos, porém, algumas ESBL utilizam ions de zinco para realizar a
hidrolise (LIVERMORE, 1995).
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Figura 11. Mecanismo de agao das [3-Lactamases.

@ - ]
™~
n‘/'5
Ligacdo
Complexo ndao
covalente
®- 1 ~'
OH

Ligacdo r_ovdlem
acil- ester

Acilacdo

Hidrdlise

_’

Fonte: (ZAMPARETTE, 2014)

3.9.1.2 B-Lactamases de Classe A (Serino-carbapenemases)

3.9.1.2.1 Gene blaTEM

TEM-1 é a B -lactamase mais comumente encontrada em bactérias Gram-
negativas. Até 90% da resisténcia a ampicilina em E.coli € devido a produgao de
TEM-1. O gene TEM-1, é responsavel pela resisténcia a ampicilina e penicilina
que é vista em Haemophilus influenzae e Neisseria gonorrhoeae em numeros
crescentes. Embora as B-lactamases do tipo TEM sejam mais frequentemente
encontradas em Escherichia coli e Klebisiella pneumoniae, elas também sao
encontradas com frequéncia em outras espécies de bactérias Gram-negativas
(ALCOCK et al., 2020).

As substituicbes de aminoacidos responsaveis pelo fendtipo ESBL
agrupam-se em torno do sitio ativo da enzima e alteram sua configuracéo,
permitindo o acesso aos substratos oxiimino- 3 -lactamicos. A abertura do sitio
ativo para substratos de B-lactamicos, também aumenta a afinidade da enzima

aos inibidores de B-lactamase, como o acido clavulanico. Embora as (8 -
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lactamases resistentes ao inibidor ndo sejam ESBLs, elas sdo frequentemente
discutidas com ESBLs porque também sao derivados das enzimas classicas do
tipo TEM ou SHV.

A principio, essas enzimas receberam a designacédo de IRT para B-
lactamase TEM resistente ao inibidor, no entanto, todos foram posteriormente
renomeados com designacdées TEM numéricas. Existem pelo menos 19 [3-
lactamases de TEM resistentes a inibidores distintos. As B-lactamases de TEM
resistentes a inibidores foram encontradas principalmente em isolados clinicos
de Escheria coli, mas também em algumas cepas de Klebisiella pneumoniae,
Klebsiella oxytoca, Proteus mirabilis e Citrobacter freundii (ALCOCK et al., 2020).

3.9.1.2.2 Gene blaSHV

O primeiro gene blaSHV-1 foi indentificado na década de 1970 em cepas
de E.coli e, as B-lactamases de espectro estendido do tipo SHV (ESBLs),
codificadas pelo gene blaSHV, conferem resisténcia significativa aos
antimicrobianos B-lactamicos, principalmente para a classe das penicilinas e
cefalosporinas (LIAKOPOULOS; MEVIUS; CECCARELLI, 2016).

As enzimas SHV surgiram em Enterobacterales, as quais causam
infeccdes na area da saude nas ultima décadas do século XX e, agora sao
observadas em isolados de diferentes contextos epidemiolégicos, tanto em
humanos quanto em animais e meio ambiente. A origem provavel do gene
blaSHV provém de uma penicilinase cromossdmica de Klebsiella pneumoniae e,
essas [-lactamases do tipo SHV englobam um grande numero de variantes
alélicas, incluindo as B-lactamases de espectro estendido (ESBL), nao ESBL e
varias variantes nao classificadas (LIAKOPOULOS; MEVIUS; CECCARELLI,
2016) . Atualmente, as ESBLs do tipo SHV apresentam mais de 140 variantes
(LIU et al., 2016a).

As enzimas SHV evoluiram de um espectro estreito para um espectro
estendido de atividade hidrolisante, incluindo o0s monobactamicos e
carbapenémicos, como resultado de mudangas de aminoacidos, que alteram a
configuracdo em torno do sitio ativo dos farmacos (LIAKOPOULOS; MEVIUS;
CECCARELLI, 2016).
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As SHV-ESBLs sao geralmente codificadas por plasmideos
autotransmissiveis que frequentemente carregam genes de resisténcia a outras
classes de antimicrobianos. Os plasmideos se espalham pelo mundo através de
varias espécies da ordem Enterobacterales, o que enfatiza sua importancia
clinica. (LIAKOPOULOS; MEVIUS; CECCARELLI, 2016).

3.9.1.2.3 Gene blaCTX-M

As B-lactamases do tipo CTX-M foram relatadas pela primeira vez na
década de 1980. No inicio eram consideradas uma curiosidade a lista de ESBLs,
mas, desde do ano 2000 elas se espalharam por todo o mundo e, agora sao
consideradas o tipo mais comum de ESBL (BUSH; BRADFORD, 2020).

A origem dessa enzima, é a partir da sua presenga em cepas de Kluyvera
spp., onde genes percursores da ezima do tipo CTX-M foram identificados em
cromossomos de Kluyvera criocrescens (grupo CTX-M-1), Kluyvera ascorbata
(grupo CTX-M-2) e Kluyvera georgiana (CTX-M-8, CTX-M-25 e CTX-M-9).
Plasmideos, elementos conjugativos e integrons também abrigam os genes
blaCTX-M e contribuem para a sua disseminagédo (BUSH; BRADFORD, 2020).

O gene blaCTX-M €& comumente encontrado em Escherichia. coli e
Klebsiella pneumoniae, mas também s&o encontradas em outras espécies de
Enterobacterales, incluindo Salmonella spp. tiféide e nao-tiféide, Shigella spp.,
Citrobacter freundii, Enterobacter spp. e Serratia marcescens, bem como varias
espécies de nao fermentadores (BUSH; BRADFORD, 2020).

As enzimas do tipo CTX-M hidrolisam cefotaxima e ceftriaxona. Ja o gene
blaCTX-M-15 pode hidrolisar ceftazidima em taxas mais altas do que b/laCTX-M-
3, 0 que pode ser um fator que contribui para a disseminagao bem-sucedida
dessa enzima (BUSH; BRADFORD, 2020). Portanto, a partir da sua primeira
descrigcdo, o numero de variantes de CTX-M aumenta continuamente. Hoje

totalizam-se 226 variantes para o gene blaCTX-M descritas (NCBI, 2021).
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3.9.1.3 B-Lactamase de Classe B (Metalo-B-lactamase)

3.9.1.3.1 Gene blaNDM

As bactérias ambientais de importancia clinica e ndo clinica, estao se
tornando cada vez mais resistentes aos antimicrobianos convencionais. Ha 10
anos, preocupava-se com as bactéria Gram-positivas, particularmente o
Staphylococcus aureus resistente a meticilina e Enterococcus spp. resistente a
vancomicina. Porém, agora, os pesquisadores concordam cada vez mais que as
bactérias Gram-negativas multirresistentes representam um maior risco a saude
publica. Ndo apenas o aumento da resisténcia de bactérias Gram-negativas &
mais rapido do que em bactérias Gram-positivas, mas também, ha um menor
numero de novos antimicrobianos e menor desenvolvimento de ativos para
bactérias Gram-negativas, que em muitas vezes apresentam ativos com
cobertura terapéutica insuficiente para 10-20 anos (KUMARASAMY et al.,
2010).

O aumento da resisténcia em bactérias Gram-negativas € devido,
principalmente, aos genes moveis em plasmideos, que podem se espalhar
prontamente através de populagdes bacterianas (KUMARASAMY et al., 2010).

Recentemente, relatou-se um novo tipo de gene de resisténcia aos
carbapenémicos, denominado b/laNDM. O gene b/laNDM foi identificado em um
paciente, que retornou para a Suécia apds admissao no hospital em Nova Delhi,
na india, o qual foi colonizado por K. pneumoniae e Escherichia coli com bla
NDM-1 em plasmideo de tamanho variavel, que sao facilmente transferidos entre
cepas bacterianas in vitro. Apos, foi realizada uma busca molecular, biolégica e
epidemioldgica para Enterobacteriaceae positiva para metalo-B-lactamase de
Nova Delhi- 1 (NDM 1), e identificou-se a importagdo do gene de resisténcia para
o Reino Unido por pacientes que retornavam do subcontinente indiano
(KUMARASAMY et al., 2010).

Portanto, as p-lactamases NDM ou metalo-B-lactamases de Nova Delhi
sdo B-lactamases de classe B que conferem resisténcia a uma ampla gama de
antimicrobianos, incluindo carbapenémicos, cefalosporinas e penicilinas
(ALCOCK et al., 2020).
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3.9.2 Carbapenemases

3.9.2.1 Gene blaOXA-48

As enzimas oxacilinases (OXA) apresentam a capacidade de hidrolisar a
oxacilina de forma mais eficiente do que a benzilpenicilina. Essas enzimas foram
reconhecidas pela primeira vez nas décadas de 1960 e 1970 e mostraram
atividade hidrolitica contra as penicilinas e a oxacilina. Posteriormente, foram
descritas algumas enximas OXAs que também inativam as cefalosporinas e
carbapenémicos. Atualmente, mais de 750 tipos de OXAs foram relatados
(PITOUT et al., 2019).

As enzimas OXAs hidrolisam antimicrobianos B-lactdmicos por um
meétodo unico que apresenta uma lisina carbamilada. As enzimas OXAs usam
esta lisina carbamilada para ativar e ancorar o sitio ativo da serina, removendo
os obstaculos estéricos da via da molécula de agua e levando a uma ligagéo
mais forte e com a hidrolise mais eficiente de agentes -lactamicos (PITOUT et
al., 2019).

Atualmente ha uma grande importancia clinica na presenca de atividades
de carbapenemases através do gene bla OXA-48. A vigilancia gendmica global
e os estudos clinicos, bem como varios relatos de casos, sugerem que
Enterobacterales com carbapenemases (blaOXA-48) sdo endémicos em certas
partes do mundo e estdo sendo introduzidos regularmente em regiées nao
endémicas onde sao responsaveis por surtos nosocomiais. A deteccéo
laboratorial de Enterobacterales com carbapenemases (blaOXA-48) € um
desafio para alguns laboratdrios clinicos, especialmente para aqueles que estéao
situados em regides de ndo endemicidade. A comunidade médica, em geral,
deve estar ciente da ameaca iminente que é representada por carbapenemases
blaOXA-48 (PITOUT et al., 2019).

3.9.2.2 Gene blaKPC

Os carbapenémicos sao considerados os antimicrobianos mais potentes

contra infecgbes causadas por bactérias Gram-negativas devido a sua elevada
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afinidade pelas PBPs (Penicillin-binding proteins), maior estabilidade perante as
B-lactamases e pela excelente permeabilidade através da membrana externa
bacteriana (WOODFORD et al., 2004). No entanto, nos ultimos anos, o
isolamento de bactérias Gram-negativas resistentes aos carbapenémicos vém
se tornando mais frequente. Em enterobactérias, a resisténcia a esses
antimicrobianos ¢é justificada pela producdo de carbapenemases. As
carbapenemases do tipo KPC (Klebsiella pneumoniae produtora de
carbapenemase), sdo enzimas capazes de hidrolisar penicilinas, cefalosporinas,
monobactamicos e carbapenémicos (ROCCHETTI, 2010). Atualmente,
totalizam-se 73 variantes para o gene blaKPC descritas (NCBI, 2021).

As carbapenemases configuram-se como as [(-lactamases de extrema
relevancia clinica para Enterobactérias, devido a presenca de enzimas que
proporcionam um elevado poder hidrolitico e, assim, fazendo com que os
isolados produtores sejam resistentes ndo somente aos carbapenémicos, mas a
todas as subclasses de B-lactdmicos. Essas enzimas sao classificadas nas
classes A, B e D de Ambler, ou nos grupos 2df, 2f e 3 de Bush e Jacoby. As
carbapenemases séo epidemiologicamente importantes, em razdo da presenca
de elementos genéticos moveis, os quais apresentam codificadores para essas
enzimas e, assim propiciando os mais diversos contextos genéticos para a

disseminagao desses genes de resisténcia (NODARI; BARTH, 2016).

3.9.3 Fosfoetanolamina transferase

3.9.3.1 Gene mcr

A colistina pertence a familia das polimixinas, polipeptideos catidnicos,
com amplo espectro de atividade contra bactérias Gram-negativas, incluindo a
maioria das espécies da ordem Enterobacterales. As duas polimixinas
atualmente em uso clinico sdo a polimixina B e a polimixina E (colistina), que se
diferenciam apenas por um aminoacido e tém atividade biolégica comparavel
(LIU et al., 2016b).
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A presenga do gene mcr confere resisténcia as polimixinas, através da
presenca da enzima fosfoetanolamina transferase, a qual adiciona um
grupamento fosfatidiletanolamina no lipideo A (componente dos
lipopolissacarideo da bactéria- LPS), diminuindo a carga elétrica negativa do
LPS e diminuindo a afinidade pelo antimicrobiano. Esse mecanismo de
resisténcia a polimixina € mediado cromossomicamente (LIU et al., 2016b).

No entanto, foi descrito pela primeira vez por um grupo de pesquisa na
China no final de 2015 , a presenga do gene mcr-1 (que confere resisténcia a
colistina) mediado por um plasmideo, (LIU et al, 2016b). Portanto, a
transferéncia do gene mcr-1 mediada por um plasmideo, permite que uma
variedade de bactérias seja resistente a colistina, o que representa um grande
desafio a saude publica. Desde a sua identificagao, o gene mcr-1 foi relatado em

mais de 30 paises ou regides, abrangendo 5 continentes (LEI et al., 2019).
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4. METODOLOGIA

4.1 Estratégia

O projeto apresenta como estratégia principal, a andlise da circulagcéao de
genes de resisténcia bacteriana em diversos meios sociais, como o ambiente
hospitalar e o meio agricola (granjas de aves e suinos). Para isso, foram
adotadas metodologias para a obtengao e analise dessas amostras obtidas nos
diferentes ambientes (hospital, pacientes, transportes e granjas).

No presente trabalho foram analisados apenas os isolados bacterianos
Gram-negativos obtidos a partir das amostras de swabs coletadas em
transportes de cidades do Oeste de Santa Catarina, que serviram
especificamente aos pacientes e seus familiares para chegarem ao Hospital
Professor Polydoro Ernani de Sdo Thiago (HU). Amostras de pacientes
internados (fezes, retal e leito), os quais eram oriundos de pacientes das cidades
do Oeste de Santa Catarina e amostras de dejetos de granjas de aves e suinos
de determinadas cidades do Oeste de Santa Catarina.

Apods a obtengado das amostras, inicialmente realizou-se o isolamento das
col6nias de bactérias em cada amostra obtida, a partir do crescimento em meios
de cultura. Em seguida, com esses isolados foi realizada a triagem por testes
bioquimicos, a confirmagao da identificacdo pela metodologia MALDI-TOF, o
Teste de Sensbilidade aos Antimicrobianos (TSA), identificagdo pela
metodologia MALDI-TOF, a determinagdo da concentragao inibitéria minima
(CIM), a identificacdo de genes de resisténcia antimicrobiana especificos por
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). As metodologias utilizadas estao

ilustradas na Figura 12.
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Figura 12. Fluxograma metodolégico para o trabalho realizado.

A &
)
Granjas

Transportes

Pacientes

(A) Ambientes de coleta (pacientes, granjas e transportes); (B) Amostras obtidas
em swabs; (C) Isolamento das colbnias bacterianas presentes em cada amostra
obtida; (D) Extracdo do DNA total de cada isolado e realizagdo da PCR para
genes de resisténcia; (E) identificagdo presuntiva, identificagcdo por MALDI-TOF,
TSA e CIM das colbnias de interesse. Fonte: autora.
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4.2 Obtencao das amostras

Para compreensdo do conceito One Health dentro do presente estudo,
foram obtidas varias amostras em diferentes ambientes, como amostras de
pacientes internados em um hospital, dos transportes desses pacientes e de
ambientes de criagcao de animal. Assim, sendo possivel correlacionar o ambiente
hospitalar e de criagdo animal com a disseminagéo dos diferentes genes de

reisténcia bacteriana aos antimicrobianos.
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4.2.1 Amostras de transportes

O estudo proposto baseia-se na analise de amostras de swabs
provenientes de veiculos de transporte de pacientes vindos do Oeste de Santa
Velhor, Videira, Sdo Miguel do Oeste e Concérdia (Figura 13) e, as respectivas
amostras adquiridas foram processadas no Laboratério de Microbiologia
Molecular Aplicada (MIMA).

Figura 13. Localizacdo dos municipios das amostras de transportes do estudo.
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Fonte: autora.

Os transportes destes municipios foram selecionados, pois a atividade
agropecuaria € responsavel por boa parte de sua produgao econémica, de forma
que a maioria dos pacientes usuarios dos transportes sao agricultores e
trabalham diretamente com animais. Esse fato possibilita melhor relagdo com os
demais dados coletados do projeto principal vinculado, cujos pacientes séo

moradores das mesmas cidades.
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Foi escolhido o swab com o meio de transporte Amies ® COPAN ITALIA
para realizar o procedimento de coleta. Todas as coletas foram realizadas
durante o més de fevereiro de 2020.

A coleta foi padronizada a partir da passagem dos swabs sobre as
superfices determinadas (volante, encostos e do apoio para entrar no veiculo -
‘holder”), através de dez passagens de cada lado da ponta do swab sobre o
local. Foi utlizado 1 swab para cada coleta do volante e holder e, para a coleta
dos encostos foram utilizados 2 swabs distintos. As amostras referentes aos
encostos foram coletadas em duplicata devido a quantidade de encostos
presente nesses veiculos.

Previamente a coleta, ambos os swabs foram umedecidos com soro
fisioldgico estéril (ampolas individuais). Apds a coleta, os swabs com o meio de
transporte Amies foram armazenados a -80°C, para a sua utilizacdo em estudos
seguintes. A metodologia utilizada esté ilustrada no fluxograma apresentado na

Figura 14. Os momentos de coleta sao ilustrados na Figura 15.
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Figura 14. Fluxograma metodologico desenvolvido para a coleta dos transportes.
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(A) Transportes de pacientes de cidades do Oeste para Florianépolis; (B) Coleta de swabs; (C)
Isolamento, identificagao presuntiva, identificagdo por MALDI-TOF, TSA e MIC das col6nias de
interesse. Fonte: autora.
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Figura 15. Imagens do procedimento de coleta com swabs dos transportes.

Coleta encosto 7 Coleta “holder”

Fonte: autora.

4.2.2 Amostras de pacientes

Todos os procedimentos de coleta das amostras de pacientes foram
realizados por outro membro da equipe de pesquisa. A coleta das amostras de
pacientes foi realizada de janeiro a maio de 2019, a qual se apresentou em 3
etapas distintas; triagem, recrutamento e coleta dos pacientes.

Triagem dos pacientes: Desenvolveu-se um sistema interno em
parceria com o Hospital Universitario- UFSC, para que a triagem dos pacientes
fosse realizada de forma integrada com todos os setores de internagdo do
hospital. Esse sistema € composto pela descricdo de cada paciente internado no
hospital e os mesmos, foram ordenados conforme suas cidades de origem. Tais
dados eram atualizados em tempo real pelos colaboradores do HU e
monitorados pelo membro da equipe resposavel pelas coletas. De acordo com
os objetivos da pesquisa, os cristérios de selecado dos pacientes foram baseados
na cidade de origem, os quais deveriam ser provenientes de qualquer municipio
pertencente a mesorregido do Oeste do estado de Santa Catarina e que
estivessem internados no hospital com limites de 72 horas a partir do moemnto
da internagdo e 72 horas anteriores ao momento da saida do paciente do
hospital. O sistema desenvolvido, foi consultado diarimente e, aqueles pacientes
gue se encaixavam nos critérios de elegibiliade do projeto, foram convidados a

participar da pesquisa.
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Recrutamento de pacientes: Apos realizar a triagem de cada paciente,
conforme os critérios de escolha, os pacientes foram contatados e foi entregue
a cada paciente um Termo de Consentimento Livre Esclarecido (TCLE) conforme
o APENDICE A, o qual foi aprovado no Comité de Etica e Pesquisa com Seres
Humano da UFSC (CAA: 10282619.5.0000.0121) e, explicou-se os termos e
objetivos, presentes no documento e, possiveis esclarecimentos quanto ao
trabalho a ser desenvolvido. Em casos de pacientes analfabetos, o TCLE era lido
juntamente com o individuo a fim de que houvesse total compreensdo da
importancia do estudo e das consequéncias de sua eventual participagédo. A
partir do consentimento do paciente, era dado seguimento as demais etapas: a
coleta das amostras e dos dados clinicos e farmacoterapéuticos.

Os pacientes recrutados para a pesquisa corresponderam as cidades de;
Caibi, Videira, Sdo Miguel do Oeste, Erval Velho, Concordia, Fraiburgo, Irani,
Passos Maia e Sao Carlos, as quais se localizam na regidao Oeste do estado de

Santa Catarina, totalizando 14 pacientes, conforme ilustrado na Figura 16.
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Figura 16. Localizagéo dos pacientes do estudo.
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Coleta das amostras: Foram obtidas amostras de fezes, swab do leito
no momento da internagdo (com limite de 72 horas a partir do momento da
entrada do paciente no hospital) e no momento da alta (com limite de 72 horas
anteriores ao momento da saida do paciente do hospital). Caso nao fosse
possivel a obtencdo das amostras de fezes, devido ao estado clinico do paciente
ou por escolha do mesmo, era proposto ao paciente a possibilidade de realizar,
a coleta de swab retal. Todas as coletas foram realizadas com o auxilio de um
médico ou enfermeiro do Setor de Controle de Infecgdes Hospitalares (SCIH).

Caracterizagao das amostras:

1) Swabs

As amostras coletadas em swab (retal e leito), foram realizadas utilizando
um swab flocado composto de material de fibras curtas perpendiculares de
Nylon® (COPAN ITALIA, 2016). Os swabs nasais e de leito possuiam hastes
mais finas e maleaveis para uma melhor coleta. Os swabs retais, de outra forma,
possuiam hastes mais espessas e rigidas para facilitar a introdugéo na regiao de

coleta.
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As amostras de leitos foram obtidas a partir da aplicagédo de movimentos
repetitivos dos swabs nas regides dos corrimaos, grades laterais e botdes de
controle para funcionalidades da cama, objetivando a obtencdo da maxima
quantidade de material microbiolégico presente nessas superficies. As amostras
obtidas foram armazenadas em freezer -20 °C para posterior processamento.

A coleta retal foi realizada a partir da introdugcéo do swab até o reto do
paciente, sendo feitos movimentos circulares na regido para a maxima aquisi¢cao
de material microbiolégico. As amostras obtidas foram armazenadas em freezer
-20 °C para posterior processamento.

2) Fezes

As fezes foram coletadas pelo proprio paciente em frascos plasticos
grandes. Posteriormente, em laboratério, as amostras foram transferidas para
frascos estéreis, e mantidas em geladeira a 4 °C, para posterior processamento.
Apos a analise realizada, o restante das amostras foram armazenadas em

freezer a -20 °C.

4.2.3 Amostras de granjas de suinos e aves

As coletas de granjas de aves foram realizadas por outros membros da
equipe de pesquisa. Os quais obtiveram as amostras de efluentes de granjas
presentes em cidades da regidao Oeste de Santa Catarina: Jabora (2 granjas),
Concordia (1 granja), Xanxeré (2 granjas), Chapecé (1 granja), Capinzal (1
granja) e Joagaba (2 granjas). Ja as coletas de granjas de suinos foram
realizadas em; Concordia (2 granjas), Xavantina (1 granja), Seara (2 granjas),
Chapecé (1 granja), Joagaba (1 granja), Videira (1 granja) e Capinzal (1 granja).
Todas as amostras foram coletas em um unico periodo no més de outubro de

2019. As cidades descritas sao ilustradas na Figura 17 e Figura 18.
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Para estas amostras, foram utilizados tubos do tipo Falcon de 50 mL para
auxiliar na coleta, transporte e armazenamento dos dejetos de animais (Figura
19). Para conservagao das amostras foi utilizado o meio DNA Shield (ZYMO
RESEARCH, 2016), o qual o foi adicionado até total submersado da amostra.As

amostras obtidas foram armazenadas em geladeira a 4 °C até processamento.

Figura 19. Amostras de granjas de suinos e aves coletadas.
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Fonte: autora.

4.2.4 Amostras de suinos de agricultura familiar

Para compor as amostras de dejetos animais, foi relizada uma
amostragem de efluentes de granjas de suinos organicos, os quais foram
coletados de 5 granjas diferentes dentro da cidade de Concérdia, durante dois
momentos distintos: Antes da limpeza e apds limpeza desses locais de abrigo
dos animais. Todas as amostras foram coletas em um Unico periodo no més de
outubro de 2019.

Para a coleta, transporte e armazenamento dos dejetos de animais foram
utilizados tubos tipo Falcon de 50 mL (Figura 20). As amostras adquiridas foram

armazenadas em geladeira a 4 °C até posterior processamento.
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Figura 20. Amostras de granjas de suinos organicos.
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4.3 Técnicas microbioldgicas

4.3.1 Isolamento de coldnias de interesse clinico - Amostras pacientes e
transportes

O isolamento de col6nias de interesse clinico foi realizado a partir da
coleta com o swab com o meio de transporte Amies (COPAN ITALIA, 2016) das
superficies das regides dos veiculos das cidades de Erval Velho, Videira , Sdo
Miguel do Oeste e Concérdia (volante; encostos e “holder”), totalizando 4 pool
de amostras. Ja para as amostras de pacientes, os isolados foram obtidos a
partir dos swabs coletados ou, em caso de amostras de fezes, pesou-se 1 g das
mesmas. Em seguida, as amostras foram transferidas para um tubo com 5 mL
de meio BHI (Kasvi®), para enriquecimento do meio e posteriormente tais swabs
foram congelados para armazenamento. Os meios BHI (Kasvi®) enriquecidos
de amostra foram incubados por 24h a 35+1°C. Em seguida, foram transferidos
10 yL dessa amostra enriquecida para novos tubos com 2 mL de meio BHI
(Kasvi®), suplementados com antimicrobianos selecionados, que foram:
ceftriaxona 2 pg/mL (BioRad®), cefalosporina de terceira geragéo utilizada para
a triagem de bactérias produtoras de [-lactamases de espectro estendido



72

(ESBL); meropenem 2 pg/mL (BioRad®), para a triagem de bactérias produtoras
de carbapenemases; polimixina 2 ug/mL (BioRad®) para triagem de bactérias
resistentes as polimixinas. Os tubos foram incubados por 24h a 35+1°C.

As amostras obtidas pela selegcdo com os antimicrobianos ceftriaxona 2
ug/mL (BioRad®), meropenem 2 ug/mL (BioRad®) e polimixina 2 ug/mL
(BioRad®) foram inoculadas em agar MacConkey (Kasvi®), para a confirmagéo
da presenca de bactérias Gram-negativas. As colbénias foram submetidas a
varios processos de reisolamento, até a obtencao de colbnias puras de interesse
clinico.

