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RESUMO

Pseudomonas aeruginosa é uma das principais bactérias causadora de infeccdes hospitalares,
e por possuir habitat comumente aquéatico apresenta-se como boa indicadora de contaminacgao
de aguas, para verificar se essa espécie bacteriana representa uma fonte de contaminacédo em
potencial para o igarapé do Mindu, o estudo se propds a analisar os seguintes objetivos:
identificar isolados de P. aeruginosa em amostras de efluentes hospitalares e agua superficial
do igarapé do Mindu; verificar se as cepas encontradas apresentavam fatores de viruléncia
como, mobilidade ligada ao flagelo, “twitching motility”, formacao de biofilme e resisténcia
aos antimicrobianos, e avaliar a similaridade genética entre os isolados. Metodologia: Para a
identificacdo microbiol6gica foram realizados testes bioquimicos e o sequenciamento do gene
16S rRNA dos isolados encontrados; Para a caracterizacdo fenotipica foram realizados os
seguintes testes: teste de mobilidade ligada ao flagelo, teste “twithing motility”, teste de
formagédo de biofilme e perfil de resisténcia aos antimicrobianos pela técnica de disco-difuséo;
A similaridade genética entre os isolados de encontrados no estudo foi determinada por
PFGE. Resultados: Foram identificados 17 isolados de P. aeruginosa em efluentes
hospitalares e 8 isolados da mesma espécie na agua superficial do igarapé do Mindu; Todas as
cepas estudadas apresentaram mobilidade ligada ao flagelo; 100% das cepas encontradas na
agua do Mindu e 88% das cepas encontradas em amostras de efluentes hospitalares
apresentaram “twitching motility” positivo; todos os 25 isolados estudados apresentaram
formacéo de biofilme; mais de 70% das cepas encontradas nos efluentes hospitalares (brutos e
tratados) apresentaram o fenotipo da multirresisténcia e 100% dos isolados de P aeruginosa
encontrados na agua do Mindu apresentaram resisténcia a Ampicilina e 50% dessas cepas
apresentaram resisténcia intermedidria a Ceftriaxona; houve similaridade genética entre
isolados encontrados em efluente hospitalar bruto e efluente hospitalar tratado, entre isolados
encontrados em diferentes periodos sazonais e entre isolados encontrados em efluentes
hospitalares e agua superficial do Mindu. Conclusdo: A presenca de P. aeruginosa contendo
fatores de viruléncia, em amostras de agua superficial, € indicativo de disseminacdo de
microrganismos de origem nosocomial no ambiente aquético estudado. Ha fortes indicios de
que o sistema de tratamento de efluentes do estudo ndo esta sendo eficiente, ja que foram
encontradas cepas de P. aeruginosa contendo fatores de viruléncia, inclusive a
multirresisténcia em amostras do efluente tratado; e foi observada alta similaridade genética
entre isolados de P. aeruginosa oriundos de efluente bruto e efluente tratado. Por isso, se faz
necessario maior fiscalizacdo por parte dos 6rgaos de vigilancia sanitaria junto aos servicos de
salde para que sejam cumpridas as exigéncias das legislacBes vigentes a fim de preservar o
meio ambiente e a salde da populacéo.

Palavras-Chave: Agua Superficial; Antibiograma; Biofilme; Efluentes Hospitalares;
Multirresisténcia; Pseudomonas aeruginosa.



ABSTRACT

Pseudomonas aeruginosa is a leading bacterial cause of nosocomial infections. Possessing
aquatic habitats, it presents a good indicator of water contamination. To verify that this
bacterial species represents a potential source of contamination to the Mindu stream, we must
carry out and analyze the following objectives: first, identify isolates of P. aeruginosa in
samples of hospital effluent surface water obtained from the Mindu stream and second, to
check whether the strains posses virulence factors as related mobility scourge, “twitching
motility”, biofilm formation and antimicrobial resistance, and finnaly, to assess the genetic
similarity between isolates. Method: To identify the microbiological and biochemical
composition, the 16S rRNA gene sequencing was used. For phenotype characterization we
performed the following tests: first, we tested for mobility, using the scourge test "twithing
motility", second we tested the biofilm formation and profile of antimicrobial resistance using
the disk diffusion technique, the genetic similarity among isolates found was determined by
PFGE. Results: We identified 17 isolates of P. aeruginosa in effluent water from the hospital.
8 isolates of the same species were in the surface water of the Mindu stream. The strains
tested with mobility scourge; 100 % of the strains were found in water Mindu and 88 % of
the strains were found in the hospital’s effluent samples were positive for " twitching motility
". All of the 25 isolates studied showed biofilm formation and more than 70 % of the strains
found in hospital’s effluent water (raw and treated) had the phenotype of multidrug
resistance.100 % of P. aeruginosa isolates found showed resistance to Ampicillin and 50 %
of the strains were intermediately resistant to ceftriaxone. Among all the samples, there was
genetic similarity; in the hospital’s effluent water and the hospital’s treated sewage, samples
found in different seasonal periods, and among isolates found in hospital effluent and surface
water of Mindu. Conclusion: The presence of P. aeruginosa containing virulence factors in
surface water samples is indicative of the spread of nosocomial origin of microorganisms in
the aquatic environment studied. There is strong evidence that the system of sewage treatment
in the study is not efficient. Contaminants from P. aeruginosa containing multidrug resistance
were in the samples of treated effluent water, and showed high genetic similarity among
isolates of P. aeruginosa derived from raw wastewater. Therefore, it is necessary for action
and more oversight on the part of health surveillance agencies with health services so that
they meet the requirements of the laws in force in order to preserve the environment and
people’s health.