Em seguida, foi realizado o processo de identificagado apenas das colénias
de interesse clinico, através de provas bioquimicas para uma triagem e utilizando
a metodologia MALDI-ToF para identificagdo definitiva das mesmas. Em
seguida, para as mesmas colbnias realizou-se o Teste de Sensibilidade aos
Antimicrobianos (TSA), determinacado da Concentragao Inibitéria Minima (MIC),
extragdo de DNA total e PCR para identificacdo de genes de resisténcia
antimicrobiana especificos. Todas as colénias Gram-negativas isoladas foram
armazenadas a -20°C em meio BHI (Kasvi®) com glicerol 20%. A metodologia

descrita € ilustrada pela Figura 21.
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Figura 21. Metodologia para o isolamento das col6nias de interesse clinico nas amostras de transportes e pacientes.
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4.3.2 Isolamento de colonias de interesse clinico — Amostras de granjas

O isolamento de colbnia de interesse clinico foi realizado a partir das
amostras de dejetos obtidas das granjas de suinos, aves e das granjas de suinos
organicos.

Inicalmente, foi transferido 1 mL de cada amostra de dejetos de suinos e
1 g de cada amostra de cama de palha das aves, para erlenmeyers com 20 mL
de meio BHI (Kasvi®) sob agitagdo de 700 x g, para enriquecimento do meio e,
posteriormente, as amostras foram congelados para armazenamento. Os meios
BHI (Kasvi®) enriquecidos de amostra foram incubados por 24h a 35+1°C. Em
seguida, foram transferidos 10 yL dessa amostra enriquecida para novos tubos
com 2 mL de meio BHI (Kasvi®), enriquecido com antimicrobianos selecionados,
que foram: ceftriaxona 2 pg/mL (BioRad®), cefalosporina de terceira geragao
utilizada para a triagem de bactérias produtoras de B-lactamases de espectro
estendido (ESBL); meropenem 2 ug/mL (BioRad®), para a triagem de bactérias
produtoras de carbapenemases; polimixina 2 ug/mL (BioRad®) para triagem de
bactérias resistentes as polimixinas. Os tubos foram incubados por 24 h a
351£1°C , totalizando 140 amostras.

As amostras obtidas pela selegcdo com os antimicrobianos ceftriaxona 2
ug/mL (BioRad®), meropenem 2 ug/mL (BioRad®) e polimixina 2 ug/mL
(BioRad®) foram inoculadas em agar MacConkey (Kasvi®), para a confirmagéo
da presenca de bactérias Gram-negativas. As colbnias sofreram varios
processos de reisolamento, até o isolamento total das coldnias de interesse
clinico.

Em seguida, foi realizado o processo de identificagao apenas das colénias
de interesse clinico, através de provas bioquimicas para uma identificacédo
presuntiva e utilizou-se a metodologia MALDI-TOF para identificagdo definitiva
das mesmas. Seguidamente, para as mesmas colbnias realizou-se o Teste de
Sensibilidade aos Antimicrobianos (TSA), determinagdo da Concentracéo
Inibitéria Minima (MIC) para polimixinas, extracdo de DNA total e PCR para

identificacdo de especificos genes de resisténcia antimicrobiana. Todas as
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coldnias isoladas foram armazenadas a -20°C em meio BHI (Kasvi®) com glicerol

20%. A metodologia descrita € ilustrada pela Figura 22.



Figura 22. Metodologia para o isolamento das col6nias de interesse clinico nas amostras de granjas.
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4.3.3 Triagem dos isolados através de testes bioquimicos

Apods o isolamente das colbnias de interesse clinico, as mesmas foram
triadas através de testes bioquimicos, os quais foram realizados conforme
descrito por Oplustil e colaboradores (2019) e a ANVISA (2013). Essa
metodologia foi utilizada para auxiliar na realizagdo no Teste de Senbilidade aos
Antimicrobianos (TSA). Todos os testes foram realizados no laboratério didatico
de microbiologia clinica da UFSC.

Foi realizado o processo de triagem de identificagdo através dos
fluxogramas especificos para o microrganismos Gram negativos (Figura 23).

Os testes bioquimicos realizados para microrganismos Gram negativos
foram:

1) Prova da oxidase, apresenta o objetivo de verificar se a bactéria possui
a enzima oxidase (hemoproteina que transfere O2 na ultima fase da respiracéo
celular). Na presenga desta enzima o reativo tetrametilparafenilenodiamino €&
oxidado a indofenol que possui coloragéo roxo escuro. Portanto, com auxilio de
uma alca de plastico esfregou-se a colénia no papel filtro impregnado com o
reativo (tetrametilparafenilenodiamino) e, realizou-se um controle negativo, para
evitar que a coloragédo formada seja devido a coloragdo das colbénias. A reacao
positiva se da pelo aparecimento de uma coloragao roxa.

2) OF de glicose, € um meio utilizado para a diferenciacdo de bacilos
Gram-negativos quanto a capacidade do microrganismo em utilizar os
carboidratos pela via oxidativa ou fermentativa. Portanto, o meio de OF contém
uma alta concentragao de carboidratos (1%) e uma pequena concentragdo de
peptona (0,2%), que facilita a utilizagdo dos carboidratos de forma oxidativa
pelos bacilos Gram-negativos ndo fermentadores da glicose. Inicialmente foi
avaliada a utlizagao de glicose para verificar se a bactéria consome a glicose
pela via fermentativa ou oxidativa, ou seja, se a bactéria é fermentadora ou nao.
Portanto, inoculou-se com auxilio de um fio bacterioldgico as colénias em 2 tubos
de OF de glicose, o tubo da via fermentativa foi coberto com uma espessa
camada de 6leo mineral (~2mm), pois a fermentagdo néo necessita de oxigénio

para ocorrer. Ja o tubo da via oxidativa permaneceu sem oleo pois necessita de
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oxigénio. Logo, se a bactéria for fermentadora os 2 tubos seréo positivos (pois
utiliza a glicose na presenca ou ndo de oxigénio) e, se a bactéria for nao
fermentadora, somente o tubo da via oxidativa sera positivo. E se os 2 tubos
forem negativos a bactéria é considerada assacarolitica.

Todas as col6nias foram identificadas até possivel classificagdo dentro
das tabelas de ponto de corte clinico do Brazilian Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (BrCAST), as quais auxiliaram na leitura dos resultados do
TSA.
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Figura 23.Fluxograma simplificado para identificagdo de bacilos Gram Negativo.
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Fonte: autora.

4.3.4 |dentificacdo por MALDI-ToF

Para uma identificagcdo mais precisa dos microrganismos presentes em
cada amostra, utilizou-se a metodologia MALDI-ToF (Matrix Assisted Lazer
Desorption lonization, Time of flight), com a colaboracdo do Laboratério do
Instituto de Pesquisa Pelé Pequeno Principe, localizado em Curitiba- PR.

O aparelho microflex LT® da empresa Bruker utiliza espectrometria de
massa para avaliar o perfil proteico da amostra, permitindo a identificacao
baseada em um banco de dados de perfis conhecidos. A analise consiste na
colocagao do material bioldgico (colénias) em uma placa de metal (Target Plate),
acrescida de 1uL de acido formico 70% e 1uL da matriz polimérica (HCCA) em
cada amostra. As placas sdo secas a temperatura ambiente e, em seguida,
introduzidas no equipamento, seguindo as recomendagbes do fabricante
(BRUKER, 2019).

A analise por MALDI-ToF foi realizado para os 173 isolados de bacilos
Gram-negativos obtidos. Porém, para algumas amostras nao foi possivel obter
a identificagdo do microrganismo diretamente da col6nia. Para isso, foi realizado

o procedimento de extracado de proteina em tubo para cada amostra.
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A extracao de proteina em tubo é realizada segundo as recomendacgdes
do fabricante (BRUKER, 2019), onde incialmente foram adicionados 300 pL de
agua grau HPLC em um tubo tipo eppendorf (1,5mL) por amostra extraida. Em
seguida, foram adicionadas 2 a 3 colénias grandes ao tubo, caso as colénias
fossem pequenas foram transferidas mais de 3 coldnias. As amostras foram
vortexadas por 15 segundos e adicionou-se 900 pL de etanol 100%, as mesmas
foram votexadas por mais 15 segundos. Posteriormente, as mesmas foram
centrifugadas a 10.000 x g por 2 min, o etanol foi descartado e o sedimento
formado foi centrifugado a 10.000 x g por 1 min. O excesso de etanol foi removido
com auxilio de uma pipeta.

Em seguida, foram adicionados 20 uL de acido férmico 70% (variando de
10 uL a 50 pL, conforme o tamanho do sedimento). Adicionou-se 20 uL de
acetonitrila 100% (mesmo volume adicionado de acido formico). A amostra foi
vortexada e, em seguida, centrifugada a 10.000 x g por 2 min. Adicionou-se 1
ML do sobrenadante formado na placa de metal do MALDI-TOF (Target Plate) e
acrescentou-se 1 pyL da matriz (HCCA). Por fim, esperou-se secar a placa em
temperatura ambiente e a mesma foi introduzida no aparelho para uma nova
leitura (FREIWALD; SAUER, 2009) (BRUKER, 2019).

4.3.5 Teste de Sensibilidade aos Antimicrobianos (TSA)

O Teste de Sensibilidade aos Antimicrobianos (TSA) por disco difuséo
consiste na observacgao de halos de inibicao formados em placas de meio Muller
Hinton com amostras bacterianas inoculadas. Assim, possibilitando a analise do
perfil de sensibilidade para os antimicrobianos testados em cada amostra
(OPLUSTIL, CARMEN PAZ, ZOCCOLI CASSIA, TOBOUTI NINA, 2019).

O TSA foi realizado para 173 colbnias caracterizadas de acordo com o
preconizado pelo Brazilian Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing -
BrCast (www.brcast.org.br).

Inicialmente foi realizada a suspensao de cada coldénia em 3ml de salina
0,9%, em seguida, a turvagao de cada tubo foi medida até a obtengao do valor
de 0,5 na escala de MacFarland (aproximadamente 1,5 x 108 UFC/ml) com

auxilio do aparelho Densichek Plus® (Biomerieux). Previamente foram
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preparadas 525 placas de agar Muller Hinton (Kasvi®), 346 placas de 150mm de
diametro contendo 71 ml de agar Muller Hinton (Kasvi®) em cada e, 173 placas
de 90mm de diamentro contendo 25 ml de agar Muller Hinton (Kasvi®) em cada,
conforme preconizado pelo BrCast.

A partir disso, cada suspensido formada foi inoculada em 2 placas de
150mm de diametro e em 1 placa de 90mm de diamentro e, em seguida os discos
de antimicrobianos da empresa BioRad®foram aplicados nas placas: Cefotaxima
5 ug; Cefepima 30 ug; Imipenem 10 ug Amoxacilina + Acido Clavulanico 20/10
Mg; Ampicilina + Sulbactam 10/10 pg; Meropenem 10 ug; Ertapenem 10 ug;
Cefuroxima 30 ug; Piperacilina + tazobactam 30/6 pg;Cefoxitina 30 ug;
Aztreonam 30 pg; Tigeciclina 15 pg; Amicacina 30 pg; Gentamicina 10 ug;
Fosfomicina 200 pg; Nitrofurantoina 100 ug; Ceftazidima 10 pg; Levofloxacina 5
Mg; Ciprofloxacina 5 pg; Ampicilina 10 ug; Tobramicina 10 pg; Sulfametoxazol
+Trimetoprim 23,75/1,25 pg; Ceftriaxona 30 pg.

Os discos de antimicrobianos foram dispostos de forma a identificar nao
somente a resisténcia presente em cada disco, mas também outros possiveis
mecanismo de resisténcia, como a producdo de ESBL através do processo de
sinergismo (“Ghost- Zone”) através da aproximagao dos discos de Amoxacilina
+ Acido Clavulanico 20/10ug e Cefalosporinas de terceira geracido. Para isso, a
distancia entre os discos foi de 2 mm.

Todas as placas foram incubadas a 351 °C durante 24h e posteriormente
os halos de inibigdo para cada antimicrobiano foram analisados através da tabela
de pontos de corte clinicos do BrCAST (BRCAST, 2020). As tabelas utilizadas
foram para os microrganismos da ordem Enterobacterales, Enterococcus spp. e
Staphylococcus coagulase negativa, conforme os resultados dos testes
bioquimicos e coloracao de Gram realizados para a identificacdo presuntiva das
colbnias.

Por fim, detaca-se que todas as amostras que apresentaram resultados
discrepantes ou incoerentes com o esperado, tiveram o TSA repetido, para
confirmacao de tais resultados. E também, foi realizado o crescrimento de
determinadas amostras em meio BHI enriquecido com os antimicrobianos
especificos para estimulo dos plasmideos presentes com os genes de

resisténcia especificos.
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4.3.6 Teste Blue-Carba

O teste foi realizado para as colénias que apresentaram resisténcia aos
carbapenémicos no TSA, para verificar a producao de carbapenemase. O teste
foi executado a partir da deteccao rapida de carbapenemases direto de placas
de cultivo através o kit Blue-Carba da empresa Diagnésticos Microbioldgicos
Especializados (DME), no qual foi utilizado uma solugao teste, constituida de um
frasco contento Imipenem 3mg, com posterior adigao de uma solugéo aquosa de
azul de bromotimol a 0,04% e pH 7,0 no momento do teste.

Para cada cepa a ser testada foram utilizados 2 microtubos. No tubo |
(controle) foram adicionados 200 pL da solugdo de Azul de Bromotimol, ja no
tubo Il (teste), foram adicionados 200 pL da solugao de Azul de Bromotimol +
Imipenem. Em seguida, em cada tubo do tipo eppendorf, foi adicionada uma
alcada de 10 pL de colénias crescidas em meio Mueller Hinton Agar. Por fim, os
tubos foram fechados e incubados a 35 °C durante 120 min com agitagao
constante. A leitura dos testes foi realizada a cada 15 min. O teste se baseia na
hidrélise enzimatica do anel Blactdmico de um carbapenémico (geralmente
imipenem) causando a acidificacdo de uma solugédo indicadora (Azul de
bromotimol com pH 7,0) que muda de cor devido & modificagéo do pH (GARCIA-
FERNANDEZ et al., 2016). A mudanga de cor para amarelo ou para verde
significa positivo para a produgdo de carbapenemases. A interpretacdo dos
resultados seguiu o descrito no Quadro 1.

Por fim, detaca-se que todas as amostras que apresentaram resultados
discrepantes ou incoerentes com o esperado, tiveram o teste Blu-Carba repetido,

para confirmacao de tais resultados.
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Quadro 1. Interpretagéo da deteccgao rapida de carbapenemases com o kit Blue-carba.

Cor: Cor: Interpretacao
Tubo controle Tubo teste
(Azul de bromotimol) (Azul de bromotimol +
Imipenem)
Azul Amarelo Carbapenemase
Positivo
Azul Verde- Amarelado Carbapenemase
Positivo
Verde Amarelo Carbapenemase
Positivo
Azul Azul Carbapenemase
Negativo
Verde Verde Carbapenemase
Negativo
Amarelo Azul, Verde ou Amarelo | Teste invalido

Fonte: autora.

4.3.7 Teste de triagem — “Colistin Drop Test”’

O teste de triagem utilizando a Colistina (Poliximina E) (BioRad®),
conhecido como “Colistin Drop Test” foi realizado para todos os 173 isolados
obtidos, com a finalidade de triar as amostras que apresentam maior
sensibilidade aos antimicrobianos das amostras que apresentam um perfil de
resisténcia as polimixinas, ou seja, esse teste permite identificar um
heteroresisténcia da populagao bacteriana, a qual é definida como um fenémeno
no qual uma populacdo bacteriana, aparentemente homogénea, apresenta
difrentes graus de sensibilidade a um determinado antimicrobiano, como é
descrito por El-Halfawy e Valvano (2015). O presente teste foi realizado
conforme orientado por Pasteran F e colaboradores durante o 28° ECCMID
(European Society of Clinical Microbiology and Infectiou Diseases), tendo como

base o trabalho desenvolvido por Jouy e colaboradores (2017).
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O teste foi realizado através da eluicdo de 8 discos de colistina 10 pl em
5 ml do meio Mueller Hinton cation-ajustado (Sigma-Aldrich, EUA) durante 30
min, com a finalidade de obter uma solu¢gdo com concentragao final de 16
ul/ml.Concomitantemente, foram preparadas 173 placas de petri de 90x15 mm
contendo o meio agar Muller Hinton.

Em seguida, foi realizada a suspensao de cada colénia em 3 ml de salina
0,9%, e a turvagao de cada tubo foi medida até a obtencéo de 0,5 da escala de
MacFarland (aproximadamente 1,5 x 108 UFC/ml) com auxilio do aparelho
Densichek Plus® (Biomerieux), a partir disso, a suspensao foi inoculada na placa
de meio Muller Hinton. Por fim, foram adicionados em forma de gota 10 uL da
solugao de colistina no centro da placa.Todas as placas foram incubadas a 351
°C durante 24h e posteriormente foram analisados os halos formados. A

metodologia utilizada esta ilustrada na Figura 24.
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Figura 24. Fluxograma didatico para o teste de triagem com colistina (“Colistin- Drop Test’).
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A interpretacao dos halos foi realizada da seguinte forma: Presenga de
halo de inibicdo considerado sensivel, se ndo apresentar halo de inibicdo
considerar resistente. E por fim, as amostras que apresentaram col6nias dentro
do halo de inibigdo formado, conforme a Figura 25, foram selecionadas para a

determinagao da concentragdo inbitéria minima.

Figura 25. Halos de inibicdo formados no teste de triagem com colistina (“Colistin- Drop Test”).

Sensivel Resistente

Selecionadas
para CIM

Fonte:autora.

4.3.8 Determinacao da Concentracao Inibitoria Minima (CIM) para
Polimixina B

A determinagéo da Concentragao Inibitéria Minima (CIM) para Polimixina
B, foi realizada para as amostras que apresentaram resisténcia e colénias dentro
do halo de inibigdo formado no teste de triagem com a colistina e, para as 5
amostras positivas para mcr-1.

A metodologia adotada para a determinagéo da CIM foi a microdiluigao
em caldo segundo as normas estabeleciadas pela CLSI (Clinical and Laboratory
Standards Institute) (CLSI, 2018). Os critérios de interpretagdo seguiram as

recomendagdes do BrCAST para a polimixina B (BRCAST, 2020) (Quadro 2).
Quadro 2. Pontos de corte para MIC de Poliximina B, segundo BrCAST.

Pontos de Corte
Antimicrobiano S I R
Polimixina B 2 - >2

Fonte:autora.

Para a realizagao do procedimento, foram utilizadas placas de cultura

estéreis de 96 pogcos com fundo em formato de “U”, para melhor visualizagédo do
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resultado. Inicialmente, foram adicionados 100 ul de caldo Mueller Hinton cation-
ajustado concentrado 2 vezes, com pH de 7,4 + 0,2 (Sigma-Aldrich, EUA) em
todos os pogos da placa de cultura. Em seguida, o antimicrobiano diluido foi
adicionado nos poc¢os, com excecao do controle positivo de crescimento dos
isolados. A concentragcdo do antimicrobiano foi preparada de modo que a
concentracao final apresentasse concentragdes superiores € inferiores ao ponto
de corte estabelecido pelo BrCAST.

Em seguida, foi preparado o indculo de cada isolado em salina estéril
0,9%, a partir de culturas frescas (maximo de 24 horas). O inéculo foi preparado
para possuir turbidez de 0,5 na escala de McFarland, a qual foi aferida com o
auxilio do aparelho Densichek ™ Plus (Biomerieux). Essa suspensao foi diluida
na proporgéo de 1:10 para ajuste da concentragdo para aproximadamente 107
unidades formadoras de coldnia (UFC)/mL, entdo, foram adicionados 5 uL dessa
diluicdo, em duplicata, a placa contendo o meio de cultura e o antimicrobiano. A
concentracgéo final de células foi de 5x10* UFC/pogo e, para cada placa foram

testados 4 isolados diferentes em duplicata, conforme a Figura 26.

Figura 26. Placa representativa de microdiluicdo em caldo para polimixina.
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Fonte:autora.
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Para o controle de qualidade do teste, foram adicionados ao ensaio uma
cepa controle sensivel as poliximinas (E. coli ATCC 25922) e um isolado
resistente (E.coli com gene mcr-1).

Para a interpretagdo dos resulados, foram considerados resistentes as
polimixinas quando isolados com CIM>2 ug/mL. A analise dos resultados foi
realizada de forma visual, na qual observou-se a turvagcdo do pogo da placa,
indicando um crescimento bacteriano. Ressalta-se que na presenca de
crescimento bacteriano nas concentracdes utilizadas, foram realizados novos

testes com concentragdes maiores de Polimixina B.
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4.4 Técnicas nao dependentes de cultura celular

441 Extracio de DNA

Para a obtencdo do DNA total das amostras, os isolados bacterianos
foram semeados em agar Muller Hinton, incubados a 37°C por 18 a 24h. Apds
esse periodo, em um microtubo de 1,5 ml contendo agua ultra-pura esteéril,
preparou-se uma suspensao densa a partir da raspagem das col6nias. A
suspensao foi fervida em banho-maria a 100°C por 15 min, com o intuito de lisar
as células bacterianas liberando o seu material genético. Em seguida, os tubos
foram centrifugados por 2 min a 5.600 x g. O sobrenadante, contendo o DNA, foi
transferido para outro microtubo de 0,6 ml e armazenado a -20°C até o momento

da reacédo de PCR. Conforme descrito por Dallenne e colaboradores (2010).

4.4.2 Iniciadores

Para realizar a reagdo de PCR, foram obtidos iniciadores correspondentes
as sequéncias dos genes de resisténcia propostos para o estudo. As sequéncias
utilizadas foram retiradas de estudos realizados anteriormente por Zamparette
(2014), Lescat (2018), Dallenne (2010) e Tartari (2015). A especificidade de
todos os iniciadores utilizados foi avaliada pela ferramenta Primer Blast (NCBI).
Ressalta-se que para a amplificagdo dos genes blaKPC, blaNDM e blaCTX-M,
foram utilizados iniciadores para gPCR e, para os genes mcr foi utilizado apenas
o tipo mcr- 1 como controle positivo para cada reagao.

A lista completa dos iniciadores utilizados neste estudo esta disposta no
Quadro 3.
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Quadro 3. Sequéncia de iniciadores utilizados para a identificagdo dos genes de resisténcia.

Tamanho do
Gene Iniciadores produto Referéncia
F TTC CGT GTC GCCCTTATT C Modificado de (DALLENNE
blaTEM |R CCT GACTCCCCG TCG TGT A 782 pb et al., 2010)
F | GCAAAT TAA ACT AAG CGA AAG CC Modificado de (DALLENNE
blaSHV |R GTA TCC CGC AGA TAA ATC ACCAC 705 pb et al., 2010)
F ATG CCA GTT TCT TTC GCG TG (LESCAT; POIREL;
mer-1 |R TCG GCA AAT TGC GCT TTT GGC 502 pb NORDMANN, 2018)
F GAT GGC GGT CTA TCC TGT AT (LESCAT; POIREL;
mer-2 |R AAG GCT GAC ACC CCATGT CAT 379 pb NORDMANN, 2018)
F ACC AGT AAA TCT GGT GGC GT (LESCAT:; POIREL:
mer-3 |R AGG ACA ACC TCG TCA TAG CA 296 pb NORDMANN, 2018)
F TTG CAG ACG CCC ATG GAATA (LESCAT; POIREL;
mer-4 |R GCC GCA TGA GCT AGT ATC GT 207 pb NORDMANN, 2018)
F GGA CGC GAC TCC CTAACT TC (LESCAT: POIREL:
mer-5 |R ACA ACC AGT ACG AGA GCA CG 608 pb NORDMANN, 2018)
blaCTX- LF | GCAAACTCT GCG GAA TCT GAC G Tartari, Daniela C
M1 |R CCG CGA TAT CGT TGG TGG TG 182 pb ZAMPARETTE,Caetana P
blaCTX- LF GAT GGC GAC GCT ACC CCT GC Tartari, Daniela C
M2 R GCG GCCGCCATCACCTTACT 204 pb ZAMPARETTE,Caetana P
blaCTX- L F | AAT CCG ATT GCC GAA AAA CACG Tartari, Daniela C
M9 |R AGC CGT CAC GCC TCC CG 135 pb ZAMPARETTE,Caetana P
F GCC GCT GGC TGG CTTTTC TG Tartari, Daniela C
blakPC |R GCG CCT GAG CCG GTATCC AT 120 pb ZAMPARETTE,Caetana P
F GGT TTC GGG GCA GTC GCTTC Tartari, Daniela C
blaNDM | R CCATACCGCCCATCTTGT CCT G 184 pb ZAMPARETTE,Caetana P

Fonte: autora.

Os iniciadores TEM aplificam os tipos: TEM 1, TEM 19, TEM 52, TEM 116,
TEM 135, TEM 143, TEM 153, TEM 177, TEM 183, TEM 185, TEM 186, TEM
188, TEM 189, TEM 190, TEM 193, TEM 194, TEM 195, TEM 196, TEM 197,

TEM 199, TEM 201 (DALLENNE et al., 2010).

Os iniciadores SHV amplificam os tipos: SHV 1, SHV 2, SHV 5, SHV 7
SHV 8, SHV 10, SHV 11, SHV 12, SHV 13, SHV 18, SHV 19, SHV 24, SHV 25,
SHV 26, SHV 27, SHV 28, SHV 29, SHV 30 - 38, SHV 40-44, SHV 46, SHV 48,
SHV 49 SHV 50, SHV 51, SHV 55, SHV 56, SHV 57, SHV 59, SHV 60 — 71, SHV
73, SHV 83, SHV 85, SHV 86, SHV 89, SHV 92, SHV 93 — 107, SHV 108, SHV
109, SHV 120-126, SHV 129, SHV 132, SHV 133, SHV 134, SHV 135, SHV 136,
SHV 137 SHV 140, SHV 141, SHV 142, SHV 144, SHV 145, SHV 147, SHV 148,
SHV 150 - 163, SHV 165, SHV 167, SHV-168 (DALLENNE et al., 2010).
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Os iniciadores para os genes mcr, amplificam especificamente para os
tipo: mer-1, mer-2, mer-3, mer-4 e mer-5 (LESCAT; POIREL; NORDMANN, 2018)

Os iniciadores CTX-M do grupo 1 amplificam para os tipos: CTX-M 1,CTX-
M 3,CTX-M 12, CTX-M 15, CTX-M 22, CTX-M 23, CTX-M 28, CTX-M 29, CTX-
M 33, CTX-M 42, CTX-M 52, CTX-M 54, CTX-M 55, CTX-M 60, CTX-M 62, CTX-
M 66, CTX-M 69, CTX-M 72, CTM-X 79, CTX-M 80, CTX-M 82, CTX-M 96, CTX-
M 101, CTX-M 103, CTX-M 114, CTX-M 116, CTX-M 117, CTX-M 132, CTX-M
136, CTX-M 139, CTX-M 142, CTX-M 144, CTX-M 150, CTX-M 155, CTX-M 156,
CTX-M 157, CTX-M 162, CTX-M 163, CTX-M 164, CTX-M 167, CTX-M 170,
CTX-M 172, CTX-M 173, CTX-M 176,CTX-M 179, CTX-M 180, CTX-M 181, CTX-
M 182, CTX-M 183 e CTX-M 184.

Os iniciadores CTX-M do grupo 2 amplificam para os tipos: CTX-M 2,
CTX-M 4, CTX-M 5, CTX-M 6, CTX-M 7, CTX-M 20, CTX-M 31, CTX-M 35, CTX-
M 43, CTX-M 44, CTX-M 56, CTX-M 59, CTX-M 76, CTX-M 77, CTX-M 92, CTX-
M 95, CTX-M 97, CTX-M 115, CTX-M 124, CTX-M 131, CTX-M 141, CTX-M 165,
CTX-M 171.

Os iniciadores CTX-M do grupo 9 amplificam para os tipos: CTX-M 9,
CTX-M 13, CTX-M 14, CTX-M 16, CTX-M 17, CTX-M 19, CTX-M 21, CTX-M 24,
CTX-M 27, CTX-M 38, CTX-M 46, CTX-M 47, CTX-M 48, CTX-M 49, CTX-M 50,
CTX-M 51, CTX-M 65, CTX-M 73, CTX-M 81, CTX-M 83, CTX-M 84, CTX-M 85,
CTX-M 87, CTX-M 90, CTX-M 93, CTX-M 98, CTX-M 99, CTX-M 102, CTX-M
104, CTX-M 105, CTX-M 112, CTX-M 113, CTX-M 122, CTX-M 125, CTX-M 126,
CTX-M 129, CTX-M 130, CTX-M 132, CTX-M 134, CTX-M 137, CTX-M 147,
CTX-M 148, CTX-M 159, CTX-M 168 e CTX-M 174.

Os iniciadores KPC amplificam os tipos: KPC-1, KPC-2, KPC- 3, KPC- 4,
KPC- 5, KPC- 6, KPC- 7, KPC- 8, KPC- 10, KPC- 11, KPC-12, KPC-13, KPC-
14, KPC- 15, KPC-16, KPC- 17, KPC- 18, KPC- 19, KPC- 21, KPC- 22, KPC- 24
e KPC-25.

E finalmente, os iniciadores NDM amplificam os tipos: NDM-1, NDM- 2,
NDM- 3, NDM- 4, NDM- 5, NDM- 6, NDM- 7, NDM- 8, NDM- 9, NDM- 10, NDM-
11, NDM- 12, NDM- 13, NDM- 14, NDM- 15 e NDM- 16.
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4.4.3 Reaciao em cadeia da polimerase (PCR)

Inicialmente, foram realizados testes para determinagcdo das
concentragdes ideais de cada reagente presente na reagcdo. A partir dessa
padronizacao, foram realizadas 3 reagdes de PCR multiplex para os genes
blaTEM e blaSHV; mcr grupo 1, 2, 3, 4 e 5; blaCTX-M grupo 1, 2 e 9. E,
previamente, todas amostras de DNA foram diluidas, para a obtengao de uma
concentragao de 50ng de DNA. As reagdes realizadas sdo descritas no Quadro
4.

Os produtos das reagdes foram analisados por eletroforese em gel de
agarose a 1% (genes TEM e SHV) e 2% (genes mcr, blaCTX-M, blaNDM e
blaKPC) em tampé&o TBE (Tris 89 mM, Borato 89 mM, 2 mM EDTA). O gel foi
corado com brometo de etidio 10 mg/ml (1 ul), o qual foi incorporado ao gel, e
fotografado exposto a luz UV em um transiluminador. O padrdo de tamanho
molecular utilizado foi de 1 Kb (Promega®), como padrao de referéncia para os
genes blaTEM, blaSHV e mcr e de 100 pb (Ludwig®) como padréo de referéncia
para os genes blaCTX-M, blaNDM e blaKPC. A Figura 27 ilustra a interpretacao

realizada para cada produto amplicado a partir de cada iniciador utilizado.



Quadro 4. Condicbes para as reagdes de PCR.
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Kit Volume | Tampao Primer | Primer DNA )
Genes | utilizado Final | Enzima | MgCl. dntp F R polimerase | DNA | Agua | Desnaturagdo | Amplificagao | Extensao
. 2X 0,5 [95°C - 30s / o
Kit 0,6 ul 1 ul ’ 2X 0,5 1 ul R : o 72°C -7
10 pl 2 ul 1] 0,2 ul (1U) 3,2ul| 95°C -5min 56°C -40s / .
Promega® (1,5mM) | (200mM) (1uM) Ml (1uM) (50nq) 72 -1min] x35 min
blaTEM
+ blaSHV
Bx 1 1 [94°C-30s/
i 12,5 pl ) ) " 15x 1,1 i ) 1 ul o . 58°C -1 min | 72°C -1
mcr 1-5 25yl (Mix) ’ “:\A) (1uM) (50ng) 0,5 pl| 94°C - 15 min 30s/72°C - min
H 1 min] x25
Mastermix
Promega®
[95°C -30s/
blaCTXM Kit 0,6 ul 1 ul 05v | 0,5uL 1 ul o _ . 63°C-30s/ | 72°C-7
1,269 |Promega®| OM | 2H 1 5mmy| 200uM) | (uMy | dpmy | @2 HTAU) | songy| 42 K 95°C-Smin 2500 (30s) | min
x35
[95°C -30s/
5l ) ) 1 ul 1 ) 1 ul o . 63°C-30s/ | 72°C-7
TR i (1uM) | uL(1uM) (50ng)| 2| 99°C-Smin | 2500 _30s] | min
Mastermix 35
blaKPC | Promega®
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blaNDM

Mastermix
Promega®

10 pl

5l
(Mix)

1l
(1uM)

1 ul
(50nq)

95°C - 5 min

[95°C - 30 s/

63°C-30s/

72°C - 30 s]
x35

72°C -7
min

Obs.: O Tampao Mastermix Promega® ja contém a DNA polimerase.

Fonte: autora.




Fonte: autora.

Figura 27. Foto dos produtos amplificados de cada iniciador.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Descrigao das amostras coletadas

O total de amostras obtidas foram: 4 amostras de transportes, 14
amostras de pacientes, 9 amostras de granjas de aves, 9 amostras de granjas
de suinos e 5 amostras de granjas de suinos organicos. Todas as amostras
foram obtidas visando o uso de técnicas ndo dependentes de cultura celular e
outra para técnicas microbioldgicas, totalizando 8 amostras por veiculo, devido
a necessidade de coleta de 3 locais distintos dentro dos transportes, 50 amostras
de pacientes, 18 amostras de granjas e 10 amostras de granjas de suinos
organicos, devido a presencga de dois momentos de coleta (1- Antes da limpeza

do local. 2- Apds a limpeza do local)( Figura 28).



TRANSPORTES
16 AMOSTRAS

Figura 28. Fluxogramas resumidos das amostras obtidas.

HOLDER
8 AMOSTRAS

VOLANTE
4 AMOSTRAS

ENCOSTO
4 AMOSTRAS

PACIENTES
50 AMOSTRAS

|

| 14 PACIENTES |
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GRANJAS
18 AMOSTRAS

/ N\

AVES
9 AMOSTRAS

SUINOS
9 AMOSTRAS

FEZES
9 AMOSTRAS

NASAL
23 AMOSTRAS

RETAL
12 AMOSTRAS

LEITO
6 AMOSTRAS

GRANJAS ORGANICOS
10 AMOSTRAS

/N

ANTES DA LIMPEZA
5 AMOSTRAS

APGS A LIMPEZA
5 AMOSTRAS

A) Amostras transportes; B) Amostras pacientes; C) Amostras granjas; D) Amostras granjas de suinos organicos.

Fonte: autora.
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5.1.1 Amostras de Pacientes

Para maior compreensdo das caracteristicas clinicas de cada paciente,
foram obtidos os dados de prontuarios de cada um, os quais s&o ilustrados no
Quadro 5. Esse quadro €& composto pelos dados clinicos dos pacientes,
juntamente com a sua farmacoterapia vigente durante o periodo de internagao,
o qual teve em média 16 dias, sendo a internagao de menor permanéncia de 2
dias e, a mais longa de 43 dias. Destaca-se que 4 pacientes nao fizeram uso de

antimicrobianos durante o seu tratamento.



Quadro 5. Farmacoterapia vigente durante o periodo de internagéo para cada paciente.

. . . Culturas positivas durante a
Paciente Clda_de de Sexo Idade _Tempo -:!e _Motlvo ‘fa l.Jnldade :da Unidade 2 Unidade 3 Unidade 4 internagéo (vigilancia e Uso de antimicrobianos durante a internagdo
Origem (anos) internagao internagao internacao . ~
infecgoes)
J— E. coli ESBL + (Urina), — . . . . .
1 Caibi F 44 32 dias . Penflgo com E. REP CM I - - Enterobacter Cloacae (Secregéo Oxicilina .(3 dlas_), Cl_proflo_xacma (7 dias), Metr_onldazol
infecgdo cutanea . A (1 dia), Aciclovir (5 dias), Albendazol (4 dias)
de ferida cutanea)
Esclerose sistémica . A Piperacilina + tazobactam (1 dia), RIPE (Tratamento
e infecgéo por Micobactéria no-tuberculosa, para Mycobacterium nédo tuberculosa, 35 dias)
2 Videira M 28 43 dias ; E. REP CMI - - Clostridium difficile (GDH+, Toxina . . X ) - N
Mycobacterium AeB) Azitromicina (35 dias), Metronidazol (9 dias), Amicacina
(n&o tuberculosa) (35 dias), Meropenem (7 dias)
Sao Migue . Acidente . N
31 8 di E. REP uic - - -
3 do Oeste M ias automobilistico Cefazolina (profilaxia), 1 g de 8/8 h
Infecgao cutanea em Staphylococcs aureus MRSA (Drenagem
4 Erval Velho M 85 10 dias membro superior E. REP uic 1l CMI uc phy! de musculo) 9 Oxacilina (2 dias), Sulfametoxazol + trimetropim (7 dias)
esquerdo
Corregao de
5 Concoérdia F 40 15 dias _eventrac{‘a_o uc| um uc| - - Néo fez uso de antimicrobiano
diafragmatica
recidivada
6 Fraiburgo M 50 2 dias Hlp_erpIaS|a_ uicn - - - - Nao fez uso de antimicrobiano
Prostatica Benigna
Les&o por pressado
7 Caibi M 60 7 dias infectada em regigdo E. REP - - - - Clindamicina (6 dias), Ceftriaxona (6 dias)
sacral
8 Concordia F 49 6 dias Hepat_ectomla_e uiC | uTl uiC | - - Cefazolina (1 dia)
colecistectomia
Ciclo de Secregao Traqueal 10/11 - Cocos gram+
quimioterapia. . 'S°_'ad°(sce aos piresé Ert"e)"wcoccé‘_z Bactrim (1 dia), Sulfametoxazol + Trimetoprim (20 dias),
H aecium resc. abunaante) e Candida . . . . . .
9 Irani M 68 20 dias _Neoplasia de oMl cMI UTI (Obito) - spp. (cresc. escasso). Pseudomonas Aciclovir (19 dias), Entecavir (15 dias), Cefepima (9
células der_1d|_'|t|cas aeruginosa resistete ao Cefepime e dias), Meropenem (5 dias), Pollr_nl_xma (4 fnas),
plasmocitoides Meropenem (Swab anal de vigilancia Voriconazol (4 dias), Vancomicina (1 dia)
blasticas. 08/11)
Passos Abscesso hepatico,
10 Maia M 46 14 dias coledocolitiase e E. REP uicli - - Ampicilina +Sulbactam (4 dias)
colangite
= . Neoplasia maligna
1 Séo Migue F 66 8 dias no lobo superior v un ucH - - Cefazolina (2 dias)
do Oeste
esquerdo
12 Sao Carlos M 59 4 dias H',p.erpIaS'a_ uiC | - - - - Cetoconazol 1 dia
Prostatica Benigna
Amoxicilina + clavulanato de potassio 875 mg 7 dia,
Ciclo de Sulfametoxazol + trimetoprim 2 CP 3x/sem 30 dia,
13 Concoérdia M 39 30 dias quimioterapia. CMII CMI CMII - - Cefepime 2 g 8/8h 19 dia, Meropenem 2 g 8/8h 13 dias,
Recidiva de LMA. Voriconazol 200 mg 12/12h 7 dias, Linezolida 600 mg
12/12h 7 dias, Aciclovir 400 mg 12/12h 10 dias
Investigacdo de
14 Fraiburgo M 29 32 dias dermatomiosite/poli E. REP CM I - - - Nao fez uso de antimicrobiano
miosite

Legenda: Em destaque os pacientes que nao fizeram uso de antimicrobianos. F: Feminino; M:Masclino. E.REP: Unidade de recuperagéo. UIC: Unidade
Clinica. CM: Clinica Médica UTI: Unidade Intensiva de Tratamento. Fonte: autora.
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5.1.2 Amostras de Granjas de Aves e Suinos

Para facilitar o entendimento e nomeacao das amostras, as mesmas
foram caracterizadas pelo tipo de granja coletada (aves ou suinos), macroregiao
de coleta, pré-estabelecida pelos coletadores (regides |, Il, lll) e numero da
amostra correspondente (1, 2 e 3).

As amostras provenientes das granjas foram coletadas em localidades de
criacado de suinos e aves de diferentes cidades da regiao Oeste do estado de
Santa Catarina. Em relacdo aos aviarios participantes da pesquisa, os mesmos
trabalhavam somente com aves de corte fazendo uso ou ndo de antimicrobianos.
Ja as granjas de suinos trabalhavam com unidades de produgdo distintas,
podendo ser de Unidades de Produgao de Leitdes (UPL), Unidades de Produgao
de Desmamados (UPD), Unidades de Terminagao (UT) ou de Ciclo Completo
(CC), esta ultima fazendo uso ou ndo de antimicrobianos, essas amostras séo
descritas no Quadro 6.

Para o presente estudo, foram realizadas coletas dos dejetos presentes
nos locais de morada dos suinos e, ja nas granjas de aves foram obtidas
amostras de camas de palha utilizadas pelas aves. Totalizando 9 amostras de
granjas de aves e 9 amostras de granjas de suinos, portanto, 18 amostras

obtidas no estudo.



Quadro 6. Descrigdo das amostras coletas de granjas de suinos e aves.
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-~ Tipo de . . . i
Cédigo da Data Coleta material de Cidade da Tipo de Granja | Tipo de animal Numero. me.dlo de Agu.a da Sistema de tratamento de dejetos Antimicrobianos Mais Utilizados
amostra Coleta Coleta animais propriedade
GAI1 out/19 Cama de aviario Jabora Aves de corte - 16000 Fonte superficial Fermentagao em lona
Fonte superficial
GAI2 out/19 Cama de aviario Jabora Aves de corte - 12000 com cloragdo em Fermentagéo em lona T = @EE
pastilha ratamento = cefalexina.
IFEIiD SRl Aumento de conversao alimentar =
GAI3 out/19 Cama de aviario Concérdia Aves de corte - 12000 com cloracdo em Fermentagdo em lona . L
Baeting lincomicina
[F@® Sl EHTEE] Outros: sulfacorpiridazida sédica;
GAll1 out/19 Cama de aviario Xanxeré Aves de corte - 11000 com cloragdo em Fermentagao em lona : trimetr-)opina- ’
» Fontzassttjllr:ﬁcial macrolideos; lincosamidas tylosina;
w - . P = ~ lincomicina; beta-lactamicos (penicilina,
> GAII2 out/19 Cama de aviario Xanxeré Aves de corte - 15000 com cloragdo em Fermentagdo em lona - N . L
< astilha amoxicilina, ceftiofur); aminoglicosideos
g F ntp rficial (gentamicina, neomicina);
(7} - . onte supe— cla ~ fluroquinonas (enrofloxacin, danofloxacina);
P-4 GAII3 out/19 Cama de aviario Chapecé Aves de corte - 15000 com cloracdo em Fermentagdo em lona . L . .
S astilha tetaciclinas (tetaciclina, oxitetraciclina,
E Fontz el clorotetraciclina);
8 per = estreptograminas (virginiamicina);
o GAlll1 out/19 Cama de aviario Joagaba Aves de corte - 10000 com cloragdo em Fermentagao em lona h . P
w astilha polipeptideos (bacitracina); fenicois
g Fontz SusaEE (florfenicol); pleuromutilina.
é GAIlI2 out/19 Cama de aviario Capinzal Aves de corte - 14000 com cloragdo em Fermentagé@o em lona
.g pastilha
= GAIII3 out/19 Cama de aviario Capinzal hves de. 9?r.le sem = 60 IFiie superflf: El Compostagem
< antibiético sem cloracédo
GSI1 out/19 Dejeto de suino Concordia UPL - leitdes S:J;:er:zlrtigfs 800 Pogo artesiano Esterqueira - fermentagao
GSI2 out/19 Dejeto de suino Concordia WAes = Sz 850 Pogo artesiano Biodigestor
desmamados desmamados
8 GSI3 out/19 Dejeto de suino Xavantina e = Sz 600 Pogo artesiano Biodigestor
= desmamados desmamados
= . . L i itd . -
7} GSlli1 out/19 Dejeto de suino Seara UPL - leitdes Sullies I?'t.oes 650 Pogo artesiano Biodigestor _ N .
w (crechario) Tratamento = penicilinas; cefalosporina;
a N n e . o o
%) GSlI2 out/19 Dejeto de suino Seara s Sllings 650 Poco artesiano Esterqueira - fermentacao cfireilizy ma'(?rohc.ieos, I|n00§am|das,
< desmamados desmamados pleuromutilinas; sulfonamidas
) = A v : PR
Z GSII3 out/19 Dejeto de suino SoltigEcs | U= U'T'dadf GE Suinos engorda 600 Pogo artesiano Biodigestor ““'@m etoxaz-ol-trlme-t gpnm),
§ Oeste terminagéo quinolonas; rifampicina.
(U] Uni
w GSll1 out/19 Dejeto de suino Joagaba iy Un_ldad~e ae Suinos engorda 600 Pogo artesiano Biodigestor
a terminacéo
g GSllI2 out/19 Dejeto de suino Videira Cito ((:Cc>crr)1pleto Suinos totais 10000 Pogo artesiano Biodigestor
% Ciclo completo Fonte superficial
9 GSIlI3 out/19 Dejeto de suino Capinzal (CC) sem Suinos totais 25 P, Esterqueira - fermentagéo
Z antibiotico S ERIEEEE

Legenda: GS: Granjas de Suinos. GA: Granjas de Aves. UPD: UPDs: Unidades Produtoras de Desmamados. UPL: Unidades Produtoras de Leitdes.

Fonte: autora.
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5.1.3 _Amostras de Granjas de Suinos organicos

As amostras de granjas de suinos organicos foram obtidas em 2
momentos de coleta. O primeiro momento, foi anteriormente a limpeza do local
de morada dos suinos. O segundo momento, foi apdés a limpeza do local,
totalizando 10 amostras de dejetos orgéanicos de suinos. As granjas em estudo
trabalhavam com unidades de produgao distintas, podendo ser de Unidades de
Producao de Leitdes (UPL) e Unidades de Produgcdo de Desmamados (UPD).

As amostras obtidas sdo descritas no Quadro 7.



Quadro 7. Descrigdo das amostras coletas de granjas de suinos organicos.

Codigo Tipo de . Numero < Sistema de
. Cidade da . . . . Agua da . . . .
da material de Tipo de Granja Animal médio de . tratamento de Disposicao do dejeto
Coleta - propriedade .

amostra Coleta animais dejetos

SGO1 1 Antes de Concérdia UPDs - Suinos 650 Fonte supe~rf|C|aI, Blodlggstgo Biofertilizante
tratamento desmamados | desmamados cloragao anaerobia

SGO1.2 Depois do Concérdia UPDs - Suinos 650 Fonte supe~rf|C|aI, Blodlge’st.ao Biofertilizante
tratamento desmamados | desmamados cloragéao anaerobia

SGO02.1 Antes de Concoérdia UPDs - Suinos 650 Poco artesiano B|od|ge’st.a ° Biofertilizante
tratamento desmamados |desmamados anaerodbia

SG02.2 Depois do Concordia UPDs - Suinos 650 Pogo artesiano Blodlge'st.a © Biofertilizante
tratamento desmamados |desmamados anaerdbia

SGO3.1 Antes de Concordia UPDs - Suinos 650 Pogo artesiano Blodlggstg © Biofertilizante
tratamento desmamados | desmamados anaerdbia

SG03.2 Depois do Concoérdia UPDs - Suinos 650 Poco artesiano Blodlge’st.a ° Biofertilizante
tratamento desmamados | desmamados anaerdbia

SGO4.1 | AMesde | brdia | UPL - leitoes |SUmnos leitoes) - ggy Pogo artesiano | Codigestdo Biofertilizante
tratamento (crechario) anaerodbia

SGO42 | DePOISdO | o srdia | UPL - leitges |SUNOS leltGes| gqy Pogo artesiano | Dlodigestdo Biofertilizante
tratamento (crechario) anaerdbia

SGO5.1 | Antesde | o erdia | UPL - leitoes |SUinoS leitGes|gp Pogo artesiano | Dlodigestdo Biofertilizante
tratamento (crechario) anaerdbia

SGO05.2 Depois do Concoérdia UPL - leitdes Suinos I«lelt.oes 650 Poco artesiano Blodlge’st.a ° Biofertilizante
tratamento (crechario) anaerdbia

Legenda: SGO: Granjas de Suinos Organicos. UPD: UPDs: Unidades Produtoras de Desmamados.

Fonte: autora.

UPL: Unidades Produtoras de Leitoes.
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5.2 Isolados obtidos

A partir da abordagem One Health, acredita-se que nao se compreende a
saude humana, animal e ambiental, abordando cada uma delas de forma isolada.
Para enfrentar os desafios complexos da saude publica, deve-se entender a
interconexao entre esses ambientes distintos. Portanto, o paradigma da Saude
Unica tem como origem, o reconhecimento de que as doengas, muitas vezes,
surgem das interagdes entre humanos e animais, influenciadas incialmente por
um medicamento, o qual é incorporado na saude preventiva do homem e seus
animais. Portanto, a avaliagdo combinada dos riscos para a saude nos trés
dominios: humanos, animais e meio ambiente, envolve a implementacdo de
intervengdes estratégicas que abordem todos os trés setores, com o objetivo de
produzir um conhecimento entre todos os ambientes e, assim, compreender a
dindmica de circulagao das mais diversas doengas (DALTON et al., 2020).

Sendo assim, no presente trabalho analisou-se amostras que abordam
esses 3 ambientes descritos anteriormente; homem, animal e meio ambiente,
com a finalidade de compreender a dindmica de disseminagédo de diferentes
genes de resisténcia bacteriana.

Inicialmente, as amostras foram submetidas a uma selegao
microbioldgica, através da utilizagdo de antimicrobianos especificos (Ceftriaxona
2 ug/mL; Meropenem 2 ug/mL, Polimixina B 2 ug/mL, Vancomicina 2 ug/mL e
Cefoxitina 2 ug/mL), e assim, obtendo diversos isolados bacterianos conforme o

antimicrobiano utilizado para a selecédo, conforme o Quadro 8.
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Quadro 8. Quantificacao total de isolados bacterianos conforme antimicrobiano utilizado na

selegao.
Ceftriaxona | Meropenem | Polimixina B | Vancomicina | Cefoxitina
(2 ug/mL) (2 ug/mL) (2 ug/mL) (2 ug/mL) (2 ug/mL)
Granjas 8 4 7 26 3
Suinos
Granjas 6 4 1 16 8
Aves
Pacientes 33 18 26 - -
Transportes 1 3 4 3 -
Granjas Antes da Limpeza
Organicos 8 | 6 | 5 | 8 | 7
Apoés a Limpeza
10 10 13 12 6
TOTAL: 66 45 56 65 24
256

Fonte: autora.

Portanto, foi obtido um total de 256 isolados bacterianos correspondentes
as amostras de granjas, pacientes e transportes. Desses, 173 (67,5%) isolados
foram bacilos Gram-negativos, os quais foram utilizados no presente trabalho.

A partir do Gram realizado, as amostras foram submetidas a diversos
testes bioquimicos, para maior certeza da identifcagdo do isolado. Iniciou-se
entdo, a inoculagdo de cada isolado em tubos contendo OF de glicose, o qual
possibilitou a separagdo dos isolados em dois grandes grupos; as colbnias
Gram-negativas ndo fermentadoras de glicose e as fermentadoras de glicose.
Ressalta-se que uma colénia foi caracterizada como assacarolitica no teste OF
de glicose e, com isso ndao sendo analisada no presente trabalho. Observou-se
que dos 173 isolados de bacilos Gram-negativos totais, 23 (13%) deles foram
caracterizados como bacilos Gram-negativos ndo fermentadores da glicose
(BGN-NF) e, os 150 (87%) foram caracterizados como da ordem
Enterobacterales (Figura 29). As colénias foram submetidas a novos testes
bioquimicos (Crescimento em BHI -42°C; Crescimento em MacConkey; Oxidase;
Motilidade -BHI 42°C; Cetrimide; OF xilose; OF maltose e OF lactose), para uma
identificacdo mais precisa das colénias. Apds os testes, todos os isolados foram

submetidos ao Teste de Sensibilidade aos Antimicrobianos (TSA).
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Figura 29. Isolados de bacilos Gram-negativos nao fermentadores de glicose.

23
BGN-NF (13%)
150
Enterobacterales (87%)
Total Bacilos Gram Negativos 173
0 50 100 150 200

Legenda: BGN-NF: Bacilo Gram negativo ndo fermentador de glicose.
Fonte:autora.

Do total de 173 isolados utilizados no estudo, 85 (49%) sao isolados
bacterianos totais das amostras de granjas, dos quais 19 (22%) isolados s&o de
amostras de granjas de suinos, 12 (14%) isolados sdo de amostras de granjas
de aves e 54 (63,5%) isolados s&o de amostras de granjas de suinos organicos,
os quais foram obtidos de amostras coletadas em dois periodos de coleta (antes

da limpeza e apos a limpeza das granjas), conforme a Tabela 1 e Figura 30.
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Tabela 1. Descri¢éo do isolados bacterianos obtidos nas amostras de granjas.

Periodo de coleta

Amostras N°
Granjas . isolados
! Antes da limpeza | Apo6s a limpeza Unico !

Granjas Suinos - - 19 19

Granjas Aves - - 12 12

Granjas suinos 21 33 ) 54
organicos

TOTAL 85

Figura 30. Isolados bacterianos obtidos nas amostras de granjas.

Fonte: autora.

O Granjas Suinos

64%

O Granjas Aves

Fonte: autora.

22%

Granjas Organicos

Ja para as amostras de pacientes, foi obtido um total de 77 (44,5%)

isolados correspondentes as amostras dos 14 pacientes participantes do estudo.

A Tabela 2 descreve os isolados bacterianos obtidos para cada paciente, periodo

da coleta (internagao ou alta) e, sua amostra correspondente (leito, fezes, swab

retal). Destaca-se que nao foi possivel realizar a coleta no periodo de alta os

pacientes 12 e 14 devido a tranferéncia dos pacientes antes do periodo de

coleta, esses dados séo ilustrados na Figura 31. Diante disso, conclui-se que

31% dos isolados obtidos nas amostras de pacientes, correspondem ao periodo

de alta e que 69% correspondem ao periodo de internagao hospitalar desses

pacientes (Figura 32).



Tabela 2. Descri¢do dos isolados bacterianos obtidos nas amostras de pacientes.
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Cidade de AMOSTRAS

M® arigem = Total de
Paciente Internagao Alta isolados
Fezes Swab Leito Fezes Swab Leito
_ retal retal

1 Caibi 0 3 0 0 0 0 3
2 Videira 5 0 0 0 0 0 5

Sao Miguel
3 do Oeste g 0 0 1] 0 0 ]

Erval
4 ‘-.."E.-I!'lﬂ | 1] 4 0 ] 3 0 T
5 Concordia 2 0 0 0 0 0 2
6 Fraiburgo 3 0 0 0 0 0 3
7 Caibi 0 5 0 0 6 0 11
8 Concordia | 5 0 0 9 0 0 14
g Irani 0 4 0 0 3 0 7
10 Passos g 0 0 0 0 1 10
Maia

Sao Miguel
11 dﬂﬂ Oeste i 0 0 1] 0 0 1
12 530 Carlos ) 2 ) ) i i 2
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Fonte: autora.
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Figura 31. Grafico do numero total de isolados bacterianos obtidos para cada paciente.
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Fonte: autora.

Figura 32. Isolados bacterianos obtidos no periodo de internagéo e alta hospitalar dos
pacientes.
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Fonte:autora.

E por fim, para as amostras de transporte foi obtido um total de 11 (6%)
isolados bacterianos, dos quais 3 (27%) correspondem as amostras do
transporte da cidade de Sdo Miguel do Oeste, 3 (27%) do transporte da cidade
de Concoérdia, 4 (37%) do transporte da cidade de Erval Velho e 1 (9%) do
transportes da cidade de Videira (Figura 33).
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Figura 33.Isolados bacterianos obtidos nas amostras de transportes.
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Fonte: autora.

Portanto, observou-se que 11 (6%) dos isolados obtidos correspondem as
amostras de transportes, 85 (50%) para as amostras de granjas e 77 (44%) para

as amostras de pacientes Figura 34.

Figura 34. Gréfico correspondente ao numero total de isolados bacterianos bacilos Gram
negativos.
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Fonte: autora.

A partir dos dados apresentados, é possivel observar que os isolados
obtidos exibem certa resisténcia aos antimicrobianos utilizados para o processo

de sele¢cdo das amostras (66 para Ceftriaxona; 45 para Meropenem; 56 para
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Polimixina B; 65 para Vancomicina e 24 para Cefoxitina), incluindo tanto isolados
bacilos Gram-negativos quanto Gram-positivos e uma col6nia assacarolitica.

Dispondo da analise dos resultados, atenta-se ao aumento da quantidade
de isolados de granjas de suinos organicos obtidos apos limpeza do local.
Resultado este ndo esperado, devido a utilizagao de protocolos que estabelecem
todo o procedimento de limpeza e desinfecgao do local apds a saida dos animais.
Esse resultado repete-se quando analisado os dados de isolados bacilos Gram-
negativos obtidos nestas granjas. Portanto, reiterando a suspeita de baixa
efetividade dos procedimentos de limpeza realizados nestes locais.

Segundo a Embrapa (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria)
(2013), o procedimento de limpeza se baseia, inicalmente, em uma limpeza seca,
através da retirada dos dejetos com uma pa e vassoura, esvaziamento das
calhas e fossas existentes e, em seguida iniciar a limpeza umida, no maximo 3
horas apos a saida dos animais. Para executar a limpeza, deve-se umedecer
com agua e detergente o local com auxilio de um lava jato. E por fim, no dia
seguinte deve-se aplicar um desinfetante no local totalmente seco.
Opcionalmente pode ser feita uma segunda desinfec¢do, usando pulverizagao
ou nebulizacdo, cerca de 2 horas antes do alojamento dos proximos animais.

Por esse motivo, acredita-se que ha um deficiéncia no procedimento de
limpeza realizado nestas granjas,fazendo-se necessario uma reformulagéo dos
processos executados durante a limpeza, dos desinfetantes utilizados e se o
mesmos s&o utilizados na concentragdo recomendada pelo fabricante.

Chama-se atencéo ao dado de isolados totais obtidos para granjas, pois
as granjas de suinos organicos apresentaram uma percentagem (63%) superior
em relagdo as amostras de granjas de suinos e aves. Um resultado n&o previsto
devido a menor quantidade de amostras advindas das granjas de suinos
organicos e, principalmente a presenga de um numero mais baixo de animais
nestas granjas. Assim, a maior propor¢ao de isolados bacterianos obtidos em
amostras de granjas de suinos organicos, as quais ndo passaram por nenhum
tratamento a base de antimicrobianos, pode ser justificada pelos cuidados e
manejos terapéuticos realizados nesses animais e, também pelas caracteristicas

microbioldgicas do meio ambiente em que vivem.
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Outro dado observado, foi a presenca do aumento de isolados obtidos em
pacientes em seu periodo de alta, ou seja, durante o periodo de internagao foram
colonizados por bactérias hospitalares. Destcando-se a presenga de isolados
em maior proporgao em amostras de fezes em comparagao as amostras obtidos
em swab retal. Este resultado, pode ser justificado pela diferenga de material
obtido em cada amostra, ou seja, as amostras de fezes apresentam maior
volume e consequentemente maior representatividade do perfil de colonizagao
bacteriana desses pacientes, ao contrario das amostras de swabs retais, que
representam apenas a colonizagéo bacteriana do local de contato do swab.

Dos 14 pacientes recrutados apenas em 2 nao foram coletadas amostras
no periodo de alta e, desses 12 pacientes com amostras dos periodos de
internacéo e alta, 3 deles apresentaram crescimento no numero de isolados, uma
representacdo de 25% das amostras. Esse resultado, caracteriza a influéncia
direta do ambiente na microbiota de cada paciente, ja que muitos
microrganismos utilizam de diferentes meios e vetores para infectarem. O
ambiente hospitalar tem se destacado em relagdo a presenga desses patdgenos
em seu meio, em consequéncia do acolhimento de pacientes de distintos lugares
e dos inumeros procedimentos clinicos realizados.

Por fim, salienta-se a presenca predominante de isolados de bacilos
Gram- negativos, os quais representam 68% do total de isolados. Um resultado
alarmante, em razdo de ser o grupo de bactérias que causam as principais
infeccdes clinicas e assim, consideradas uma ameaca iminente a saude publica.
Destaca-se que as bactérias Gram-negativas sdo mais dificeis de combater,
devido a sua alta prevaléncia de resisténcia intrinseca aos atimicrobianos e, que
a unica nova classe de antimicrobiano descoberta nos ultimos 30 anos, a
teixobactina, ndo atua contra as bactérias Gram-negativas (LING et al., 2015).
Assim, enfatiza-se a importancia clinica desse grupo de bactéria dentro da saude

publica.

5.3 Identificagao por MALDI-TOF

Para a identificacdo de todos os isolados foi realizada a metodologia

MALDI-TOF, a qual utiliza espectrometria de massa para avaliar o perfil proteico
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da amostra, permitindo a identificacdo baseada em um banco de dados de perfis
conhecidos. Os resultados obtidos foram analisados através dos 10 matchs de
microrganismos encontrados e, principalmente pelo score obtido pelo software
MALDI Biotyper 3.0 Compass, o qual indica a escala de confiabilidade do
resultado, ou seja, um score de 2.00-3.00: alta confiabilidade, de 1,70-1.99: baixa
confiabilidade e por fim, de 0.00- 1.69: sem possibilidade de identificagdo. Os
scores obtidos para cada amostra sdo descritos no APENDICE C.

Para os 173 isolados foram encontrados majoritariamente Escherichia
coli (51%), a qual €& caracterizada como um microrganismo de grande
predominancia em amostras de carater clinico e/ou de origem fecal. Em menor
expressdo, registra-se a ocorréncia de Acinetobacter baumannii (1%),
Acinetobacter gerneri (1%), Acinetobacter sp. (1%), Alcaligenes faecalis (3%),
Burkholderia cepacia (1%), Citrobacter braakii (2%), Citrobacter freundii (1%),
Citrobacter sedlakii (1%), Cronobacter sp. (1%), Enterobacter cloacae (3%),
Enterobacter xiangfangensis (1%), Franconibacter pulveris (1%), Hafnia alvei
(1%), Klebsiella aerogenes (1%), Klebsiella oxytoca (1%), Klebsiella pneumoniae
(83%), Leclercia adecarboxylata (1%), Morganella morganii (4%), Ochrobactrum
intermedium (1%), Pantoa agglomerans (2%), Proteus hauseri (3%), Proteus
mirabilis (5%), Proteus penneri (1%), Proteus vulgaris (1%), Providencia rettgeri
(1%), Providencia stuartii (1%), Pseudomonas brassicacearum (1%),
Pseudomonas chlororaphis (1%), Pseudomonas guariconensis (1%),
Pseudomonas monteilii (5%), Stenotrophomonas maltophilia (1%) e, por fim, 2%
das amostras nao foram possiveis de identificar (Erro! Fonte de referéncianaoe
ncontrada.).

Portanto, caracterizou-se as amostras conforme a classificagdao dos
grupos de familias, no qual predominantemente 83% das amostras pertecem a
familia Enterobacteriaceae. Observou-se com menor presenca, 1% para
Xanthomonadaceae, 1% Brucellaceae, 6% Pseudomonadaceae, 1%
Morganellaceae, 1% Burkholderiaceae, 3% Alcaligenaceae, 2% Moraxellaceae
e, por fim 2% nao foram identificadas, nao sendo possivel a caracterizagao da
classe de familia (Figura 35 e Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.).

Ressalta-se que a nao identificagdo de determinadas amostras, pode ser

justificada pelas caracteristicas das amostras, as quais supostamente s&o
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amostras de carater ambiental, assim, ndo sendo compativeis com o banco de
dados do MALDI-TOF utilizado, que apresenta banco de dados restrito para
microrganismos de carater clinico. Entretanto, os dados espectrais foram
gerados e futuramente poderdo ser avaliados em bancos de dados mais

abrangentes.

Figura 35. Caracterizacdo das amostras por grupos de familias.

Caracterizagao das amostras por grupos de familias
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Fonte: autora.

A partir da identifcacido de cada isolado foi possivel descrever a microbiota
de cada tipo de amostra coletada, ou seja, foi analisado o conjunto de
microrganismos presentes nos determinados ambientes.

Nas amostras de transportes foram identificados 2 isolados de
Cronobacter sp. (18,2%), 1 isolado de Enterobacter cloacae (9%), 2 isolados de
Enterobacter xiangfangensis (18,2%), 2 isolados de Franconibacter pulveris
(18,2%), 1 isolado de Leclercia adecarboxylata (9%) e por fim, 3 isolados de
Pantoa agglomerans (27,3%).

Para as amostras de pacientes foi identificado 1 isolado de Acinetobacter
baumannii (1,3%), 3 isolados de Citrobacter braakii (3,9%), 1 isolado de
Citrobacter freundii, 1 isolado de Citrobacter sedlakii (1,3%), 4 isolados de
Enterobacter cloacae (5,2%), 53 isolados de Escherichia coli (68,8%), 2 isolados

de Hafnia alvei (2,6%), 1 isolado de Klebsiella aerogenes (1,3%), 1 isolado de
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Klebsiella oxytoca (1,3%), 6 isolados de Klebsiella pneumoniae (7,8%), 2
isolados de Morganella morganii (2,6%), 1 isolado de Proteus mirabilis (1,3%) e
por fim, 1 isolado de Providencia stuartii (1,3%).

Ja para as amostras de granjas de aves foram identificados 5 isolados de
Escherichia coli (41,7%) e 7 isolados de Pseudomonas monteilii (58,3%) e, para
amostras de granjas de suinos foram identificados 1 isolado de Acinetobacter
sp. (5,3%), 5 isolados de Alcaligenes faecalis (26,3%), 6 isolados de Escherichia
coli (31,6%), 1 isolado de Morganella morganii (5,3%), 4 isolados de Proteus
mirabilis (21%), 1 isolado de Proteus penneri (5,3%) e 1 isolado nao foi possivel
de identificar (5,3%).

E por fim, para as amostras de granjas de suinos organicos, as mesmas
foram analisadas conforme os periodos de coletas realizados (antes da limpeza
e apos limpeza), assim, nas amostras obtidas antes do procedimento de limpeza
foram identificados 1 isolado de Acinetobacter gerneri (4,8%), 1 isolado de
Burkholderia cepacia (4,8%), 10 isolados de Escherichia coli (47,6%), 1 isolado
de Morganella morganii (4,8%), 2 isolados de Proteus hauseri (9,5%), 3 isolado
de Proteus mirabilis (14,3%), 1 isolado de Pseudomonas monteilii (4,8%), 1
isolado de Stenotrophomonas maltophilia (4,8%) e 1 isolado nao foi possivel de
ser identificado (4,8%).

Ja para amostras obtidas apdés o procedimento de limpeza foram
identificados 14 isolados de Escherichia coli (42,4%), 3 isolados de Morganella
morganii (9%), 2 isolados de Ochrobactrum intermedium (6%), 4 isolados de
Proteus hauseri (12%), 1 isolado de Proteus mirabilis (3%), 1 isolado de Proteus
penneri (3%), 2 isolados de Proteus vulgaris (6%), 1 isolado de Providencia
rettgeri (3%), 1 isolado de Pseudomonas brassicacearum (3%), 1 isolado de
Pseudomonas chlororaphis (3%), 1 isolado de Pseudomonas guariconensis (3%)
e 2 isolados nao foram possiveis de serem identificados. Os dados obtidos estao

descritos no Tabela 3.



Tabela 3. Identificagcdo dos isolados obtidos de cada tipo de amostra.
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Numero de isolados obtidos

Classificagao por Classificagao Microrganismos ) GrAar)ja Gtar)ja
ordem Familia identificados Transporte | Paciente | Granja aves Granja | Organicos | organicos | .y (%)

suinos | Antes da Apods

Limpeza | Limpeza
Acinetobacter baumannii 0 1 0 0 0 0 1 1%
Moraxellaceae Acinetobacter gerneri 0 0 0 0 1 0 1 1%
Acinetobacter sp. 0 0 0 1 0 0 1 1%
Alcaligenaceae Alcaligenes faecalis 0 0 0 5 0 0 5 3%
Bacilos Gram- Burkholderiaceae Burkholderia cepacia 0 0 0 0 1 0 1 1%
F negativos Nao Pseudomonas brassicacearum 0 0 0 0 0 1 1 1%
ermentadores de
glicose Pseudomonadaceae Pseudomonas chlororaphis 0 0 0 0 0 1 1 1%
Pseudomonas guariconensis 0 0 0 0 0 1 1 1%
Pseudomonas monteilii 0 0 7 0 1 0 8 5%
Xanthomonadaceae | Stenotrophomonas maltophilia 0 0 0 0 1 0 1 1%
Brucellaceae Ochrobactrum intermedium 0 0 0 0 0 2 2 1%
Citrobacter braakii 0 3 0 0 0 0 3 2%
Citrobacter freundii 0 1 0 0 0 0 1 1%
Citrobacter sedlakii 0 1 0 0 0 0 1 1%
Cronobacter sp. 2 0 0 0 0 0 2 1%
) Enterobacter cloacae 1 4 0 0 0 0 5 3%
Enterobacterales Enterobacteriaceae - -

Enterobacter xiangfangensis 2 0 0 0 0 0 2 1%
Escherichia coli 0 53 5 6 10 14 88 51%
Franconibacter pulveris 2 0 0 0 0 0 2 1%
Hafnia alvei 0 2 0 0 0 0 2 1%
Klebsiella aerogenes 0 1 0 0 0 0 1 1%
Enterobacterales Enterobacteriaceae Klebsiella oxytoca 0 1 0 0 0 0 1 1%
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Klebsiella pneumoniae 0 6 0 0 0 0 6 3%

Leclercia adecarboxylata 1 0 0 0 0 0 1 1%

Morganella morganii 0 2 0 1 1 3 7 4%

Pantoa agglomerans 3 0 0 0 0 0 3 2%

Proteus hauseri 0 0 0 0 2 4 6 3%

Proteus mirabilis 0 1 0 4 3 1 9 5%

Proteus penneri 0 0 0 1 0 1 2 1%

Proteus vulgaris 0 0 0 0 0 2 2 1%

Morganellaceae Providencia rettgeri 0 0 0 0 0 1 1 1%

Providencia stuartii 0 1 0 0 0 0 1 1%

- - Sem identificagéo 0 0 0 1 1 2 4 2%
Total 11 77 12 19 21 33 173 | 100%

Fonte: autora.
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O resultado encontrado, assemelha-se com os dados da literatura
cientifica, no qual é possivel destacar a presenga majoritariamente de
Escherichia coli, uma bactéria que habita principalmente o trato intestinal inferior
de animais de sangue quente, incluindo os humanos e, é frequentemente
liberada para o meio ambiente por meio das fezes ou efluentes de aguas
residuais. A presenga de Escherichia coli em aguas ambientais ha muito tempo
€ considerada um indicador de polui¢ado fecal recente. No entanto, ha varios
estudos recentes que relatam que algumas cepas especificas de Escherichia coli
podem sobreviver por longos periodos de tempo e, potencialmente se
reproduzem em ambientes extraintestinais. Isso indica que a Escherichia coli
pode ser integrada as mais diversas comunidades e, assim, a sua presenga no
ambiente & bem reconhecida hoje em dia (JANG et al., 2017).

E por ultimo, evidencia-se a comparagdo dos microrganismos
identificados nas granjas de suinos orgéanicos nos periodos de coleta antes da
limpeza e apds limpeza, onde foi encontrado um numero superior de isolados no
periodo de apds limpeza e com uma grande variedade de espécies, assim,
aponta-se que o procedimento de limpeza é realizado de forma inefetiva, sendo

necessario uma reavaliacdo dos processos executados.

5.4 Perfil de sensibilidade aos antimicrobianos

5.4.1 Perfil de Sensibilidade aos antimicrobianos para as amostras de
Enterobacterales

O perfil de sensibilidade aos antimicrobianos dos 173 isolados obtidos, foi
definido através do Teste de Sensibilidade aos Antimicrobianos (TSA).
Inicialmente o teste foi realizado apenas para os 152 isolados da ordem
Enterobacterales. A interpretagao dos resultados foi realizada a partir da tabela
de pontos de cortes para Enterobacterales, preconizada pelo BrCAST.

Para as bactérias fermentadoras de glicose observou-se que os isolados
apresentaram resisténcia as seguintes classes de antimicrobianos: 73% as
Penicilinas, 55% as Cefalosporinas, 8% aos Carbapenémicos, 18% aos

Monobactamicos, 41% as Fluoroquinolonas, 39% aos Aminoglicosideos, 3% as
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tetraciclinas e 59% a classe de Agentes Diversos (Fosfomicina 200 ug,
Nitrofurantoina 100 ug e Sulfametoxazol +Trimetoprim 23,75/1,25 ug) a qual é
definida pelo BrCAST (Figura 36).

Figura 36. Perfil de Sensibilidade aos Antimicrobianos para os isolados de Enterobacterales

Perfil de Sensibilidade aos Antimicrobianos para isolados de
Enterobacterales (152 isolados)
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Fonte: autora.

Isolados resistentes foram observados com maior prevaléncia para as
classes das penicilinas e cefalosporinas. Um resultado esperado, ja que segundo
a farmacoterapia utilizada pelos pacientes durante o periodo de internagao
(Ceftriaxona, Cefazolina, Piperacilina + Tazobactam, Amoxacilina + Acido
Clavulanico) e, em procedimentos clinicos realizados nos animais das granjas,
essas mesmas classes foram as mais prescritas, isto significa, que ha uma
relacdo direta entre a antibioticoterapia e a manifestacdo de resisténcia
bacteriana.

Para maior percepcado das resisténcias presentes nas amostras, €
possivel descrever estas resisténcias a partir de cada tipo de amostra analisada.
Portanto, nota-se que dos 77 isolados de pacientes, 64% deles apresentaram
resisténcia a classe das Penicilinas, 48% as Cefalosporinas, 9% aos

Carbapenémicos, 22% aos Monobactamicos, 31% as Fluoroquinolonas, 30%
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aos Aminoglicosideos, 3% as Tetraciclinas e, por fim, 48% aos Agentes Diversos
(Fosfomicina 200 ug, Nitrofurantoina 100 pg e Sulfametoxazol +Trimetoprim
23,75/1,25 ug) (Figura 37). Deste modo, esses resultados sdao semelhantes em
parte, aos resultados descritos anteriormente,ou seja, obteve-se permanéncia
do dominio de sensibilidade em todas as classes de antimicrobianos, exceto para
as classes das Cefalosporinas, a qual apresentou um dominio de resisténcia
quando comparado aos dados gerais obtidos para as amostras de granjas e
transportes. Assim, eivdencia-se novamente que a farmacoterapia € a principal

influéncia para os achados de resisténcia bacteriana nas amostras testadas.

Figura 37. Perfil de Sensibilidade aos Antimicrobianos para os isolados de Enterobacterales
em amostras de pacientes.
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Fonte: autora.

Outras observacoes relevantes para as amostras de pacientes €, que o
paciente 2 desctacou-se pela presenca de um perfil amplo de resisténcia, ou
seja, 3 dos 5 isolados totais obtidos para tal paciente, apresentaram resisténcia

a todos os farmacos de todas as classes de antimicrobianos, exceto ao Unico
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farmaco da classe das tetraciclinas testado (Tigeciclina) e a norfloxacina da
classe das Fluoroquinolonas, definindo esses isolados como XDR (Extensively
drug- resistant), ou seja, significa que o grupo de isolados apresentou resisténcia
a quase todos os antimicrobianos testados, segundo a definicdo de Magiorakos
e colaboradores (2012).

O perfil de resisténcia encontrado, pode ser justificado, novamente pela
farmacoterapia vigente, porém, este paciente apresenta um histérico de
inumeras internagbes durante a sua vida, assim, a longa permanéncia no
ambiente hospitalar e a dependéncia a diversos procedimentos clinicos
invasivos, potencializaram o aparecimento de resisténcias bacterianas e,
tornando este paciente um potencial vetor de transmissao de possiveis genes de
resisténcia.

Ja para as amostras de transportes percebe-se um perfil de resisténcia
diferente em comparagao aos perfis descritos anteriormente. Dos 11 isolados de
transportes, 45% deles apresentaram resisténcia a classe das Penicilinas, 27%
as Cefalosporinas e 36% aos Agentes Diversos (Fosfomicina 200 pg,
Nitrofurantoina 100 ug e Sulfametoxazol +Trimetoprim 23,75/1,25 pg), para as
outras classes nao possivel detectar possiveis resisténcias (Figura 38). Assim,
a partir desses resultados, os transportes utilizados por diferentes pacientes e
funcionarios podem ser considerados um importante meio transmissor de
microrganismos resistentes aos antimicrobianos. Portanto, ressalta-se a
necessidade de melhor higienizagdo desses transportes, podendo ser seguido
protocolos para transportes de carater emergencial, como preconizado por
(SCIH / CCIH, 2007).
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Figura 38. Perfil de Sensibilidade aos Antimicrobianos para os isolados de Enterobacterales

nas amostras transportes.

Perfil de Sensibilidade aos Antimicrobianos para as amostras de
transportes (11 isolados)

Agentes Diversos 36% | 64% |
Tetraciclinas 0% 100% |
Aminoglicosideos 0% 100% |
Fluoroquinolonas 0% 100% |
Monobactamicos 0% 100% |
Carbapenémicos 0% 100% |
Cefalosporinas 27% | 73% |
Penicilinas 45% [ 55% |

0% 20% 40% 60% 80% 100%

O Resisténcia @ Sensibilidade

Fonte: autora.

Os resultados obtidos para as amostras de granjas sao expostos de forma
descritiva para cada tipo de granja coletada.

Inicialmente, para as amostras de granjas de aves foi possivel observar a
partir dos 12 isolados obtidos, que 80% deles apresentaram resisténcia a classe
das Penicilinas, 80% as Cefalosporinas, 40% aos Monobactamicos, 60% as
Fluoroquinolonas, 100% aos Aminoglicosideos e 80% aos Agentes Diversos
(Fosfomicina 200 ug, Nitrofurantoina 100 pg e Sulfametoxazol +Trimetoprim
23,75/1,25 pg). Nao foi identificada resisténcia a classe dos Carbapenémicos e

Tetraciclinas (Figura 39).
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Figura 39. Perfil de Sensibilidade aos Antimicrobianos para os isolados de Enterobacterales

nas amostras de granjas de aves.
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Fonte: autora.

Diante disso, constata-se que as resisténcias bacterianas encontradas
nas amostras de isolados de granjas de aves correspondem aos antimicrobianos
utilizados no tratamento dos animais. Desse modo, outra vez coloca-se em
evidéncia a atuagdo direta da farmacoterapia adotada e o surgimento de
mecanismos de resisténcia.

Outra analise a ser feita, € em relagdo ao numero elevado de animais
presentes em um mesmo local, ou seja, sabe-se que uma superpopulagao seja
da mesma espécie ou nao, pode potencializar o aparecimento de novas doencgas
e diversos mecanismos de resisténcia bacteriana.

Por seguinte, para as amostras de granjas de suinos foi possivel observar
a partir dos 19 isolados obtidos, que 86% deles apresentaram resisténcia a
classe das Penicilinas, 71% as Cefalosporinas, 14% aos Monobactamicos, 64%
as Fluoroquinolonas, 64% aos Aminoglicosideos e 100% aos Agentes Diversos

(Fosfomicina 200 ug, Nitrofurantoina 100 pg e Sulfametoxazol +Trimetoprim
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23,75/1,25 ug), ndo sendo encontrada resisténcia a classe dos Carbapenémicos

e Tetraciclinas (Figura 40).

Figura 40. Perfil de Sensibilidade aos Antimicrobianos para os isolados de Enterobacterales
nas amostras de granjas de suinos.
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Fonte: autora.

Foi possivel destacar o dominio da resisténcia aos Agentes Diversos,
devido principalmente a resisténcia encontrada para o agente antimicrobiano,
Sulfametoxazol +Trimetoprim. Esses farmacos sao principais ativos presente na
farmacoterapia desses animais, juntamente com as demais classes que
apresentaram resisténcia bacteriana, como as Cefalosporinas e Penicilinas.
Ressalta-se que nao foi observada resisténcia a classe dos Carbapenémicos,
podendo ser justificado pela nao utilizagdo destes farmacos na clinica dos
animais.

Por fim, a ndo identificacdo de resisténcia a classe das tetraciclinas, pode
ser devido a testagem de um unico agente pertencente a esta classe, a
Tigeciclina, sendo necessaria uma ampliagdo dos agentes a serem testados
para essa classe, assim, estendendo o alcance de identificacdo de possiveis

mecanismos de resisténcia, ja que para estes animais foram realizados
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tratamentos farmacoldgicos a base de Tetraciclinas, ndo sendo informado o
agente utilizado.

E, finalmente para as amostras de granjas de suinos organicos foi
possivel observar a partir dos 54 isolados obtidos, que 87% deles apresentaram
resisténcia a classe das Penicilinas, 66% as Cefalosporinas, 11% aos
Carbapenémicos, 11% aos Monobactamicos, 62% as Fluoroquinolonas, 49%
aos Aminoglicosideos, 6% as Tetracilinas e 64% aos Agentes Diversos
(Fosfomicina 200 ug, Nitrofurantoina 100 pg e Sulfametoxazol +Trimetoprim
23,75/1,25 pg) (Figura 41).

Figura 41. Perfil de Sensibilidade aos Antimicrobianos para os isolados de Enterobacterales
nas amostras de granjas de suinos organicos.
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Fonte: autora.

Desta maneira, para as amostras de granjas de suinos organicos as
resisténcias observadas, correspondem as principais classes de antimicrobianos
utilizados na clinica convencional, porém, ndo sao realizados tratamentos
farmacologicos a base de antimicrobianos nos animais presentes nas granjas de

suinos organicos. Diante do exposto, tais resultados apontam a possivel
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transmissao transversal de genes de resisténcia bacteriana entre homem, animal
€ 0 meio ambiente presente.

Outro dado relevante, € que apesar do menor numero de amostras obtidas
para as granjas de suinos organicos, obteve-se um maior numero de isolados
em comparacao aos outros tipos de amostras, destacando o potencial
crescimento de microrganismo nestes locais.

Com a comparagao do perfil de resisténcia bacteriana aos
antimicrobianos encontrado nos dois periodos de coletas realizados para essas
amostras, foi possivel compreender a atuagdo das resisténcias bacterianas,
diante a utilizacao de técnicas de desinfectacao nos locais de abrigo dos animais.

Para os 17 isolados fermentadores de glicose obtidos no periodo antes da
limpeza, foi observado que 88% deles apresentaram resisténcia a classe das
Penicilinas, 76% as Cefalosproinas, 18% aos Carbapenémicos, 18% aos
Monobactamicos, 47% as Fluoroquinolonas, 59% aos Aminoglicosideos, 6% as
Tetraciclinas e 71% aos Agentes Diversos (Fosfomicina 200 g, Nitrofurantoina
100 ug e Sulfametoxazol +Trimetoprim 23,75/1,25 ug).

E ja, para os 33 isolados obtidos no periodo apds limpeza, constatou-se
que 87% deles apresentaram resisténcia a classe das Penicilinas, 60% as
Cefalosproinas, 7% aos Carbapenémicos, 7% aos Monobactamicos, 70% as
Fluoroquinolonas, 43% aos Aminoglicosideos, 7% as Tetraciclinas e 60% aos
Agentes Diversos (Fosfomicina 200 pg, Nitrofurantoina 100 ug e Sulfametoxazol

+Trimetoprim 23,75/1,25 pg). Tais dados descritos, sao ilustrados na Figura 42.
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Figura 42. Resisténcia bacteriana identificada em isolados de Enterobacterales obtidos durante
os periodos de coleta das amostras de granjas de suinos organicos.

Resisténcia bacteriana identificada durante os periodos de coleta
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Tendo em vista os resultados apresentados, € possivel observar o
aumento de isolados resistentes para a classe das Fluoroquinolonas e
Tetraciclinas apos o procedimento de limpeza realizado nas granjas. Esses
resultados indicam uma baixa qualidade dos procedimentos de limpeza
utilizados, sendo necessario uma reavaliagao das estratégias adotadas para a
desinfecg¢ao dos locais de abrigo desses animais, para possibilitar a diminuicéo
de microrganismos, como ja discutido no tdpico 5.1, o qual apresenta resultados
e observagdes semelhantes. Assim, seria possivel diminuir a propagacéo de
microrganismo, evitando a disseminagdo de genes de resisténcias que esses
possam vir apresentar.

Os resultados obtidos com o teste juntamente com as identificagdes
realizadas pelo MALDI-TOF e as resisténcias intrinsecas presentes conforme as
tabelas do CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) sao ilustradas no
APENDICE D.
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5.4.2 Perfil de sensibilidade aos antimicrobianos para as amostras de
Bacilos Gram negativo nao fermentadores de glicose (BGN-NF)

Foram testadas 13 amostras de bacilos Gram-negativos nao
fermentadores de glicose (BGN-NF) que apresentam ponto de corte determinado
pelo BrCAST, utilizando-se as tabelas de ponto de corte clinico para
Pseudomonas spp., Stenotrophomonas maltohpilia e Acinetobacter spp.

Para as amostras de BGN-NF observou-se que os isolados apresentaram
resisténcia as seguintes classes de antimicrobianos: 91% as Cefalosporinas,
83% aos Carbapenémicos, 83% aos Monobactamicos, 100% as
Fluoroquinolonas e 100% a classe de Agentes Diversos (Sulfametoxazol +
Trimetoprim), a qual é definida pelo BrCAST. Nao foi encontrada resisténcia para

a classe dos Aminoglicosideos (Figura 43).

Figura 43. Perfil de Sensibilidade aos Antimicrobianos para as amostras de BGN-NF.
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Fonte: autora.

Os resultados apresentados na Figura 43 sao representativos de todas as
amostras de BGN-NF, as quais foram obtidas apenas de amostras de granjas de
suinos, aves e organicos. Assim, ressalta-se que para essas amostras foram
identificados microrganismos que apresentam resisténcia intrinseca aos
antimicrobianos testados, sendo eles: Acinetobacter sp., € Stenotrophomonas
maltophilia. Portanto, favorecendo a resisténcia apresentada para a classe das

Cefalosporinas, Carbapenémicos e Fluoroquinolonas. Destaca-se ainda que a
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resisténcia encontrada, principalmente para a classe de Fluoroquinolonas,
retrata a antibioticoterapia utilizada nas aves presentes nessas
granjas(Enrofloxacina e Danofloxacina®).

Os maiores percentuais de resisténcia foram para as classes das
fluoroquinolonas, monobactamicos, carbapenémicos e cefalosporinas, sendo
possivel caracterizar estas amostras como MDR (MultiDrug-Resistant), ou seja,
os isolados apresentam resisténcia a um agente antimicrobiano em 3 ou mais
classes distintas de antimicrobianos, segundo a classificagdo proposta por
Magiorakos e colaboradores (2012).

Para as amostras de BNG-NF de granjas de aves, os isolados
apresentaram resisténcia as seguintes classes de antimicrobianos: 100% as
Cefalosporinas, 100% aos Carbapenémicos, 100% aos Monobactamicos e
100% as Fluoroquinolonas. Nao foi encontrada resisténcia para a classe dos

Aminoglicosideos (Figura 44).

Figura 44. Perfil de Sensibilidade aos Antimicrobianos para amostras de BGN-NF em Granjas
de aves.
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Fonte: autora.

Os resultados obtidos sao esperados devido a farmacoterapia vigente
para o tratamento dos animais. Assim, considera-se preocupante o uso desses

farmacos para animais de criacdo para consumo alimentar.
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Evidencia-se que os resultados se apresentam de forma discrepante em
relacdo aos outros dados descritos, devido ao menor numero de antimicrobianos
que sao testados para essa espécie (Pseudomonas spp.)

Para as amostras BGN-NF de granjas de suinos, os isolados
apresentaram resisténcia as seguintes classes de antimicrobianos: 100% as
Fluoroquinolonas e Agente Diversos (Sulfametoxazol + Trimetoprim). Nao foi
encontrada resisténcia para a classe dos Aminoglicosideos, Monobactamicos e
Carbapenémicos.

Esses dados foram obtidos de uma unica amostra de Acinetobacter sp., o
qual apresenta uma tabela de leitura de halos no TSA especifica, assim,
justificando os valores discrepantes em relagdo aos dados citados
anteriormente.

Sabe-se que a espécie Acinetobacter sp. apresenta mecanismos de
resisténcia aos antimicrobianos, os quais estdo envolvidos na producéo de [3-
Lactamases, especialmente do tipo OXA (EVANS; AMYES, 2014). Portanto, os
resultados sdo compativeis com os dados da literatura cientifica, pois as
resisténcias encontradas sao demonstradas em outro estudo descrito por Evans
e colaboradores (2014).

Por ultimo, as amostras de BGN-NF de granjas de suinos orgéanicos
apresentaram resisténcia as seguintes classes de antimicrobianos: 60% as
Cefalosporinas, 60% aos Monobactamicos, 80% as Fluoroquinolonas e 20%
para os Agentes Diversos (Sulfametoxazol + Trimetoprim), segundo descrito pelo
BrCAST. Nao foi encontrada resisténcia a classe dos Aminoglicosideos.

As resisténcias sao referentes aos 4 microrganimos encontrados para
esses tipo de amostra (Pseudomonas brassicacearum, Pseudomonas monteilii,

Stenotrophomonas maltophilia e Pseudomonas guariconensis) (Figura 45).
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Figura 45. Perfil de Sensibilidade aos Antimicrobianos para amostras de BGN-NF em granjas

de suinos organicos.
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Sabe-se que a espécie Pseudomonas spp. apresenta mecanismo de
resisténcia aos antimicrobianos, por meio da produgao de B-lactamases, através
dos genes OXA, blaTEM, blaVEB e blaPER. Em um estudo realizado em carne
de camelos, no Egito, foi observada a presenca de Pseudomonas spp. com
resisténcia, principalmente, a classe das Fluoroquinolonas (OSMAN et al., 2019).
Assim, esse estudo apresenta semelhanga com os resultados encontrados no
presente trabalho, mesmo se tratando de animais diferentes.

Foi possivel determinar a resisténcia bacteriana presente nos dois
periodos de coletas realizados para essas amostras. Assim, possibilitando
compreender a atuacao das resisténcias bacterianas, diante a utilizacdo de
técnicas de desinfectagédo nos locais de abrigo dos animais.

Para os 2 isolados BGN-NF obtidos no periodo antes da limpeza, foi
observado resisténcia apenas para a classe das Fluoroquinolonas e Agentes
Diversos(Sulfametoxazol + Trimetoprim).

Para os 3 isolados obtidos no periodo apds limpeza, observou-se
resisténcia de 100% para a classe das Cefalosporinas, Carbapenémicos,
Monobactamicos e Fluoroquinolonas. Assim, destacando-se novamente a
importancia de uma limpeza eficaz dos locais de abrigo desses animais. Os

dados descritos, sédo ilustrados na Figura 46.
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Figura 46. Resisténcia bacteriana identificada em isolados de BGN-NF obtidos durante os
periodos de coleta das amostras de granjas de suinos organicos.

Resisténcia bacteriana identificada durante os periodos de coleta
(Amostras BGN-NF - Granjas de Organicos)
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Fonte:autora.
Para melhor compreensdo dos dados gerais obtidos, o APENDICE E
representa as resisténcias encontradas para cada classe de antimicrobiano,
conforme o microrganimo identificado, assim, baseando-se na tabela de ponto

de corte especifica para estes, segundo preconizado pelo BrCAST.
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5.4.3 Perfil de sensibilidade aos antimicrobianos dos microrganismos
identificados

5.4.3.1 Perfil de sensibilidade aos antimicrobianos dos microrganismos da
ordem Enterobacterales

Para os 152 isolados da ordem Entecobaterales, descata-se a
predominancia de isolados de Escherichia coli, Morganella morganii € Proteus
mirabilis, nos quais foram identificados as seguintes resisténcias: Escherichia
coli apresentou resisténcia de 72% a classe das Penicilinas, 43% as
Cefalosporinas, 3% aos Carbapenémicos, 20% aos Monobactamicos, 44% as
Fluoroquinolonas, 39% aos Aminoglicosideos, 1% as Tetracicilinas e 48% aos
Agentes Diversos (Fosfomicina, Nitrofurantoina e Sulfametoxazol+Trimetropim).
A Morganella morganii apresentou resisténcia de 100% a classe das Penicilinas,
100% as Cefalosporinas,14% aos Carbapenémicos,14% aos Monobactamicos,
86% as Fluoroquinolonas, 86% aos Aminoglicosideos, 14% as Tetracicilinas e
86% aos  Agentes Diversos (Fosfomicina, Nitrofurantoina e
Sulfametoxazol+Trimetropim). E por fim, o Proteus mirabilis apresentou
resisténcia de 78% a classe das Penicilinas, 67% as Cefalosporinas, 11% aos
Carbapenémicos, 44% as Fluoroquinolonas, 78% aos Aminoglicosideos, 22% as
Tetracicilinas e 100% aos Agentes Diversos (Fosfomicina, Nitrofurantoina e

Sulfametoxazol+Trimetropim)(Figura 47).
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Figura 47. Resisténcia aos antimicrobianos dos principais microrganismos identificados.
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Os resultados apresentados na Figura 47 sao semelhantes aos descritos
na literatura cientifica. Allocati e colaboradores (2013) apresentaram uma
revisdo sobre os estudos de resisténcia bacteriana em isolados de Escherichia
coli na Europa, onde observou-se a presenga predominante de resisténcia
bacteriana para as clases das Penicilinas, Aminoglicosideos e Fluroquinolonas
em diversos estudos realizados no continente Europeu (Suécia, Noruega,
Finlandia, Bulgaria, Eslovaquia e Chipre) (ALLOCATI et al., 2013).

Em um estudo realizado por Park e colaboradores (2020), no qual foi
analisda a resisténcia aos antimicrobianos de isolados de Morganella morganii
em amostras de golfinhos em cativeiro na Coreia do Sul, foi observada
resisténcia predominante as classes das penicilinas e cefalosporinas (PARK et

al., 2020). Sendo assim, os resultados dos estudos disponiveis na literatura sao



135

compativeis com os encontrados no presente trabalho, apesar das diferencas
entre as amostras analisadas.

E um estudo realizado com isolados de Proteus mirabilis obtidos de
amostras de pacientes, também foram observados resultados semelhantes aos
do presente trabalho, diferenciando-se apenas da resisténcia bacteriana
encontrada para a classe dos carbapenémicos, na qual os autores destacam
uma resisténcia consideravel a esta classe de antimicrobianos nas amostras
clinicas (BOUDJEMAA et al., 2019).

A seguir os resultados sdo apresentados de forma separada para maior
compreensao do perfil de resisténcia dos microrganismos obtidos para cada
amostra.

Para as amostras de transportes identificou-se que 18% dos isolados de
Franconibacter pulveris foram resistentes a classe das Penicilinas e 18% a
classe dos agentes diversos (Sulfametoxazol + Trimetoprim). Ja para os isolados
de Leclercia adecarboxylata, 9% deles foram resistentes a classe dos agentes
diversos (Sulfametoxazol + Trimetoprim).

Os isolados de Enterobacter xiangfangenesis, 9% deles foram resistentes
a classe das Penicilinas e 9% a classe das Cefalosporinas. Por sua vez, entre
os isolados de Enterobacter cloacae, 18% deles foram resistentes a classe das
Penicilinas, 18% a classe das Cefalosporinas e 9% a classe dos agentes

diversos (Sulfametoxazol + Trimetoprim), conforme o Figura 48.



Figura 48. Perfil de resisténcia para os microrganismos identificados nas amostras de
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Agentes diversos

Para as amostras de granjas de suinos organicos, os dados referentes

aos microrganismos identificados e ao perfil de resisténcia encontrado nas

amostras estdo dispostos na Tabela 4. Salienta-se que para as amostras que

nao apresentaram identificagdo, o TSA foi realizado a partir da tabela de ponto

de corte clinico para Enterobacterales, portanto, mesmo sem o microrganimo

identificado é possivel observar o seu perfil de resisténcia aos antimicrobianos.

Ja os resultados obtidos para as amostras de pacientes sao descritos na

Tabela 5.
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Tabela 4. Perfil de resisténcia para os microrganismos identificados nas amostras de granjas de suinos organicos.

Classes de antimicrobianos

Microrganismos Penicilinas Cefalosporinas Carbapenémicos| Monobactamicos | Fluoroquinolonas Aminoglicosideos Tetraciclinas Agentes diversos
Escherichia coli 43% 20% 2% 6% 26% 17% 0% 17%
Morganella morganii 7% 7% 0% 0% 7% 7% 2% 7%
Proteus penneri 2% 2% 0% 0% 0% 2% 0% 2%
Proteus mirabilis 6% 6% 2% 0% 6% 6% 4% 7%
Proteus hauseri 1% 1% 2% 0% 6% 7% 0% 11%
Proteus vulgaris 2% 4% 0% 0% 0% 0% 0% 4%
Citrobacter braakii 0% 2% 0% 0% 4% 0% 0% 0%
Sem identificagdo 4% 4% 4% 2% 4% 2% 0% 4%
Providencia rettgeri 2% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 2%
Acinetobacter gerneri 0% 2% 0% 2% 2% 2% 0% 2%

Fonte:autora.

Tabela 5. Perfil de resisténcia para os microrganismos identificados nas amostras de pacientes.

Classes de antimicrobianos

Microrganismos Penicilinas Cefalosporinas Carbapenémicos Monobactamicos Fluoroquinolonas Aminoglicosideos | Tetraciclinas Agente diversos
Escherichia coli 40% 26% 3% 16% 22% 22% 1% 30%
Morganella morganii 3% 3% 1% 1% 1% 1% 0% 1%
Proteus mirabilis 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
Citrobacter braakii 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 1%
Klebsiella oxytoca 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
Acinetobacter baumannii 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
Citrobacter sedlakii 0% 3% 0% 0% 3% 0% 0% 0%
Klebsiella aerogenes 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
Klebsiella pneumoniae 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
Providencia stuartii 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
Hafnia alvei 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
Enterobacter cloacae 1% 0% 0% 0% 0% 0% 1% 1%

Fonte: autora
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Para os isolados de granjas de suinos identificou-se que 26% de
Escherichia coli foram resistentes a classe das Penicilinas, 16% a classe das
Cefalosporinas, 5% a classe dos Monobactamicos, 26% a classe das
Fluoroquinolonas, 16% a classe dos aminoglicosideos e 32% a classe dos
agentes diversos (Sulfametoxazol + Trimetoprim).

Nos isolados de Morganella morganii, 5% deles foram resistentes a classe
das Penicilinas, 5% a classe das Cefalosporinas, 5% a classe das
Fluoroquinolonas, 5% a classe dos aminoglicosideos e 5% a classe dos agentes
diversos (Sulfametoxazol + Trimetoprim).

Ja para os isolados de Proteus penneri, 5% deles foram resistentes a
classe das Penicilinas, 5% a classe das Cefalosporinas e 5% a classe dos
agentes diversos (Sulfametoxazol + Trimetoprim).

E por fim, nos isolados de Proteus mirabilis, 21% deles foram resistentes
a classe das Penicilinas, 16% a classe das Cefalosporinas, 5% a classe das
Fluoroquinolonas, 21% a classe dos aminoglicosideos e 21% a classe dos
agentes diversos (Sulfametoxazol + Trimetoprim), conforme ilustrado na Figura
49.



139
Figura 49. Perfil de resisténcia para os microrganismos identificados nas amostras de granjas
de suinos.
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Fonte: autora.

Nas amostras de granjas de aves identificou-se que 33% dos isolados de
Escherichia coli foram resistentes a classe das penicilinas, 33% a classe das
Cefalosporinas, 17% a classe dos Monobactamicos, 25% a classe das
Fluoroquinolonas, 42% a classe dos Aminoglicosideos e 32% a classe dos
agentes diversos (Sulfametoxazol + Trimetoprim).

Portanto, a partir dos dados expostos €& possivel observar que maioria dos
resultados sao compativeis com a literatura cientifica apresentada no topico de
revisdo bibliografica. Pois, como descrito por Roth e colaboradores (2019) em
seu trabalho, ha uma predominancia de isolados de Escherichia coli e, que os
mesmo apresentam resisténcia predominante as classes das Penicilinas,
Cefalosporinas.

Outro resultado compativel com a litetura, foi presenca de resisténcia a
Sulfametoxazol +Trimetoprim nas amostras de granjas de aves, o qual é também
descrito por Windleyanne e colaboradores (2016).

A presencga de Escherichia coli em amostras de granjas de suinos também

€ considerado um resultado presente na literatura, pois segundo Abubakar e
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colaboradores (2019) sao considerados microrganismos relevantes devido a
possivel causa de diarréia nesses animais.

No presente trabalho nao foi possivel obter os dados do estado clinico
desses animais, por isso nado foi possivel determinar que a presenca de
Escherichia coli nessas amostras possa ter causada uma possivel diarréia
nesses animais. E, também nao foi possivel saber a antibioticoterapia vigente

para o tratamento no momento de coleta dessas amostras.

5.4.3.2 Perfil de sensibilidade aos antimicrobianos dos microrganismos nao
fermentadores da glicose

Para as amostras de Bacilos Gram-negativos Nao fermentadores da
glicose observou-se que para os isolados de Pseudomonas monteilii, 89% foram
resistentes a classe das Cefalosporinas, 89% a Classe dos Carbapenémicos,
89% a dos Monobactéamicos e 100% a Classe das Fluoroquinolonas.

Para os isolados de Pseudomonas guariconensis, 100% foram resistentes
a classe das Cefalosporinas, 100% a Classe dos Carbapenémicos, 100% a dos
Monobactamicos e 100% a Classe das Fluoroquinolonas.

Ja, para os isolados de Pseudomonas brassicacearum, 100% foram
resistentes a classe das Cefalosporinas, 100% a Classe dos Carbapenémicos,
100% a dos Monobactamicos e 100% a Classe das Fluoroquinolonas.

Nos isolados de Stenotrophomonas maltophilia foi observada 100% de
resisténcia a classe dos Agentes diversos, a qual é representada pelo
antimicrobiano Sulfametoxazol +Trimetoprim.

E por fim, para os isolados de Acinetobacter sp. foi observada 100% de
resisténcia a classe dos Agentes diversos, a qual é representada pelo
antimicrobiano Sulfametoxazol +Trimetoprim e, 100% de resisténcia a classe

das Fluoroquinolonas (Quadro 9).
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Quadro 9. Resisténcia aos antimicrobianos nos microrganismos identificados nas amostras
nao fermentadoras da glicose.

Classes de antimicrobianos
Microrganismos Cefalosporinas | Carbapenémicos | Monobactamicos | Fluoroquinolonas |Agentes Diversos
Pseudomonas monteilii 89% 89% 89% 100% 0%
Pseudomonas guariconensis 100% 100% 100% 100% 0%
Pseudomonas brassicacearum 100% 100% 100% 100% 0%
Stenotrophomonas maltophilia 0% 0% 0% 0% 100%
Acinetobacter sp. 0% 0% 0% 100% 100%

Fonte: autora.

Todos os bacilos Gram-negativos ndo fermentadores da glicose obtidos,
foram isolados de amostras de granjas (aves, suinos e de suinos organicos),
caracterizando a diversidade presente nesses ambientes de coleta, devido a
inexisténcia desses microrganismos em amostras de pacientes e transportes.

A partir dos resultados obtidos, observa-se que o perfil de resisténcia
encontrado para as amostras das diferentes espécies de Pseudomonas spp. se
apresentaram semelhantes e, que tais perfis encontrados sdo compativeis com
a literatura cientifica. Onde Radovanovic e colaboradores (2020) descrevem as
resisténcia aos antimicrobianos em isolados de Pseudomonas spp. obtidos em
amostras clinicas e em alimentos de origem animal. Apesar da diferenca das
amostras e pela nao identificagdo de Pseudomonas spp. em amostras de
pacientes no presente estudo, os perfis de resisténcia encontrado no trabalho de
Radovanovic e colaboradores (2020) e no presente estudo sdo semelhantes e,
possibilitam caracterizar o comportamento dessa espécie frente aos tratamentos
com antimicrobianos nos diferentes meios.

Outro ponto relevante sobre tais amostras é a capacidade de formacéao de
biofilme por esses microrganismos (Pseudomonas spp. e Stenotrophomonas
maltophilia), o que pode justificar a presengca predominante desses
microrganismos em amostras de granjas, as quais s&o propicias a apresentar
essa formacdo de biofiime, devido a ineficaz limpeza realizada nesses

ambientes.
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5.5 Identificacao de resisténcia aos carbapenémicos

5.5.1 Teste Blue-Carba

Afim de detectar colbénias resistentes aos carbapenémicos, por meio da
identificacdo da presencga da enzima carbapenemase, inicialmente foi realizado
o teste de deteccéo rapida de carbapenemases direto de placas de cultivo
atraveés o kit Blue-Carba.

Para o teste foram utilizadas apenas colbnias que apresentaram
resisténcia a algum antimicrobiano da classe dos carbapenémicos testados no
TSA. Assim, 31 amostras das 173 testadas, apresentaram resisténcia e foram
analisadas com o Kit Blue-Carba.

Das 31 amostras, 7 correspondem as amostras de pacientes (paciente 2:
3 colbnias; paciente 3: 1 colbnia; paciente 10: 2 colbnias), 14 amostras
correspondentes as amostras de granjas de suinos organicos (antes da limpeza:
7 colbnias; ap6és limpeza: 10 colénias) e por fim, 7 colénias correspondentes as
amostras de granjas de aves.

Destaca-se que 67,7% das amostras apresentaram resisténcia ao
antimicrobiano Ertapenem, sendo esse considerado o principal farmaco utilizado
na clinica, dentre a classe dos carbapémicos, assim, elucidando a influéncia
direta da farmacoterapia e o surgimento resisténcias bacterianas.

De todas as amostras testadas, apenas 3 foram positivas para
carbapenemases, sendo nessas amostras identificado através da técnica PCR,
o gene blaKPC, uma carbapenemase de classe A, de extrema relevancia clinica.

Todas as amostras positivas no teste Blue-Carba correspondem ao
paciente 2, o qual no Teste de Sensibilidade aos Antimicrobianos (TSA),
apresentou resisténcia as diferentes classes de antimicrobianos, incluindo todos
os carbapenémicos testados, assim, confirmando os resultados encontrados na
técnica de PCR, a qual identificou os genes blaTEM, blaSHV, blaCTX-M1 e
blaKPC, representando uma ampla resisténcia antimicrobiana.

Destaca-se a necessidade da realizag&o de diferentes metodologias para

a identificacao de resisténcia bacteriana, ja que Enterobacterales produtoras de
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carbapenemases (CPE) constituem um problema critico de saude publica e
médica (TENOVER et al., 2013).

Por fim, a rapida identificacdo desses isolados que colonizam ou infectam
pacientes é crucial para melhorar as medidas de controle de infeccdo com
antibioticoterapia adequada e para minimizar a disseminacdo desses
microrganismos resistentes (NORDMANN; POIREL, 2014).

Na Figura 50 sao dispostas as amostras positivas e negativas
encontradas e, o Quadro 10 apresenta os resultados encontrados com o Kit Blue-

Carba para essas amostras.
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Figura 50. Foto representativa das amostras positivas e negativas obtidas com o Kit Blue-Carba.

Controle Controle Controle Controle Controle
negativo Teste negativo Teste negativo Teste negativo Teste negativo Teste

Amostras positivas Amostras Negativas

1-3: Amostras positivas; 4-5: Amostras negativas.

Fonte: autora.



Quadro 10. Resultados obtidos para as amostras com resisténcia aos carbapenémicos.
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Genes de resisténcia

Resisténcia aos

Resultado Blue-

Amostra Espécie Origem identificados carbapenémicos Cor Controle/Teste -Blue Carba Carba
GAIMC1A1 ...| Granja aves N&o identificado Ertapenem verde/verde Negativo
Pseudomonas monteilii
GAI1C1B1 Granja aves TEM, CTX-M 2 Meropenem verde/verde Negativo
GAI3C1A1 Granja aves Nao identificado Meropenem verde/verde Negativo
GAII2C1B1 Granja aves CTX-M 1 Meropenem verde/verde Negativo
GAIlI2C1A1 | Pseudomonas monteilii| Granja aves N3o identificado Meropenem verde/verde Negativo
GAII3C1B1 Granja aves TEM Meropenem verde/verde Negativo
GAI3C1B1 Granja aves CTX-M 1 Meropenem verde/verde Negativo
Granja de
Pseudomonas a
chlororaphis organicos ~ o .
SGO02.2A1 (ap6s limpeza) N&o identificado Meropenem verde/verde Negativo
Granja de
Pseudomonas organicos
SG02.2B1 brassicacearum (ap6s limpeza) KPC Meropenem verde/verde Negativo
Granja de
organicos
SGO 2.1 (antes da
A2 Pseudomonas monteilii limpeza) TEM, CTX-M 1 Ertapenem verde/verde Negativo
Granja de
SGO 2.2 organicos Ertapenem e
A1l (apos limpeza) Nao identificado Meropenem verde/verde Negativo
Granja de
organicos
(antes da Ertapenem e
SGO 3.1 A | Pseudomonas monteilii limpeza) TEM, CTX-M 1 Meropenem verde/verde Negativo
Granja de
organicos Ertapenem e
SGO3.2B (apos limpeza) N&o identificado Meropenem verde/verde Negativo
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Granja de

SGO 4.2 Sem identificagao organicos
C2 (ap6s limpeza) TEM Imipenem verde/verde Negativo

Granja de

organicos

SGO 5.1 (antes da
A1 Pseudomonas limpeza) TEM Ertapenem verde/verde Negativo

chlororaphis Granja de

organicos

SGO 5.1 (antes da
A2 limpeza) TEM Ertapenem verde/verde Negativo

Granja de

organicos

SGO 5.1 (antes da Ertapenem e
B1 . . limpeza) N&o identificado Meropenem verde/verde Negativo
Escherichia coli -

Granja de

organicos

SGO 5.1 (antes da
B2 limpeza) N&o identificado Ertapenem verde/verde Negativo

Granja de

SGO 5.1 Sem identificagéo ?;%?gslcgas
C1 limpeza) Nao identificado Ertapenem verde/verde Negativo

Granja de

Pseudomonas .

. ; organicos
SGO5.2A1 guariconensis (ap6s limpeza) KPC Meropenem verde/verde Negativo

Granja de

SGO 5.2 organicos
A2 Proteus mirabilis (arg')s Iimpeza) N&o identificado Ertapenem verde/verde Negativo

ranja de

SGO 5.2 organicos
B1 (ap6s limpeza) N&o identificado Ertapenem verde/verde Negativo

Granja de

SGO 5.2 Escherichia coli organicos
B2 (ap6s limpeza) CTX-M 1 Ertapenem verde/verde Negativo
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Granja de
SGO 5.2 Escherichia coli organicos
C1 (ap6s limpeza) N&o identificado Ertapenem verde/verde Negativo
Amostra fezes Ertapenem,
paciente Imipenem e
21FA2.2 _— . internado TEM, CTX- M1, KPC Meropenem azul/amarelo Positivo
Escherichia coli
Amostra fezes
paciente TEM, SHV, CTX-M 1, 9, Ertapenem e
2 IFB1 internado KPC Meropenem azul/verde-amarelado Positivo
Amostra fezes Ertapenem,
paciente TEM, SHV, CTX-M 1, Imipenem e
2 IFC1 . internado 9,KPC Meropenem verde/amarelo Positivo
Proteus hauseri
Amostra fezes Ertapenem,
paciente Imipenem e
3 IFA1 internado N&o identificado Meropenem ver/verde Negativo
Amostra fezes
Escherichia coli paciente
10 IFA2 internado Nao identificado Ertapenem ver/verde Negativo
Amostra fezes
paciente
10 IFC1 Proteus hauseri internado N&o identificado Ertapenem ver/verde Negativo
Amostra leito
10 ALB2 paciente alta TEM Ertapenem ver/verde Negativo

Fonte: autora.

Legenda: SGO: Granjas de Suinos Orgéanicos. IF: Amostra de fezes de paciente no periodo de internagado. IFA: Amostra de fezes de paciente no periodo de
alta. AL: Amostra de leito de paciente no periodo de alto. GA: Granjas de Aves.
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5.5.2 |dentificacdo fenotipica para ESBL

A identificagado fenotipica para ESBL foi realizada durante o Teste de
Sensbilidade ao Antimicrobianos (TSA), no qual foram preparadas placas de
Muller Hinton inoculadas com a solugao obtida de cada isolado dispostos sobre
o agar os discos com os antimicrobianos especificos e observado a formagéao de
um halo fantasmas entre os discos (setas vermelhas), conforme demonstrado na
Figura 51.

A sensibilidade da detecgcéo de ESBL varia com o antimicrobiano, a qual
depende da afinidade da ESBL pelo substrato presente no farmaco (BUSH;
JACOBY; MEDEIROS, 1995). Por exemplo, a ESBL b/aCTX-M tem maior
afinidade pelo Cefotaxima (MATSUMOTO et al., 1988). Ressalta-se que o Teste
de Disco Aproximacao nao € um teste fenotipico confirmatério para deteccao de
ESBL, sendo necessaria a utilizagdo de metodologias mais especificas para

possivel confirmagao.
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Figura 51. Teste positivo para ESBL, através do Teste de Disco aproximacgao.

AMC: Amoxacilina+ Acido Clavulanico 20/10 ug. Fonte:autora.

Neste estudo, a deteccao de ESBL pelo aparecimento da distor¢ao no
halo de inibicdo ou da zona fantasma, foi positivo em 14% das amostras para
Cefotaxima, 52% para Aztreonam, 36% para Ceftazidima e 68% para Cefepima.
Em 24% das amostras, ocorreu a distorcdo no halo de inibicdo para todos os
antimicrobianos testados.

Observou-se 50 isolados de granjas positivos para ESBL, dos quais 23
isolados correspondem a granja de suinos organicos, 9 isolados de granjas de
suinos, 14 isolados de granjas de aves e, 4 isolados de pacientes foram positivos
para ESBL, ndo sendo observado a presenca de ESBL nas amostras de
transportes, totalizando 50 amostras positivas para ESBL, ou seja, uma
representacao de 28,9% das amostras totais. Os dados s&o ilustrados na Tabela
6.

Tabela 6. Isolados positivos para ESBL.

Local Numero de isolados positivos ESBL
Granjas de suinos organicos 23 (antes da limpeza: 9; apos limpeza: 14)
Granjas suinos 9
Granjas aves 14
Pacientes 4
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Transportes 0
TOTAL 50 (28,9%)

Fonte: autora.

Diante dos resultados obtidos, observa-se o dominio de positividade para
ESBL em amostras de granjas de suinos organicos nas quais, 14 isolados sao
de amostras obtidas apds limpeza das granjas, assim, reiterando a discussao do
tépico 5.1, onde os resultados evidenciam a falta de qualidade dos
procedimentos de limpeza realizados no local de abrigo desses animais, os quais
apresentam a formacgao de biofilmes de dificil remogao.

Outro dado relevante, é que uma das amostras de pacientes positiva para
ESBL, corresponde a amostra 10IFA2, mesma amostra testada para a
identificacdo de carbapenemase. Essa amostra apresentou resultado negativo
tanto para o teste de carbapenemases quanto para o PCR, ou seja, nao foi
possivel identificar uma possivel resisténcia através dessas metodologias,
apenas com o teste fenotipico para ESBL. Um resultado que reitera os dados
obtidos com o Teste de Sensibilidade aos Antimicrobianos, o qual indicou a
presenca de resisténcia aos principais B-lactdmicos testados (Penicilinas,
Cefalosporinas, Carbapenémicos e Monobactamicos) para tal amostra.

Para maior compreensao das caracteristicas de cada amostra testada,
sao apresentadas no Quadro 11 a identificacdo de cada amostra obtida pelo
MALDI-ToF. Desse modo, observa-se uma presenca consideravel de amostras
de Escherichia coli positivas para ESBL, representando 41,6% das amostras
totais positivas.

O resultado obtido é compativel com a literatura, pois conforme Rupp e
colaboradores (2003), constata-se uma porcentagem consideravel de amostras
positivas para ESBL, embora a prevaléncia de ESBLs nao seja conhecida, ela
esta claramente aumentando e, em muitas partes do mundo, de 10 a 40% das
cepas de Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae expressam ESBLs e,
salienta-se que a identificacdo de ESBL em amostras de diferentes ambientes,
€ justificada pelas taxas crescentes de infecgdes nosocomiais e adquiridas na
comunidade. (WOERTHER; ANDREMONT; KANTELE, 2017).



Fonte: autora.

Quadro 11. Caracterizagdo das amostras positivas para ESBL.

Amostras Identificao MALDI-TOF
GA 11C1B1 Pseudomonas monteilii
GAI3C1A1 Pseudomonas monteilii
GAIIMC1A1 Escherichia coli
GAIlI1C1C1 Escherichia coli
GAII3C1A1 Escherichia coli
GAII3C1A2 Escherichia coli

§ GAII3C1B1 Pseudomonas monteilii
g GAI3C1A1 Pseudomonas monteilii
.g GAII2C1CA Pseudomonas monteilii
© GAII3C1D3 Escherichia coli
3 GAI3C1B1 Pseudomonas monteilii
,g GAI1C1A1 Pseudomonas monteilii
é GAI1C1B1 Pseudomonas monteilii
< GAII2C1B1 Pseudomonas monteilii
P GSI3C1A1 Alcaligenes faecalis
=E, GSIII1C1A1 Acinetobacter sp.
: GSI3C1A2 Escherichia coli
'% GSII2C1A1 Escherichia coli
S GSlll1C1B1 Proteus penneri
3 GSIII12C1A1 Proteus mirabilis
% GSlll2C1B1 Proteus mirabilis
g GSllI2C1C1 Proteus mirabilis
< GSlIl2C1D3J| Proteus mirabilis
SGO1.1A1 Proteus mirabilis
SGO1.1A2 Escherichia coli
SGO1.1C2 Escherichia coli
SGO1.2A2 Proteus hauseri
SGO1.2B3 Proteus hauseri
SGO1.2C1 Proteus hauseri
SGO03.2C1 Escherichia coli
SGO2.1A1 Pseudomonas monteilii
SGO2.1A2 Sem identificagao
SGO02.2B1| Pseudomonas brassicacearum
8 SG02.2C1 Escherichia coli
2 SGO4.2A2 Escherichia coli
S SGO4.2B1 Providencia rettgeri
E SGO5.1A2 Escherichia coli
g SGO05.1C2 Escherichia coli
.g SGO05.2B1 Proteus vulgaris
S SGO05.2B2 Proteus vulgaris
(3 SGO05.2B3 Escherichia coli
g SGO5.2A1 Pseudomonas guariconensis
g SGO1.1B1 | Stenotrophomonas maltophilia
< SGO05.2C1 Proteus hauseri
o 0 10IFA2 Acinetobacter baumannii
£ £ 13ARC Escherichia coli
é S 10IFB3 Citrobacter braakii
< 3 10IFC3 Citrobacter braakii
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Legenda: SGO: Granjas de Suinos Organicos. GA: Granjas de Aves. GS: Granjas de Suinos.

IF: Amostra de fezes de paciente no periodo de internagdo. AR: Amostra de swab retal de

paciente no periodo de alta.
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5.6 Amplificagdao dos genes de resisténcia

A partir da metodologia de PCR, foi possivel realizar a amplificacdo dos
genes de resisténcia em estudo, para todos os isolados obtidos. As amostras
positivas para os genes avaliados sao representadas na Figura 52.

Conforme disposto na Figura 53, observou-se a presenga do gene
blaTEM em 3 isolados de transportes, 44 isolados de granjas e 44 isolados de
pacientes, caracterizando que 53% das amostras totais apresentaram o gene
blaTEM. Para, o gene blaSHV observou-se a sua presengca em 3 isolados de
pacientes e, em 1 isolado de granja, ndo sendo identificado nos isolados de
transportes, portanto, representando 2% de presenga nas amostras totais. Para
os genes mcr1-5, foi identificado apenas o gene mcr -1 nas amostras obtidas e,
observou-se sua presenga em 2 isolados de pacientes, em 3 isolados de granjas,
nao sendo identificado nos isolados de transportes, portanto, representando 3%
de presenca nas amostras totais. Para os genes blaCTX-M 1,2,9 foram obtidos
54 isolados de pacientes positivos, 34 isolados de granjas positivos e 6 isolados
de transportes positivos, assim, representando 54% de presenga nas amostras
totais. Ressalta-se que na Tabela 7, os dados para o gene blaCTX-M sao
representados de forma mais detalhada para cada tipo estudado.

Para o gene blaKPC, observou-se a sua presenca em 12 isolados de
pacientes, em 33 isolados de granjas, ndo sendo identificado nos isolados de
transportes, portanto, representando 27% de presenga nas amostras totais. E
por fim, para o gene blaNDM, nao foi identificada sua presencga nos isolados

obtidos. Os dados descritos a cima sao ilustrados nas Figura 53 e Figura 54.
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Figura 52. Fotos representativas das amostras positivas para cada gene de resisténcia.

CN cTxmi AF 2F 2F  2F GAIl 4AR 7IReadIR 7AR 7AR 10FF 10FF CN  CTXM9 7R 7R TAR 7AR
ON cmmm AE O BT 61 cial Al s 62 Pl -\, CTxmMz SGO1.1 GAIl1 GAII 3 . BT €1 Bl C1

Al A1 C1A1 C1C1

M+ N GAll 17 CN KPC 2IF 2IF 10IF GSIlI
TEM+ shivs 2IFB1 2IFG1 3 3IFB RA oo o MCR 9IRC SGO SGO B9IR + Bi ©1 A3 C1ct
1+ 2+ {ic21.2C2 C1

1)Amostras representativas para o gene b/laCTX-M 1; 2) Amostras representativas para o gene blaCTX-M 2; 3) Amostras representativas para o gene
blaCTX-M 9; 4) Amostras representativas para os genes b/laTEM e blaSHV; 5) Amostras representativas para o gene mcr-1; 6) Amostras representativas
para o gene blaKPC. Fonte: autora.



Tabela 7.

Distribuicdo de genes amplificados por isolado.
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Genes Pacientes Granjas Transportes TOTAL Percentual
blaTEM 44 44 3 93 53%
blaSHV 3 1 0 4 2%

mcr-1 2 3 0 5 3%

mcr -2 0 0 0 0 0%

mcr -3 0 0 0 0 0%

mcr -4 0 0 0 0 0%

mcr -5 0 0 0 0 0%

blaCTXM1 40 18 6 64 36%

blaCTXM2 2 9 0 11 6%

blaCTXM9 12 7 0 19 11%
blakKPC 12 34 0 46 26%
blaNDM 0 0 0 0 0%
TOTAL 77 85 11 173 100%

Fonte: autora.



Figura 53. Grafico representativo da amplificagdo dos genes de resisténcia por tipo de

amostra.
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Fonte: autora.

Figura 54. Representagéo total da amplificacdo dos genes.
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Algumas amostras apresentaram mais de um gene identificado, portanto,
gerou-se a interseccgao de dados, para maior entendimento da presencga desses
genes nas amostras do estudo. Assim, observou-se que 118 amostras foram
positivas para algum dos genes em estudo. E que os genes blaTEM (23%),
blaTEM+blaCTXM1(21%),blaTEM+blaKPC (10%), blaTEM+blaCTXM1+blaKPC
(4%), blaKPC (7%) e blaCTXM1 (14%), foram os genes mais prevalentes nos
isolados obtidos durante o estudo. Estes dados sdo descritos na Tabela 8.
Ressalta-se que os dados de blaNDM nao foram plotados devido a auséncia do

gene nas amostras do estudo.
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Tabela 8. Prevaléncia dos genes de resisténcia encontrados em cada tipo de amostra.

Genes de Resisténcia Pacientes Granjas Transportes TOTAL
blaTEM 11 15
blaTEM+biaCTXM1+b/aCTXM2+blaCTXM9 0
blaTEM+biaCTXM1
blaTEM+biaCTXM2
blaTEM+b6iaCTXM9
blaTEM+blaKPC
blalEM+b/aSHV+biaCTXM1+b/aKPC+b/aCTXMI
blaTEM+blaCTXM1+blakPC
blaTEM+blaCTXM1+blaCTXMI+biaKPC
blaTEM+blaCTXM2+blakKPC
blaTEM+blaCTAM9+hlakPC
blaTEM+mecr-1+blakPC
blaTEM+ mcr-1+blaCTNX1+b/aCTMX9
blaTEM+ mcr-1+b/aCTMX-1
blaSHV+blaKPC
blaCTXM1+hblakPC
blaCTxAM2+blakPC
blaCTXM9+hlakPC
blakPC
blaSHV
blaCTXM1
blaCTXM2
blaCTXM9
Total isolados positivos
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A tabela corresponde a intersec¢éo de valores, pois algumas amostras apresentaram mais de um gene positivo. Em destaque cinza os genes mais
prevalentes. Fonte: autora.
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Todos os dados a cima esdo resumidos na Figura 55, a qual dispde os

genes mais prevalentes nos isolados obtidos.

Figura 55. Grafico dos genes de resisténcia mais prevalentes nos isolados obtidos.
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Fonte: autora.

Em relagdo as amostras de pacientes coletas no periodo de internagéo e
alta hospitalar, trés pacientes apresentaram aumento no numero de isolados
bacterianos, como ja discutido anteriormente no topico 5.1. Por esse motivo, €
dado destaque para os genes identificados nos isolados obtidos para esses 3

pacientes, assim, tal resultado é representado no Quadro 12.



159

Quadro 12. Quadro do numero de isolados positivos para determinados genes de resisténcia
para amostras de pacientes.

Paciente 7 Paciente 8 Paciente 13

CTX- | CTX- CTX- CTX-| CTX-

Genes(bla)| TEM | M1 M9 | KPC|[TEM | M1 [ SHV [TEM | M1 M2

Internagdo| 4 2 3 - 4 2 - - -

Alta 2 - 4 4 3 4 1 1 2

Legenda: Destaque em Vermelho: Paciente 7; Azul: Paciente 8 e Verde: Paciente 13

Fonte:autora

Perante tal resultado, € possivel analisar que os trés pacientes adquiriram
novos genes de resisténcia durante sua estadia hospitalar, ou seja, foram
detectados novos genes em amostras de alta, dos quais ndo foram identificados
anteriormente nas amostras de internagao. Entretanto, para o paciente 7 nao foi
identificado o gene blaCTX-M1 nas amostras de alta, o qual foi identificado nas
amostras de internacdo. Ja o paciente 13 nao fez uso de antimicrobianos
durante o periodo de internacao e, foi observado que apds a sua permanéncia
no ambiente hospitalar, foi possivel identificar diferentes genes de resisténcia
bacteriana.

Outra observagao, é que para as amostras de pacientes foram detectados
genes de resisténcia para as principais classes de antimicrobianos prescritos
para o tratamento durante o seu periodo de internagao.

Deste modo, os resultados apresentados enaltecem a intervencao direta
do microbioma do ambiente em que estes pacientes se encontravam e sua
microbiota, ou seja, € evidenciado a transmissao direta de bactérias que
carreiam esses genes de resisténcia através de procedimentos clinicos
realizados e a farmacoterapia vigente.

Ja para os outros resultados, € observado que os isolados de granjas
apresentaram destaque na positividade para blaKPC, uma carbapenemase de
extrema relevancia clinica. Porém, tal resultado se contrapde aos resultados
obtidos no Teste de Senbilidade aos Antimicrobianos (TSA), pois nesse teste
ndo foi observada uma resisténcia significativa para a classe dos
carbapenémicos. E ja, no teste Blue-Carba foi possivel identificar

carbapenemase positiva apenas em amostras correspondente ao paciente 10.
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Portanto, acredita-se que ha a presenca do gene nas amostras de granjas,
porém, nao foi possivel a sua identificagdo de forma fenotipica.

E ainda para as amostras de granjas, foi observado o predominio de
genes qua atuam através da enzima B-lactamase (blaKPC; blaCTX-M e
blaTEM). Um resultado esperado, devido a antibioticoterapia a qual esses
animais sao submetidos, tendo em destaque as principais classes de B-
lactamicos (penicilinas e cefalosporinas). Assim, demonstra-se a influéncia direta
do tratamento com antimicrobianos e surgimento de cepas com genes de
resisténcia.

Outra observagao relevante, € que nas amostras de transportes foram
identificados apenas dois genes de resisténcia (blaTEM e blaCTX-M) dos seis
testados, juntamente com as suas intersec¢des. Resultado esperado devido a
resisténcia detectada nessas amostras no TSA aos B-lactamicos, principalmente
a classe das penicilinas e cefalosporinas. Entretanto, atenta-se a permanéncia
desses genes nas amostras de granjas e pacientes, ou seja, € pressuposto que
esses genes apresentam uma transmissao de forma indireta entre paciente,
granjas e transportes, ja que os mesmos apresentam influéncias ambientais da
sua regiao de origem.

A presenca desses genes nos diferentes meios de estudo propostos, é
também descrito por Wright e colaboradores(2010), onde o ambiente é
considerado um reservatorio de microrganismos resistentes e, que este
resistoma faz parte da estrutura da populagdo microbiana global e antecede o
uso humano de antimicrobinaos (WRIGHT, 2010).

5.7 Amplificagdo dos genes de resisténcia nos microrganismos
identificados

Com a identificagao de cada isolado, foi possivel compreender a presenca
dos genes de resisténcia testados nos diversos microrganismos presentes nas
amostras coletadas. Assim, os resultados obtidos dos microrganismos
identificados com os correspondentes genes de resisténcia presentes sao

descritos nas tabelas seguintes, as quais sdo apresentadas separadamente para
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cada tipo de amostra analisada (pacientes, granjas de suinos, granjas de aves,
granjas de suinos organicos e transportes).

Para as amostras de pacientes destacou-se que para o total das amostras
positivas, 56% delas foram positivas para o gene blaTEM e 52% para o gene
blaCTX-M1. Sendo Escherichi coli o microrganismo que apresentou prevaléncia
para esses dois genes, com 39% do isolados positivos para o gene blaTEM e
35% para o gene blaCTX-M1, os quais atuam na inibicdo dos antimicrobianos (3-
lactamicos. Os dados totais obtidos para as amostras de pacientes sao descritos
no Quadro 13.

Quadro 13. Genes positivos nos microrganismos identificados nas amostras de pacientes.

Genes identificados
Microrganismos blaTEM|blaSHV| mcr-1 |blaCTXM1|bla CTXM2|bla CTXM9 | blaKPC
Escherichia coli 39% - 3% 35% 3% 10% 8%
Proteus mirabilis 1% - - 1% - - 1%
Klebsiella pneumoniae | 6% 4% - 6% - 4% 5%
Morganella morganii 1% - - 1% - - -
Hafnia alvei 3% - - 1% - - -
Providencia stuartii 1% - - 1% - 1% -
Enterobacter cloacae 1% - - 3% - - -
Klebsiella aerogenes - - - 1% - - -
Citrobacter braakii 1% - - 1% - - 1%
Klebsiella oxytoca 1% - - - - - -
Soma:| 56% 4% 3% 52% 3% 16% 16%

Fonte: autora.

Os resultados obtidos sdo compativeis com o fendtipo encontrado no
TSA, no qual foi identificada a revaléncia de resisténcia das amostras de
pacientes para a classe das Penicilinas e Cefalosporinas, as quais sdo as
principais representantes do antimicrobianos B-lactdmicos. Assim, & possivel
relatar que os genes estao sendo expressos de forma a identificar um fenétipo
correspondente.

Diversos trabalhos descrevem resultados semelhantes, como Dizaji e
colaboradores (2016) que relataram a predominancia do gene blaTEM em
isolados de Escherichia coli em amostras clinicas.

Ja o gene blaCTX-M1 é prevalente em plasmideos de Escherichia coli
(ALCOCK et al., 2020) destacando-se principalmente em amostras clinicas. Os

resultados encontrados para esse gene, também sdo demonstrados por
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Onnenberg e colaboradores (2011), os quais identificaram que 64% dos isolados
de Escherichia coli foram positivos para o gene blaCTX-M1.

Ja para as amostra de transportes foram identificados apenas 2 dos genes
testados. Portanto, das amostras positivas, 27% delas foram positivas para o
gene blaTEM e 55% para o gene blaCTX-M1. O microrganismo em destaque
para as resisténcias presente, foi Pantoa agglomerans, onde 27% dos isolados
foram positivos para o gene blaCTX-M1 e 18% positivo para o gene blaTEM,

conforme no Quadro 14.

Quadro 14. Genes positivos nos microrganismos identificados nas amostras de transportes.

Genes identificados
Microrganismos blaTEM |bla CTXM1
Enterobacter cloacae - -
Enterobacter xiangfangensis - 9%
Pantoa agglomerans 18% 27%
Cronobacter sp. 9% -
Franconibacter pulveris - 9%
Leclercia adecarboxylata - 9%
Soma:| 27% 55%

Fonte: autora.

Os resultados apresentados no Quadro 14 demonstram a predominancia
dos genes blaTEM e blaCTX-M1 nas amostras. Porém esses resultados ndo séo
compativeis com o fendtipo obtido pelo TSA, pois foi observada uma
predominancia de resisténcia a classe das Penicilinas e Cefalosporinas no
microrganismo Franconibacter pulveris e sendo identicada uma baixa
porcentagem do gene b/laCTX-M1. Assim, é possivel relatar que os genes nao
estdo sendo expressos de forma a serem identificados pela técnica de PCR ou
as bactérias apresentam genes ndo amplificados pelos iniciadores utilizados,
com isso justificando a presenca de um fenétipo de resisténcia.

Para tais amostras €& recomendada a realizacdo de técnicas de
sequenciamento para um identificacdo mais precisa e ampla dos genes de
resisténcia presentes.

Atualmente, existem poucas informagdes sobre Pantoa agglomerans,
principalmente em relagcio a presenga de genes de resisténcia nessas bactérias.

As mesmas nao sao consideradas de relevancia clinica, pois estao presentes no
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ambiente e ndo se sabe a origem da Pantoa agglomerans no ambiente
hospitalar.

Entretanto, no presente trabalho foi possivel identificar genes de
resisténcia em isolados de Pantoa agglomerans advindos de transportes de
pacientes, os quais tiverem contato direto com o ambiente hospitalar, assim,
podendo ser considerado uma das principais portas de entrada das bactérias
consideradas ambientais nos hospitais, possibilitando a disseminagcdo desses
genes de resisténcia.

Um estudo realizado por Buyukcam e colaboradores (2018), identificou
que 21,4% dos isolados de Pantoa agglomerans, obtidos de amostras de
pacientes pediatricos, foram resistentes a classe dos Carbapenémicos,
causando infecgdes nos pacientes. Apesar das discrepancias encontradas nos
resultados dos autores e no presente trabalho, principalmente em razao de
serem amostras distintas, os autores ddo énfase na influéncia da Pantoa
agglomerans como uma fonte para infecgdes adquiridas na comunidade e em
hospitais e ao baixo numero de informagdes sobre esse microrganismo.

Nas amostras de granjas de suinos observou-se que para os isolados de
Escherichia coli 26% deles foram positivos para o gene blaTEM e 5% para o
gene blaCTX-M1. Nos isolados de Alcaligenes faecalis, 16% deles foram
positivos para o gene blaTEM e 16% para blaKPC. Ja para os isolados de
Proteus mirabilis, 11% deles foram positivos para o gene blaTEM e 16% para
blaCTX-M1. E por fim, observou-se que nas amostras que nao foram possiveis
de serem identificadas, 5% foram positivas para o gene blaTEM, conforme

ilustrado na Figura 56.
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Figura 56. Genes encontrados nos microrganismos identificados nas amostras de granjas de
suinos.
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Fonte: autora.
Os resultados apresentados na Figura 56 assemelham-se aos descritos

anteriormente, principalmente em relagdo a presenca dominante dos genes de
resisténcia blaTEM e blaCTX-M1 em isolados de Escherichia coli.

Nos isolados de Alcaligenes faecalis foi identificada a presenga do gene
blaTEM, sendo também observada ESBL positiva para uma das amostras desse
microrganismo. Um resultado de extrema relevancia, pois o primeiro relato da
presenca do gene blaTEM com presenca de ESBL positiva, foi realizado por
Puah e colaboradore (2019), ou seja, sao poucos relatos até hoje sobre tal
espécie com a presencga de tais genes de resisténcia.

Ja em relacdo a presencga do gene b/laKPC nos isolados de Alcaligenes
faecalis, até o momento ndo existem relatos sobre a presenga em isolados
clinicos. Assim, provavelmente sendo o primeiro trabalho a descrever tal achado.

O mesmo ocorre para o genes identificados para os isolados de Proteus
mirabilis, os quais sdo comumentes associados a expressao dos genes: ureC,
zapA, rsmA, hmpA, mrpA, atfA e pmfA (SUN et al., 2020). Nao havendo relatos
sobre a presencga dos genes blaTEM e blaCTX-M1 em tal microrganismo.

Nas amostras de granjas de aves verificou-se que nos isolados de
Pseudomonas monteilii, 17% deles foram positivos para o gene blaTEM, 8% para
blaCTX-M1 e 8% para blaCTX-M2. Ja nos isolados de Escherichia coli, 25%
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deles foram positivos para o gene blaTEM, 17% para blaCTX-M1, 17% para
blaCTX-M2, 8% para blaCTX-M9 e 8% para blaKPC, conforme Figura 57.

Figura 57. Genes encontrados nos microrganismos identificados nas amostras de granjas de
aves.
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Fonte: autora.

Novamente os resultados sdo semelhantes para os isolados de
Escherichia coli , porém para as amostras de granjas de aves foram identificados
os gene blaCTX-M2, blaCTX-M9 e blaKPC, destacando-se a variabilidade de
genes para 0 mesmo microrganismo. Tais identificagbes sdo compativeis com o
fendtipo encontrado no TSA, o qual apresenta predominancia de resisténcia a
classe das Penicilinas e Cefalosporinas e, baixa presenga de resisténcia a classe
dos Carbapenémicos.

Em relacdo aos genes identificados nos isolados de Pseudomonas
monteilli, sdo compativeis com o fendétipo encontrado no TSA em relagdo a
resisténcia a classe das Penicilinas e Cefalosporinas. Entretanto, destacou-se a
presenca predominante dos isolados de Pseudomonas monteilii resistentes aos
antimicrobianos carbapenémicos testados no TSA e, presenca de ESBL positiva.
Porém, nenhum dos isolados de Pseudomonas monteilii apresentou positividade
para as enzimas carbapenemases, no teste Blue-carba realizado.

Assim, suspeita-se que o gene para carbapenemases nao esta sendo
expresso porém, nos testes fenotipicos ja é possivel identificar essa resisténcia.

Deste modo, para essas amostras € recomendada a realizagdo da técnica de
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sequenciamento, para uma identificacdo mais precisa dos genes de resisténcia
presentes.

Os dados totais obtidos para as amostras de granjas de suinos organicos
antes da limpeza e apds a limpeza sao descritos na Tabela 9.

Novamente, o microrganismo em destaque foi a Escherichia coli,
apresentando a maioria dos genes identificados para os dois periodo de coleta.

Nesta analise, observa-se outra vez a predominancia dos genes de
resisténcia blaTEM e blaCTX-M1 em ambas as amostras. Entretanto, destacou-
se a presenca de blaKPC em ambos os periodos de coleta e, sendo este mais
presente no periodo apds limpeza desses locais.

Para tais amostras o fenétipo se apresentou correspondente aos genes
de resisténcia identificados, principalmente, em razao da predominancia de
resisténcia a classe das Penicilinas e Cefalosporinas. Destaca-se que para o
periodo apods limpeza, foi observada uma predominancia de resisténcia,
também, a classe das Fluoroquinolonas.

Porém, o mesmo nao ocorreu para o fendtipo para a resisténcia aos
carbapenémicos, pois apenas 16 isolados dos 54 isolados obtidos em granjas
de suinos organicos foram resistentes a um dos carbapenémicos testados, ou
seja, uma representacao de quase 30% da amostras. Essas amostras foram
negativas no teste Blue-Carba, portanto, ndo apresentam enzimas
carbapenemases. Mas, a partir dos resultados com a técnica de PCR, identificou-
se a presencga do gene e, acredita-se que na maioria das amostras ha expresséo
do gene, porém de forma que ainda nao seja possivel a observacao do seu
fendtipo nos testes realizados. Apenas em algumas amostras foi observado

referido fendtipo.



Tabela 9. Genes encontrados nos microrganismos identificados nas amostras de granjas de suinos organicos.

Genes ldentificados

Microrganismos blaTEM | blaSHV | mcr1 |blaCTXM1|bla CTXM2|bla CTXM9|blaKPC

Pseudomonas monteilii - - - - 5% - -
Escherichia coli 33% 5% 5% 14% - 5% 19%

§ = Sem identificagéo 5% - - 5% - - -
S N Proteus mirabilis 14% - - - 5% 5% 10%
g E‘ Stenotrophomonas maltophilia - - - - 5% - 5%
9 T'u Acinetobacter gerneri 5% - - - 5% - 5%

@ 'g Morganella morganii 5% - - - - - -
52 Burkholderia cepacia - - - - - - 5%
OIS Soma:| 62% 5% 5% 19% 19% 10% 43%
Escherichia coli 27% - 6% 12% 3% 12% 33%
T’;“:\ Sem identificagao - - - 3% - - 3%
g Proteus penneri - - - - - - 3%

. Proteus mirabilis 3% - - - - - -
~§ Ochrobactrum intermedium 3% - - - - - 3%
< Proteus hauseri 3% - - - 3% - 3%
§ Morganella morganii 6% - - - - - 6%
= Pseudomonas brassicacearum - - - - - - 3%
g Proteus penneri - - - - - - 3%
2 Providencia rettgeri - - - 3% - - 3%
@ Pseudomonas guariconensis - - - - - - 3%

s Proteus vulgaris - - - 3% - - -
0 Soma:| 42% 0% 6% 21% 6% 12% 64%

167
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5.8 Determinagao da Concentragao Inibitéria Minima para Polimixina B

Foram testadas 31 amostrasno ensaio de CIM para polimixina B, as quais
correspondem a 6,4% de isolados obtidos em amostras de transportes, 38,7%
de granjas de suinos organicos (apos limpeza), 19,4% de granjas de suinos,
13% de granjas de suinos organicos (antes da limpeza) e, 19,4% de pacientes.
Para essa analise, obteve-se concentragdes entre 0,25 a 4096 pug/mL.

Diante disso, 58% das amostras testadas foram resistentes a polimixina
B, seguindo o ponto de corte estabelecido pelo BrCAST. Sendo que 55,5% das
amostras resistentes foram de isolados de Escherichia coli, 27,7% de
Alcaligenes faecalis, 11,1% de Ochrobactrum intermedium e 5,5%
Stenotrophomonas maltophilia.

Destaca-se que 80% dos isolados positivos para o gene mcr 1 testados
apresentaram resisténcia a Polimixina B, sendo todos isolados de Escherichia
coli.

Todas as amostras que apresentaram crescimento de col6nias dentro do
halo no teste de triagem com a colistina, foram sensiveis a polimixina B. Ja as
amostras que foram resistentes no teste da colistina, 77,7% das mesmas foram
resistentes a Polimixina B. Os resultados descritos s&o representados na Tabela
10.



Tabela 10. Concentragao inibitéria Minima para Polimixina B.
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Tipo de
amostra Microrganismo CIM (pg/mL) Interpretacao
Enterobacter
Transporte xiangfangensis 2 Sensivel
Enterobacter
Transporte Xiangfangensis 2 Sensivel
Granja de
organicos
(Depois da
(—C; limpeza) Escherichia coli 0,25 Sensivel
-g Granja de
c suinos Sem identificacao 0,25 Sensivel
& | Granjade
S organicos
§ (Depois da Pseudomonas
= limpeza) brassicacearum 1 Sensivel
8 Granja de
@ organicos
= | (Depois da
g limpeza) Escherichia coli 0,5 Sensivel
< Granja de
organicos
(Depois da
limpeza) Sem identificacao 0,25 Sensivel
Granja de
organicos
(Depois da
limpeza) Escherichia coli 0,5 Sensivel
Paciente Escherichia coli 16 Resistente
E Paciente Escherichia coli 16 Resistente
< Granja de
<§ organicos
° (Antes da
S limpeza) Escherichia coli 16 Resistente
g’ Granja de
£ organicos
8| (Depoisda
@ limpeza) Escherichia coli 32 Resistente
= Granja de
o} organicos
E (Depois da
limpeza) Escherichia coli 0,25 Sensivel
% Paciente Escherichia coli 16 Resistente
& 2 Paciente Escherichia coli 16 Resistente
§ 2 Paciente Escherichia coli 16 Resistente
o 3 Acinetobacter
&3 Paciente baumannii 0,25 Sensivel
8 2| Granjade
gL aves Escherichia coli 0,25 Sensivel
Qo .
g c Granja de
2 .g suinos Alcaligenes faecalis 4 Resistente
@ g | Granjade
=2 suinos Alcaligenes faecalis 32 Resistente
g Q| Granjade
< organicos Escherichia coli 32 Resistente




(Antes da
limpeza)

170

Granja de
organicos

(Depois da
limpeza)

Escherichia coli

4096

Resistente

Granja de
organicos

(Depois da
limpeza)

Pseudomonas
chlororaphis

0,25

Sensivel

Granja de
organicos

(Depois da
limpeza)

Sem identificagao

Sensivel

Granja de
organicos
(Antes da
limpeza)

Escherichia coli

32

Resistente

Granja de
suinos

Alcaligenes faecalis

16

Resistente

Granja de
suinos

Alcaligenes faecalis

32

Resistente

Granja de
suinos

Alcaligenes faecalis

32

Resistente

Granja de
organicos
(Antes da
limpeza)

Stenotrophomonas
maltophilia

256

Resistente

Granja de
organicos

(Depois da
limpeza)

Ochrobactrum
intermedium

32

Resistente

Granja de
organicos

(Depois da
limpeza)

Ochrobactrum
intermedium

32

Resistente

Fonte: autora.

Os resultados obtidos ressaltam novamente a resisténcia presente nas

amostras de granjas de suinos orgénicos no periodo apos a limpeza, a qual

apresentou uma porcentagem de resisténcia a polimixina B superior em

comparagao as outras amostras testadas. Uma das hipoteses é que a limpeza

também remove a matéria organica presente, a qual pode inibir a PCR ou reduzir

a representatividade dos microrganismos na cultura.

Através do CIM realizado observou-se coeréncia dos resultados obtidos

para os isolados positivos para o gene mcr1, onde 80% das amostras testadas

apresentaram resisténcia a polimixina B, assim, o gene mcr1 foi expresso de

forma a observar o fendtipo de resisténcia através do presente teste. E, também,

indicando a efetividade da técnica de PCR.
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A mesma analise foi realizada nos isolados resistentes no teste de triagem
com a colistina, pois, 77,7% dos isolados que apresentaram resisténcia a
colistina também apresentaram resisténcia a polimixina B, assim, sugere-se a
efetividade do teste com a Colistina (“Colistin- Drop Test”).

A resisténcia a polimixina B indentificada em tais microrganismos destaca-
se a predominnancia de 55,5% em isolados de Escherichia coli, sendo esse um
resultado compativel com a literatura cientifica. Pois segundo Wang e
colaboradores (2020), as polimixinas tém sido frequentemente usadas para o
tratamento de infec¢gdes causadas por bactérias Gram-negativas MDR. Nos
ultimos anos, as resisténcias aos antimicrobianos polimixina B e colistina
aumentaram em isolados de Escherichia coli.

Ja em relagédo a presenca do gene mcr-1, Peng e colaboradores (2019)
ressaltam a associagdo de tal gene a resisténcia a colistina, sendo esse o
primeiro gene de resisténcia a colistina transmitido por plasmideo movel
descoberto e, é o tipo de mcr predominante na China. Ja no estudo realizado por
Wang e colaboradores (2020), todos os isolados de Escherichia coli resistentes
a polimixina B foram positivos para mcr-1, o que é consistente com pesquisas
anteriores (PENG et al., 2019).
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6. SUMARIO DE RESULTADOS

v Foi obtido um total de 256 isolados bacterianos correspondentes
as amostras de granjas, pacientes e transportes. Desses, 173
(68%) isolados eram de Bacilos Gram-negativos, os quais foram
utilizados no presente trabalho.

v" 13% dos isolados totais foram caracterizados como bacilos Gram-
negativos nao fermentadores de glicose.

v" Observou-se que apenas 6% dos isolados obtidos correspondem
as amostras de transportes, 50% para as amostras de granjas e
44% para as amostras de pacientes.

v" Nos 173 isolados foram encontrados majoritariamente Escherichia
coli (51%), a qual é caracterizada como um microrganismo de
grande prevaléncia em amostras de carater clinico e/ou de origem
fecal.

v' Predominantemente 87% das amostras pertecem a ordem
Enterobacterales.

v' Para as amostras fermentadoras de glicose observou-se que os
isolados apresentaram resisténcia as seguintes classes de
antimicrobianos: 73% as Penicilinas, 55% as Cefalosporinas, 8%
aos Carbapenémicos, 18% aos Monobactamicos, 41% as
Fluoroquinolonas, 39% aos Aminoglicosideos, 3% as tetraciclinas
e 59% a classe de Agentes Diversos(Fosfomicina 200ug,
Nitrofurantoina 100ug e Sulfametoxazol +Trimetoprim 23,75/1,25
Mg), a qual é definida pelo BrCAST.

v' Para as amostras de bacilos Gram-negativos ndo fermentadores
de glicose (BGN-NF) observou-se que os isolados apresentaram
resisténcia as seguintes classes de antimicrobianos: 91% as
Cefalosporinas, 83% aos Carbapenémicos, 83% aos
Monobactamicos, 100% as Fluoroquinolonas e 100% a classe de
Agentes Diversos (Sulfametoxazol + Trimetoprim), a qual é definida
pelo BrCAST.
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v" O microrganismo predominante nas amostras foi a Escherichia coli,
a qual apresentou resisténcia de 72% a classe das Penicilinas,
43% as Cefalosporinas, 3% aos Carbapenémicos, 20% aos
Monobactamicos, 44% as Fluoroquinolonas, 39% aos
Aminoglicosideos, 1% as Tetracicilinas e 48% aos Agentes
Diversos (Fosfomicina, Nitrofurantoina e
Sulfametoxazol+Trimetropim).

v' Foram obtidos 50 isolados de granjas positivos para ESBL, dos
quais 23 isolados correspondem a granja de suinos organicos, 9
isolados de granjas de suinos e 14 isolados de granjas de aves e,
4 isolados de pacientes foram positivos para ESBL, ndao sendo
observado a presenca de ESBL nas amostras de transportes.

v' 31 amostras apresentaram resisténcia aos carbapenémicos no
TSA e, dessas apenas 3 amostras foram positivas para a enzima
carbapenemase, por meio do teste de deteccdo rapida de
carbapenemases direto de placas de cultivo.

v" Observou-se que 31% dos isolados obtidos apresentaram o gene
blaKPC, 53% para o gene blaCTX-M do tipo 1,2 e 9, 53% para o
gene blaTEM, 3% para o gene mcr-1, 2% para o gene blaSHV e
por fim, ndo foram identificados isolados positivos para o gene
blaNDM.

v" 130 amostras foram positivas para algum dos genes em estudo. E
que os genes blaTEM (20,7%), blaTEM+blaCTXM (22,6%),
blaTEM+blaKPC (9,2%), blaTEM+ blaCTXM+blaKPC (12,4%),
blaKPC (8%) e blaCTXM (13,9%) foram os genes mais prevalentes
nos isolados obtidos durante o estudo.

v' Para as amostras de pacientes destacou-se que para o total das
amostras positivas, 56% delas foram positivas para o gene blaTEM
e 52% para o gene blaCTX-M1. Escherichi coli foi o microrganismo
que apresentou prevaléncia para esses dois genes, com 39% do
isolados positivos para o gene blaTEM e 35% para o gene blaCTX-
M1.
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v' Para as amostra de transportes foram identificados apenas 2 dos
genes testados. Portanto, das amostras positivas, 27% delas foram
positivas para o gene blaTEM e 55% para o gene blaCTX-M1. O
microrganismo em destaque para as resisténcias presente, foi a
Pantoa agglomerans, onde 27% dos isolados foram positivos para
o gene blaCTX-M1 e 18% positivo para o gene blaTEM

v Nas amostras de granjas de suinos observou-se que para os
isolados de Escherichia coli, 26% deles foram positivos para o
gene blaTEM e 5% para o gene blaCTX-M1. Nos isolados de
Alcaligenes faecalis, 16% deles foram positivos para o gene
blaTEM e 16% para blaKPC. J& para os isolados de Proteus
mirabilis, 11% deles foram positivos para o gene blaTEM e 16%
para blaCTX-M1. E por fim, observou-se que nas amostras que nao
foram possiveis de serem identificadas, 5% foram positivas para o
gene blaTEM.

v" Nas amostras de granjas de aves verificou-se que nos isolados de
Pseudomonas monteilii, 17% deles foram positivos para o gene
blaTEM, 8% para blaCTX-M1 e 8% para blaCTX-M2. Ja nos
isolados de Escherichia coli, 25% deles foram positivos para o gene
blaTEM, 17% para blaCTX-M1, 17% para blaCTX-M2, 8% para
blaCTX-M9 e 8% para blaKPC.

v" Na amostras de granjas de suinos organicos, o microrganismo em
destaque foi a Escherichia coli, apresentando a maioria dos genes
identificados para os dois periodo de coleta. Com tais resultados,
observa-se outra vez a predominancia dos genes de resisténcia
blaTEM e blaCTX-M1 em ambas as amostras. Entretanto,
destacou-se a presenca blaKPC em ambos os periodos de coleta
e, sendo este mais presente no periodo de apos limpeza desses
locais.

v' Para a determinagdo da concentragdo minima para Polimixina B ,
foram testadas 31 amostras, as quais correspondem a 6,4% de
isolados obtidos em amostras de transportes, 38,7% de granjas de

suinos organicos (apos limpeza), 19,4% de granjas de suinos, 13%
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de granjas de organicos (antes da limpeza) e, 19,4% de pacientes.
Assim, obteve-se concentragdes entre 0,25 a 4096 pg/mL.

58% das amostras testadas foram resistentes a Polimixina B,
seguindo o ponto de corte estabelecido pelo BrCAST. Sendo que
55,5% das amostras resistes foram de isolados de Escherichia coli,
27,7% de Alcaligenes faecalis, 11,1% de Ochrobactrum

intermedium e 5,5% Stenotrophomonas maltophilia.
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7. CONCLUSAO

Considerando os resultados obtidos, foi possivel compreender a influéncia
dos diferentes ambientes na disseminagdo de MRA. Portanto, a coleta de
amostras de granjas de animais e do ambiente hospitalar possibilitou descrever
a disseminacdo das resisténcias no estado de Santa Catarina, com base no
contexto de saude unica (“One health”), apesar das limitagdes encontradas,
como baixo numero de amostras, e incompatibilidade entre fenétipo e gendtipo
de determinados isolados.

As amostras caracterizam-se como 50% advindas de granjas de animais,
das quais ha predominancia de amostras de granjas de suinos organicos. Tais
amostras foram obtidas em dois periodos de coleta, destacando-se a obtencao
de maior numero de isolados no periodo de coleta apos a limpeza de abrigo
desses animais.

Diante disso, isolados resistentes as Penicilinas (73%) e as
Cefalosporinas (55%) foram predominantes em amostras de granjas de suinos
organicos do periodo apds limpeza, tendo como principal microrganismo
identificado a Escherichia coli (51%), com a prevaléncia dos genes de
resisténcia blaTEM (53%) e blaCTX-M1 (36%).

Referente as amostras advindas de pacientes, evidencia-se que trés
pacientes adquiriram novos genes de resisténcia durante sua estadia hospitalar,
ou seja, foram detectados novos genes em amostras de alta, dos quais néo
foram identificados anteriormente nas amostras de internacdo. Assim, tais dados
salientam a importancia direta do meio ambiente na transmissado de genes de
resisténcia, principalmente tratando-se do ambiente hospitalar.

Portanto, todas as técnicas utilizadas para a deteccdo de microrganismos
resistentes aos antimicrobianos apresentaram-se eficazes, porém, para
amostras em que ha presenga dos genes de resisténcia mas nao o fenétipo do
TSA, recomenda-se a técnica de sequenciamento para a confirmacdo dos

resultados obtidos.
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8. SUGESTOES

Realizar a CIM para determinados antimicrobianos para os
isolados que apresentaram diferenga entre fendtipo e gendtipo
identificados. Caso, o teste CIM nao apresente os resultados
esperados, recomenda-se 0 sequenciamento completo das
amostras, para a confirmagao da presencga de genes de resisténcia
bacteriana nao testados no presente trabalho.

Proporcionar o feedback dos resultados encontrados nas granjas
de suinos organicos. Para recomendar-se novos protocolos de
higienizagao desses locais, conforme é preconizado pela Embrapa
(2013). Sendo necessaria uma regulamentagcdo nacional para o
monitoramento desses procedimentos de limpezas.

Sugere-se um maior controle dos processos de higienizagao e
desinfecgao realizados nos transportes de pacientes, sejam esses
transportes de emergéncia ou ndo. A conscientizagdo e
preocupacao dos motoristas sobre o assunto foi observada durante
as coletas. Portanto, é necessario o desenvolvimento de projetos
de extensdo ou de pesquisa que envolvam a realizacdo ou
ensinamento da higienizagdo de modo adequado desses veiculos.
O treinamento pode seguir as diretrizes do documento da CCIH
(2007), em que sao descritos os processos de limpeza e
desinfecgao diaria em transportes de carater emergencial.
Viabilizar os resultados encontrados nas amostras de pacientes a
CCIH do hospital universitario da UFSC, para elaboragdao de
protocolos e treinamentos de contingéncia da disseminagcédo de

bactérias resistentes aos antimicrobianos no ambiente hospitalar.
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ANEXO1
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVEE E ESCTARFCIDND PARA PACTENTES

Tituloe do Projeto: Thndmica da cireulacio de microrganizmos resiztentes aos antimicrobianos entre ambientes
hospitalares e de criacio animal.

Wocé esta sendo comvidade a parficipar como voluntinio do trabalho de pesquisa: Dindmica da circulagde de
microrganismos vesistentes @os antimicvobianos emtre ambientes hospitalares e de oriagde amimal. Estamos
consultando vocéd sobre a possibibidade de unibracio de swabs de mdos, swabs nasas e amostras de fezes,
previamente coletados para a pesquiza de bacténas e genes de resisténciz antmicroblana, frenfe 2 este Temo de
Consenfimento h‘TEE:EJIdmd’D{I‘CI.E} qu.eetambmumpedldﬂdeamnnza;mpmumdem
biologicas neste projeto de pesqusa.

Para voce decidr se gusm'iadeparti:ipare autoriza o uwso dessas amostras nas im&?tiga-;ﬁa pmpuita_»nﬂte
projeto de pesquisa, vooe preciza conhecer os objetivos deste projeto, oz beneficios, nscos e cuns&qu.emlas Apos
receber todas as mformagdes abaixe, vocé podera formecer o seu consentimento de participagio ou nde, sende que em
caso de aceite solicitaremos sua assinstura, data e local neste TCLE.

PROPOSITO (OBJEITVOS) DO PROJETO DE PESQUISA

Devido 3 importancia do uso de antimmerobiznes (que vocé deve conhecer come antbichess) na mdusina
ammal & a0 cresciments do mimmers de microrgamsmos resistentes aos antbioticos (MEA) na saude hwmana, neste
projete o objetivo puncipal € compreender o papel do ambiente hospitzlar & da enagdo animal na ecologa da
cirenlagdo de penes de resisténcia acs antibioficos staves do estudo de penes de resisténcis (resistoma) empregando
metodos conberidos como metagendmmca. Isso peroutna poncipalmente: 3) compreender o papel do ambiente
hospitalar e da eriagao animal na ecologma da ciroulagio de resistencia aos anhibictcos; b) fomecer novos dados para o
sistema de vigilancia e analise, amplizndo o3 locals a serem testados e fomecendo uma caracterizacio mers completa
deos mesmos.

Para 1550 uma analise microbiana ser3a realizads a parfir de amostras obtidas de paclentes imternados no
Hospatal Unmversitano (HUT) Pelydore Emam de S3e Thiage onundos do ceste do estade de Santa Catarma, um des
seus farmhares, sistemas de trapsporte desses individuos e suzs casas. Em paralelo, oifo gramjas de suinos & oito
granjas de aves de corte no ceste de Santa Cataring (representando mans de 20000 suines e 400,000 aves) participario
do estudo através de amostras obtidas dos albergues dos amomans, do sistema de drenagem das pramjas e dos
cudadores dos ammans dessas gramgas.

PROCEDIMENTOS DO PROJETO DE PESQUISA

Para o caso especifico deste TCLE serao wimtzdos pacientes em mternagio atual mo HU provementes do oeste
de Santa Catanna para apresentar o projeto infitulade “Dindmica da circulagde de nicrorganismos resistentes aos
antimicrobionos entre ambientes hospitalaves e de criagde animal”, comndando tais swertos a parficiparem como
voluntarnios neste trabalho de pesqusa. Oks swertos receberdo todas as mformagdes sobre este projeto. Uma vez acerta
sua parhicipacdo, sera realizada a coleta de swabs e fezes em duas ccasifes: no meomento da internagio & na alta. Os
swabs serdo coletados apmdznmednrm(mmtemcmdﬂmﬂpmamﬂamlﬂa de fezes). Estas
amostras consistem no wso de um disposifive parecido a um cofonete que sera colecado em contato com a superficie
de suas nannas ou reto. Afraveés de menimentos eweulares e de ir & vir serdio coletadas as amestras citadas.
Adicionalmente, sera solicitada tambem wma amostra de fezes obtida de forma espontinea em frasco especifico para
tal procedmmento & formemdo pela equipe de pesqusa. Finabmente, wns amostra de swab serd coletada da casa do
paclente aos 3 meses da alta, sendo ela coletada do sistema de drenspem da pia da cominha. Os procedimentos nio
produzrac nenbim tipo de dor, mas podem apresentar alzuwm desconforto, e as amostras coletadas serdo codificadas
visando o sigilo do nome do doador das amostras. As amostras coletadas servirdo para analises de caractenzacio dos
mucTorgamsmos presentes nesses locars anatémmcos, realizades atraves de tecmicas conhecidas como metagendmmea e
técmicas de culhwra de mucrorzamsmos conbecidas como microbiologicas. Uma amostra adicional de cada tipo e local
coletado servara para formar um biorepositonio, o qual esta explicitado pa contirmagso.
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BIORREPOSITORIO

Devado a que as técmcas a serem empregadas nas analizes descritas sdo dlspendmc-,a_-, sendo os procedimentos
dessas analises constantemente melhorades pela commmdade cientifica, & que o projeto emvolve uma logistica tambem
dispendiosa, esta planejado a fmma.gm de um bmrrepusnmn com amostras coletadas dos individuos participantes.
E=se biorrepositorio consiste mum conpunto de amostras gue s3o gusrdadzs pelos pesqusadores com a finahidade de
uso durante o presente projeto de pesqunsa mas tambeém com a possibibdade de wso em futuros projetos. Dhirante todo
o tenpo de exsténcia do blomeposttono ele se13 de responsabihdade da Universidade Federal de Santa Catarina =
perenciado pelos pesqusadores responsiavels do presente projeto (citados abaixe). A assmaturzs do presente TCLE
permiti::iuu_mmsmmmacm&cgﬁudﬁﬂbimpﬁﬂéﬁoemdhmdmmamgi}do
presente projeto. Caso esse hiomrepositono seja considerado para uso projetos fuhwros, tais projetos deverdao ser
aprmadnsp:m:lﬂmpdﬂmnntedﬂehcaempﬂqubammehmmnu’ d.aUFSCEmmm:Lal (JEHE':ESM) &
postenorments, voce sera contatado para ser apresentado a essas novas pesquusas, decidir confirmar ou n3o a sua
participagic, & permifir ou 030 o uso dessas amostras ja colludas.

RISCOS

Toda pesqusa com seres humanos tE:u.alglm:la possibilidade de nsco. Mas, com}nauﬂmprew.mnenhlm
exame ou procediments invasmo além dos swabs nasais e retals neste projeto de pesquisa, entio, ndo estio previstos
riseos Imediatos com a sua participagio alsm de, umcaml:e algum grau baixo de desconforto durante a reahza;a-}
do swab nasal e'on retal. As amostras coletadas servrdo para as anahses metagendmmcas e microbiologicas, as quais
serio ammarenzdas de forma siglosa. Porém mesmoe que mimime, onentames da possibilidade de niseo da quebra da
sigile, mediante situagio especifica, o gual serd evtizde atraveés do acesso restrito 3 base de dados & 3 ndo
wdentificagdo dos pacientes nas publicagdes e, caso ocomra, serdo tratados em termos lezals, pelos pesqmsadores.

CUSTOS

Emﬁ@mmnﬁén&tﬁmﬁqﬂrmﬂamfmdﬂmﬁmﬁupﬂraﬂmﬁra
participagic neste projeto de pesquiza e, caso 1550 venhs a ocower de forms extracrdinaria e inesperada, vocé serda
ress-aruduemt&mmlegals por esta pesqusadora. Semreralgumprqmzommalmlmamﬂdecmmteda
pesquisa, voce podera solicitar mdemizacio de acordo com a legislacio wigente Ammda assim a pesquisadora
{:ﬂmprmte—secumnmmlpzimuruda_amdgmr_iascunﬁdasnoﬁiteusﬁ'SeIV#darefmidarﬂulumquereg&m
termo. A mua parficipacdo neste projeto de pesquusa & voluntana, vocé deve se senfir confortavel a desistr da pesquisa
a qualquer momento, sem nenhum nsco de prejudicar seu atendiments ou sefrer alsuma penalidade ou prvilégo.

SIGILO E CONFIDENCIALIDADE

A equupe da pesquusa afinma a vocdé que serdo aplhicados todos os procedimentos necessanos para manfer o
SIGILO E CONFIDENCIALIDADE dos seus dados pessoals como pariicipsnte da pesquisa asaim como dos
resultadeos obbdos com a anahse das suas amwstras. Todas as informzcbes deste projeto de pesquiza serdo
confidenciars, em nenhum momento durante o desemvolvimento desta pesqusa voce sera identificado (). O sen nome
nio sera drvulzado em menbume cwcunstincia. Para menter esta confidencizbdade, a equpe do pesguisador
responsavel arquivara uma via deste TCLE assmado em siplo absohito.

BASES DA PARTICIPACAQ VOLUNTARIA (direito a recusa ou abandona)
E mmpertante gue vocé satha que a suz parhicipagio neste projeto de pesquusa & completamente voluntana.

mpﬂ&r&mnuapmtﬂpuuummmm&mmm em qualquer faze da pesquisa, sem penahzacio alpuma e
sem prejuizo algum para vece. Parz 1sso, basta vocé enfiar em contato com o pesquisador desse estudo, conforme

nome e contatos a continuagcio.

DEVOLUTIVA DE RESULTADOS

Informamos que os resultadeos da pesqmisa serdo fomados pablicos por mele de publicagio mediante
relatonos, arhgos, apresentagdes em eventos clentifices efou divulzagio de outra naturera. Rerferames que em todas
as publicagdes ou divulgapdes, serdo feifas mantendo o ziglo e a confidenciahdade dos dados referentes a
wdentificacao dos parhcipantes da pesquisa.

GARANTIA DE ESCLARECIMENTOS

Voce também tem todo o tempo neceszano que precisar, e quiser, para ler & analizar este TCLE. A pessoa
responsavel por explicar e obter as assinatas neste documento, e que lhe explicou claramente o contends destas
mmformagtes, também se coloca 3 disposicio para responder todas as suas perguntas sempre que precisar e frver novas
dimidas. Viocé também tem a hberdade de contatar os pesquisadores responsavels do projeto de pesquisa toda vez que
SNty Decessaro.

Como garantia, este Temmo de Consentimento Livie e Esclarecido se13 impresso em duas wias, sendo que
vocé ficara com posse de uma, assinada e rubncada pelos pesquisadores. Carde sua via, pois esta The fomece
mformacdes de contato & garanfe seus diverfos como parficipante na pesqusa. Para finalizar, declare que toda esta
pesquisa esta adequada com 3 Resohigdo do Consslbo Macional de Sande sob o n® 466, de 12 de dezernbro de 2012,
que aprova as dreimnzes e nommas regulamentadoras de pesquusas envelvendo seres nmanos.



DADOS DS PESQUISADORES RESPONSAVEIS PELO PROJETO DE PESQUISA:
Nome conpleto: Thais Cnstme Marques Smeero

Professora Pesqusadora, Microbologista Celular & Molecular

Dioc.de Identificacio: 024.292 24509

Enderego completo: Unrversidade Federal de Santa Catanna, Campus Trndade. Departamento de
Analises Climeas, Centro de Ciéncias da Sande

Enderego de emal: thans simceroigufze br

Telefones: (48) 3721-3474 / 999192240

Nome completo: Carlos Rodnge Zarate Bladés

Professor Pesquesador, Inmmologista Celular e Molecular

Doc.de Identificagde: V294677-C 2724 633.348-16

Enderego completo: Setor F, Bloco A, Depto de Microbiologia, Iommelogia e Parasitolozia, MIP;
Unrversidade Fedesal de Santa Catarina, Canpus Trindade.

Enderego de emal: zarate bladesiufse br

Telefonss: (48) 3721-5210

Comité de Etica Pesquisa com Seres Humanos (CEPSH) — O CEPSH é um orgio colemiado interdiserplinar,
debberativo, consuliive e educatmvoe, vinculade 3 Unmersidade Federal de Santz Catanna, mas mdependente na
tomada de decistes, cnado para defonder os Inferesses dos parficipantes da pesquisa em mia intesridade e dipruidade &
para contnbuir no desenvohimento da pesqusa dentro de padrdes éheos. Vocé pode contatar o CEPSH mo semunte
endereco: Universidade Federal de Santa Catanina Prédio Retoria IT (Edificio Santa Clara), Horanos:10 as 12h e 16
as 18k, R Desembargador Viter Loma, n® 222, zala 401 — Trindade, FlonangpelsSC, CEP: 88.040- 400, Contato:

(487 3721-60%4 cep propesqidicontato.ufse by
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IDENTIFICACAO E CONSENTIMENTO DO VOLUNTARIO:
Nome completo
Dioc. de Identificaciio

IDENTIFICACAOE ASSENTIDNENTOANTENCIA DF PARTICIPANTE VULNERAVEL:
(Ounande se irafar de pepulagdo vulneravel)

MNome completo (ou outra manifestacio para identidade)
Dioc. de Identificacdo (se for o caseo)

IDENTIFICACAO E AUTORIZACAO DO RESPONSAVEL LEGAL:
(Ouande se marar de populagde vulnerdvel)

MNome completo
Doc. de Idennficacdo
Tipo de representacio:

CONSENTIMENT O POS-INFOBMADOD:
“Declaro que. emy /[ concordel em parhcipar, na quahidade de participante do projeto de pesquisa mibtulado
“Dinamica da circulagde de microrganismes resistentes aos antimicrobianos enfre ambientes hospitalares e de
criagdo amimal *, apos estar devidamente informado sobre os objetrvos, as finalidades do estudo e os termos de minha
participagio assino o presente Termo de Consentimento Livre e Esclarecide em duas wias, que serdo assmadas
também pelo pesquizador responsavel pelo projeto, sendo que wma copla se destina 3 mim (partopants) & 2 ouba 2o
pesquisader.”
“As informagdes forpecydas aos pesquisadores serao ublizadas na exata medida dos objetivos e finalidades do
projete de pesqusa, svenda que punha denfificacdo sera manfida em mglo e sobre a2 responsabibidade dos
proponentes do projeto.”
“Mic receberel nenmhma renumeracio e ndo tersl qualquer dmus finaneeio (despesas) fingdio do meu
consentimento espontines em participar do presente projeto de pesquisa.”™
“Dieclaro que eston clenfe que parte das amostras coletadas servirio para a formacio de um bictrepositono que ficard
sob responszbilidade da UFSC & gerenciamento dos pesquisadores responsavels da pesqusa As amostras desse
bisrepositono poderdo ser empregadas para os fins do Dresente projeto de pesquiza & com pnssibiljdade de serem
usadas em projetos fuhwros. Sendo sste ultimo o caso, eu serel confztade para conhecer tals pesquisas novas e decudir
ou ndo minha paricipacio e uso ou ndo das amostras desse ormrepositane formado.™

“Independentemente deste consentmento, fica a:segmadn men direifo 3 retrar-me da pesquisa em qualqum
momento & por qualoguer motivo, sendo que para 1550 comumicarel minha decisio a um dos proponentes do projeto
acima citados.”™

Aszinatura do veluntario

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

Assinatura do Pesquizader (Thais Cristine Margues Sincerco)

Flonanopolis, de de 2019,
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11. APENDICE B - Parecer Consubstanciado do Comité de Etica em
Pesquisa.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE £ Plabaforma
SANTA CATARINA - UFSC %ﬁﬂ

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Circulagiio de microrganismos resistentes aos anfibidticos entre ambiente hospitalar
de criagio animal

Pesquisador: Thais Cristine Margues Sincerg

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 10282619.5.0000.0121

Instituigao Proponente: Universidads Federal de Santa Catarina
Patrocinador Principal: Fmanciamento Praprio

DADOS DO PARECER

Mumero do Parecer: 3.319.640

Apresentacdo do Projeto:

Trata-se de um Projeto de pesquisa dos Professores Thals C. M. Sincero, Carlos R. Zarate Blades &
Gislaine Fongaro do Departamento de Andlises Clinicas (ACLICCS) e Departamento de Microbiologia e
Parasitologia (MIP/CCE). E um estudo prospective, com previsiio de 440 participantes que serfio
submetidos a uma coleta de swabs e fezes em duas ocasides: no momento da sua internagio € na alta. Os
swabs serfio coletados a partir das narinas com o uso de um dispositivo parecido a um cotonete.
Adicionalmente, serd solicitada tambeém uma amostra de fezes obtida de forma espontdnsa em frasco
especifico. Finalmente, uma amostra de swab sera coletada de sua casa aos 3 meses da alta, sendo ela
coletada do sistema de drenagem da pia da cozinha.

Objetivo da Pesquiza:

Objetive Primiério:

Compreender o papel do ambiente hospitalar & da criagiio animal na ecologia da circulagio de genes de
resisténcia aos antimicrobianos através do estudoe do resistoma por metagendmica.

Objetivo Secunddrio:

1. Analizar a presenga de MRA nas amostras estudadas (pacientes, familiares, agricultores & ambients), de
forma detalhada atraves do uso do sequenciamento por nanoporos, ferramenta de Gltima geragéo para
estudos de metagendmica. 2. Determinar um modelo para circulagio de MRA

Enderago: Universidade Faederal de Sanla Calaina, Prédio Reilora I, R: Dessmbangador Vitor Lima, n® 222, sala 401
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no Estado de Santa Catarinag, entre granjas & hospital.3. Obter dados mais realistas sobre a contaminagio
ambiental por MRA de granjas e do hospital para o ambiente; 4. Colaborar com a melhora das agbes para
reduzir o desemvolvimento e a disseminagio de MBA em Santa Catarina, com especial &nfase nos locais
estudados e atraves dessas agbes, influenciar positivamente na salde coletiva da populagio do nosso
Estado 5. Colaborar com a melhora da formagio de recursos humanos através do uso de ferramentas
genbmicas de Gitima geracho e do trabalho em colaboragio com diversos pesquisadores de instituighes
nacionais e internacionais parceiras 6. Colaborar com a insergio internacional da UFSC.

Avaliagdo dos Hiscos e Beneficios:

Riscos:

Toda pesquisa com seres humanos pode oferecer alguma possibilidade de risco. Na presente pesguisa
como ndo estd previsio nenhum exame ou procedimento invasivo além dos swabs nasais, entdo, nfo estio
previstos riscos imediatos com a sua participagéo akem de, tipicamente, algum grau baixo de desconforto
durante a realizagdo do swab nasal efou coleta espontinea de fezes. Além disso, o sistema de trabalho
vizara a codificacéio doz nomes dos paricipantes e das granjas parceiras, de forma a manter o anonimato
dos dados gerados, sendo apenas possivel a identificacéo dos mesmos atraves de cada individuo ou
gerente geral da granja com os responséiveis da pesquisa, pois a0 longo do estudo oz participantes terao
assequrado o direito de acesso aocs resultados obtidos com suas amostras. Caso esses dados sejam

usados para preparagio de documentos cientificos para participagiio em congressos ou eventos do tipo,

assim como para divulgagio cientifica por diversos meios, tais documentos e midia de divulgagio serio
sempre preparados visando proteger o ancnimate dos participantes. Entretanto, mesmo com todos o3
cuidados citados, mesmo que minimo, onentamos da possibilidade de risco da quebra de sigilo, mediants
situagdo especifica, o qual serd evitado através do acesso restrito 4 base de dados e a ndo identificacho dos
participantes e, caso 0COMa, Serao tratados em termos kegais, pelos pesquisadores.

Beneficios:

O presents projeto nio apresenta nenhum beneficio direto para os paricipantes da pesguisa e também nio
existe remuneragiio monetiria pela sua participagio nem vamtagem ou desvantagem duranie a sua atengio
no hospital no caso dos pacientes. No entanto, espera-sg que caso 0% objetivos sejam cumpridos e o
trabalho consiga entender melhor a dindmica de circulagiio de MRA no estado, existirdo beneficios indiretos
néo sd para os paricipantes da pesquisa, mas para a

Endereco: Univarsidase Fedaers da Santa Calaina, Prédio Reilora I, R Desembangador Vitor Lima, n® 222, sala 401
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comunidade em geral, pois poderiio ser planejadas agpdes que vizem a reduciio do impacto na geragio de
MRBA.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

A pesquisa pode contribuir para o conhecimento generalizével sobre o tema.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagdo obrigatoria:

FOLHA DE ROSTO - apresentada e assinada pelo Chefe de Departamento das Andlises Clinicas da
Universidade Federal de Santa Catarina;

DECLARACOES - Declaracho da Instituigio , autorizando-a nos termos da resolugio 466/12 e 510 N2;
TCLE - Apresenta TCLE que atende todas as exigéncias da resolugiio 466/12;

CRONOGRAMA - Cronograma previsto para iniciar em Abril de 2019;

ORCAMENTO - apresentado, denfro das condiglies para a pesquisa e financiamento proprio; ROTEIRO DE
ENTREVISTA APRESENTALDD - de acordo com os objetivos da pesquisa no projeto;

Recomendagdies:
Atualizar cronogramsa.

Concluzdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
Aprovado.

Congideragdes Finais a criterio do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguivo Postagem Aurtor Situagao
informagdes Basicas| PEUNFORMACOES_BASICAS_DO_P | 24/03/2019 Aceito
do Projeto ROJETO 1313725, pdf 220900
TCLE f Termos de | TCLE_MIMION_1_Anexo_3_Cuidadores| 24/03/2019 |Thais Cristine Aceito
Assentimento / -pf 22:08:31  |Margques Sincero
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de | TGLE_MINION_1_Anexo_2_Parente pdi| 24/03/2019 | Thals Cristne Aceito
Assentimento / 22:0542 [Marques Sincero
Justificativa de
Auséncia
TCLE/ Termos de | TCLE_MINION_1_Anexo_1_Pacientes.p| 24/03/2019 |Thals Cristine Aceito
Assentimento / di 22:0534 [Margques Sincero
Justificativa de
Auséncia

Endereco: Univarsidase Federal da Santa Catarina, Prédio Reilorda I, A Desembangador Vitor Lima, n® 222, sala 401
Bairra:  Trindade CEP: B.040-400
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Declaragio de declaracacHL_pdf 18/03/2019 |Thals Cristine Aceito

Instituigio e 10:14:39  [Marques Sincero

Infrasstrotura

Folha de Rosto folhaDeRosto. pdf 18/03/2019 | Thais Cristine Aceito
10:1404  [Margues Sincero

Projeto Detalhado /| Projeto_CEP._pdf 15/03/2019 | Thais Cristine Aceito

Brochura 1557354  |Marques Sincero

Unvestigador

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Hecessita Apreciagao da CONEP:

Nao

FLORIAMOPOLIS, 10 de Maio de 2019

Aszsinado por:

Melson Canzian da Silva

{Coordenador{al)

Endereco: Univarsidase Fedaers da Santa Calaina, Prédio Reilora I, R Desembangador Vitor Lima, n® 222, sala 401

Bairra: Trindada

UF: 3C Municipio: FLORIANOPOLIZ

Telefona: [45)3721-6054

CEP: B3 040-400

E-mall: map propesy Beoontalo use br
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12. APENDICE C- Scores obtidos para cada isolado na identificagio

MALDI-ToF

Tipo de amostra | Microrganismo identificado | Score
Transporte Enterobacter cloacae 2.22
Transporte Enterobacter xiangfangensis | 2.15
Transporte Enterobacter xiangfangensis | 2.22
Transporte Pantoa agglomerans 1.95
Transporte Pantoa agglomerans 1.81
Transporte Pantoa agglomerans 2.13
Transporte Cronobacter sp. 1.90
Transporte Franconibacter pulveris 2.31
Transporte Cronobacter sp. 2.19
Transporte Franconibacter pulveris 2.15
Transporte Leclercia adecarboxylata 2.46
Paciente Escherichia coli 1.95
Paciente Proteus mirabilis 2.32
Paciente Escherichia coli 2.22
Paciente Escherichia coli 1.97
Paciente Escherichia coli 2.19
Paciente Klebsiella pneumoniae 2.21
Paciente Klebsiella pneumoniae 2.17
Paciente Klebsiella pneumoniae 1.95
Paciente Morganella morganii 2.56
Paciente Klebsiella pneumoniae 2.14
Paciente Escherichia coli 2.42
Paciente Escherichia coli 2.37
Paciente Escherichia coli 2.20
Paciente Escherichia coli 2.11
Paciente Morganella morganii 2.43
Paciente Escherichia coli 2.12
Paciente Escherichia coli 2.31
Paciente Escherichia coli 2.24
Paciente Escherichia coli 2.49
Paciente Hafnia alvei 2.26
Paciente Hafnia alvei 2.22
Paciente Escherichia coli 2.15
Paciente Escherichia coli 2.12
Paciente Escherichia coli 2.25
Paciente Escherichia coli 2.32
Paciente Escherichia coli 2.22
Paciente Escherichia coli 2.30




Paciente Escherichia coli 2.33
Paciente Escherichia coli 2.49
Paciente Escherichia coli 2.42
Paciente Escherichia coli 2.46
Paciente Escherichia coli 2.21
Paciente Escherichia coli 2.25
Paciente Providencia stuartii 2.39
Paciente Klebsiella pneumoniae 2.14
Paciente Escherichia coli 2.43
Paciente Escherichia coli 2.36
Paciente Escherichia coli 2.44
Paciente Escherichia coli 2.36
Paciente Escherichia coli 2.36
Paciente Escherichia coli 2.11
Paciente Escherichia coli 2.36
Paciente Escherichia coli 2.36
Paciente Escherichia coli 2.28
Paciente Escherichia coli 2.42
Paciente Escherichia coli 2.26
Paciente Klebsiella aerogenes 2.42
Paciente Enterobacter cloacae 2.34
Paciente Escherichia coli 2.39
Paciente Enterobacter cloacae 1.82
Paciente Enterobacter cloacae 2.24
Paciente Citrobacter freundii 2.21
Paciente Enterobacter cloacae 2.32
Paciente Klebsiella pneumoniae 2.22
Paciente Escherichia coli 2.41
Paciente Escherichia coli 2.37
Paciente Escherichia coli 2.44
Paciente Escherichia coli 2.28
Paciente Citrobacter sedlakii 2.33
Paciente Escherichia coli 2.53
Paciente Escherichia coli 2.49
Paciente Escherichia coli 2.33
Paciente Acinetobacter baumannii 2.03
Paciente Citrobacter braakii 2.34
Paciente Klebsiella oxytoca 2.19
Paciente Escherichia coli 2.39
Paciente Escherichia coli 2.36
Paciente Escherichia coli 2.08
Paciente Escherichia coli 2.18
Paciente Escherichia coli 2.34
Paciente Escherichia coli 2.30
Paciente Escherichia coli 2.37
Paciente Escherichia coli 2.36
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Paciente Escherichia coli 2.44
Paciente Escherichia coli 2.51
Granja aves Escherichia coli 2.30
Granja aves Escherichia coli 2.33
Granja aves Escherichia coli 2.09
Granja aves Escherichia coli 2.24
Granja suinos Alcaligenes faecalis 2.13
Granja suinos Escherichia coli 2.40
Granja suinos Escherichia coli 2.32
Granja suinos Escherichia coli 2.31
Granja suinos Morganella morganii 2.42
Granja suinos Alcaligenes faecalis 1.97
Granja suinos Escherichia coli 2.10
Granja suinos Proteus penneri 2.05
Granja suinos Proteus mirabilis 2.29
Granja suinos Proteus mirabilis 2.33
Granja suinos Proteus mirabilis 2.22
Granja suinos Escherichia coli 2.02
Granja suinos Escherichia coli 2.33
Granja organicos Proteus mirabilis 2.15
Granja organicos Escherichia coli 2.24
Granja orgéanicos Acinetobacter gerneri 1.74
Granja organicos Proteus mirabilis 2.19
Granja orgénicos Escherichia coli 2.27
Granja organicos Proteus hauseri 2.35
Granja organicos Morganella morganii 2.40
Granja orgénicos Proteus hauseri 2.14
Granja orgéanicos Proteus hauseri 2.11
Granja orgénicos Escherichia coli 2.03
Granja organicos Escherichia coli 2.24
Granja organicos Sem identificagdo -
Granja organicos Escherichia coli 2.29
Granja organicos Morganella morganii 2.36
Granja orgéanicos Proteus mirabilis 2.06
Granja orgénicos Escherichia coli 2.06
Granja orgéanicos Escherichia coli 2.05
Granja organicos Escherichia coli 2.23
Granja organicos Escherichia coli 2.21
Granja organicos Escherichia coli 2.31
Granja organicos Escherichia coli 2.13
Granja organicos Sem identificagdo -
Granja organicos Morganella morganii 2.42
Granja orgéanicos Proteus penneri 1.97
Granja orgnicos Escherichia coli 2.26
Granja orgéanicos Providencia rettgeri 1.90
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Granja orgénicos Morganella morganii 2.28
Granja orgéanicos Proteus mirabilis 2.17
Granja organicos Escherichia coli 2.16
Granja organicos Escherichia coli 2.30
Granja organicos Escherichia coli 2.17
Granja orgéanicos Proteus hauseri 2.34
Granja organicos Escherichia coli 2.25
Granja orgéanicos Proteus hauseri 2.44
Granja orgénicos Escherichia coli 2.11
Granja organicos Escherichia coli 2.28
Granja organicos Proteus vulgaris 2.03
Granja orgénicos Proteus vulgaris 1.98
Granja organicos Escherichia coli 2.08
Granja organicos Proteus hauseri 1.90
Granja organicos Escherichia coli 2.3
Granja aves Escherichia coli 2.29
Granja suinos Proteus mirabilis 2.23
Granja orgénicos Escherichia coli 2.03
Granja organicos Escherichia coli 2.40
Granja organicos Escherichia coli 1.93
Granja organicos Escherichia coli 2.37
Paciente Citrobacter braakii 2.42
Paciente Citrobacter braakii 2.27
Granja aves Pseudomonas monteilii 1.98
Granja aves Pseudomonas monteilii 2.07
Granja aves Pseudomonas monteilii 2.25
Granja suinos Alcaligenes faecalis 1.95
Granja suinos Alcaligenes faecalis 1.82
Granja suinos Alcaligenes faecalis 1.88
Granja suinos Sem identificagao -
Granja suinos Acinetobacter sp. 2.03
Stenotrophomonas
Granja organicos maltophilia 1.90
Granja organicos | Ochrobactrum intermedium | 2.36
Granja organicos Ochrobactrum intermedium | 2.53
Granja orgénicos Pseudomonas monteilii 2.3
Granja organicos | Pseudomonas brassicacearum | 1.96
Granja orgéanicos Sem identificagdo -
Granja organicos Pseudomonas guariconensis | 2.35
Granja aves Pseudomonas monteilii 2.14
Granja aves Pseudomonas monteilii 2.00
Granja aves Pseudomonas monteilii 1.81
Granja aves Pseudomonas monteilii 1.86
Granja organicos Pseudomonas chlororaphis 1.91
Granja orgénicos Burkholderia cepacia 2.20
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NOME COLONIAS
Cefoxitina 30ug
Ertapenem 10ug
Aztreonam 30ug
Amicacina 30ug

Tigeciclina 15ug

Cefepime 30ug
Fosfomicina 200ug

Ampicilina 10ug
Ampicilina + Sulbactam 10/10ug
Piperacilina + tazobactam 30/6ug

Cefotaxime 5ug

Ceftazidima 10ug

Ceftriaxona 30ug

Cefuroxime 30ug

Imipenem 10ug

Meropenem 10ug

Ciprofloxacina 5ug

Levofloxacina 5ug

Norfloxacina 10ug

Gentamicina 10ug

Tobramicina 10ug

Nitrofurantoina 100ug
Sulfametoxazol + Trimetoprim 23,75/1,25 ug

Amoxacilina + Acido Clavulanico 20/10ug

Transporte
Transporte
Transporte
Transporte
Transporte
Transporte
Transporte
Transporte
Transporte
Transporte
Transporte
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente




Paciente 7ir A2

GS.1.3.C1.A1

GS.1.3.C1.A2




Granja GS.1.3.C1.C1

$GO.1.1.82

$G0.1.1.C1
$G0.1.1.C2

$G0.1.2.A2

$G0.1.2.B1
$G0.1.2.B3
$G0.1.2.C1

$G0.1.2.C2
$G0.1.2.C3
$GO.2.1.A2

$GO.3.1.A

$G0.3.2.A2

$G0.3.2.B
$G0.3.2.C2
$G0.4.1.B

$G0.4.2.A1

$G0.4.2.A2

$G0.4.2.B1

$G0.4.2.C1

$G0.4.2.C2

$G0.4.2.C3
$G0.5.1.A1

$G0.5.1.A2

$G0.5.1.B1

$G0.5.1.B2
$G0.5.1.C1

$G0.5.1.C2
$G0.5.2.A2

$G0.5.2.C2

GA.Il.3.C1.D3




Granja GS.11.2.C1.D3

Granja SGO0.1.1.D1

Granja SGO0.2.1.D.2
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