Keywords: Antibiogram; Biofilm; Effluent Hospital; Multidrug resistance; Pseudomonas
aeruginosa; Surface Water.
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1. INTRODUCAO

O estudo que sera apresentado partiu do pressuposto que as aguas do igarapé do
Mindu encontram-se contaminadas por bactérias patogénicas oriundas de efluentes
hospitalares, j& que a cidade de Manaus ndo possui programas eficientes de saneamento
bésico e, dessa forma, os rios (igarapés) que o cortam podem encontrar-se poluidos por
receberem grande carga de residuos sélidos, efluentes domésticos e hospitalares.

O Brasil possui 12% de toda a &4gua do mundo, e 70% desse volume estdo na
Amazodnia. A floresta Amazénica é drenada por uma notavel rede de corpos d'agua de
variados tamanhos e estima-se que cada quildmetro quadrado da Amazdénia Central contenha
de 2 a 4 km de igarapés (riachos), o que torna essa rede hidrografica a mais densa do mundo.
Os elevados indices de chuvas na regido (2 mil a 3,5 mil mm por ano) contribuem para a
existéncia dessa teia de rios e riachos (CLETO FILHO, 2005).

Uma caracteristica marcante da regido Norte é possuir rios que geralmente margeiam
ou cortam a maioria das cidades e povoados, dessa forma, a incidéncia de povoados ou
comunidades “ribeirinhas” é alta, mesmo em areas consideradas totalmente urbanas. Esses
rios, muitas vezes, servem como ambiente de recreacdo e/ou fonte de captacdo de agua para
abastecimento da populagdo, como também alvo preferencial para o despejo de residuos,
inclusive dejetos hospitalares.

A contaminacdo das aguas por efluentes hospitalares é um problema de satde publica
de extrema importancia no Brasil. Estudos tém demonstrado que esses efluentes apresentam
niveis elevados de bactérias entéricas, metais pesados, desinfetantes e antibioticos, por esse
motivo, quando ndo tratados, caracterizam-se como possiveis veiculos de disseminacdo de
inlmeros microrganismos patogénicos e importantes contaminantes de aguas superficiais e

subterraneas, podendo representar sério risco a populagdo, principalmente se atingirem o
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sistema de abastecimento de agua do municipio (FUENTEFRIA et al, 2008; VECCHIA et al,
2009).

A Pseudomonas aeruginosa foi o microrganismo escolhido nesse projeto por ser
considerada boa indicadora de contaminacdo de aguas, pois possui habitat comumente
aquatico, é capaz de sobreviver por longos periodos de tempo na natureza e formar rotas de
disseminacédo de genes de viruléncia (VALLET, 2003). No ambiente hospitalar essa bactéria,
juntamente com Estafilococos aureus, sdo as principais causadoras de infeccdo hospitalar
(SCHEFFER et al, 2010), e é amplamente pesquisada por possuir grande facilidade para
adquirir resisténcia aos antimicrobianos (SAMPAIO, 2008).

Nesse sentido, o estudo foi importante por investigar a presenca de Pseudomonas
aeruginosa como fonte de contaminacdo em potencial para o igarapé do Mindu, ja que essa
bactéria pode exercer forte pressdo seletiva nesse manancial que é de fundamental
importancia para a hidrografia do municipio por possuir 21 km de extensdo na area urbana de
Manaus (Cavalcante, 2003). Este trabalho foi importante também, pois serviu de alerta para
0s 6rgdos de vigilancia sanitaria do Estado quanto ao problema da contaminagdo dos rios por
efluentes hospitalares ndo tratados e contribuir para a elaboragao de programas de saneamento
basico que visem a obrigatoriedade da implantacdo de eficientes sistemas de tratamento de
efluentes em todos os servicos de saude.

O trabalho se adéqua ao programa de pés-graduacdo em saude, sociedade e endemias
da Amazénia porque o tema abordado € de extrema importancia para a melhoria da qualidade
de vida das pessoas, tendo como foco principal a preocupacdo com a qualidade da agua do

igarapé do Mindu e a satde da populacdo.
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2. OBJETIVO
2.1 Geral

» Caracterizar o fenotipo e verificar a similaridade genética de isolados de Pseudomonas

aeruginosa encontrados em efluentes hospitalares e agua superficial do igarapé do

Mindu.

2.2 Especificos

» Detectar a presenca de isolados de Pseudomonas aeruginosa em efluentes brutos e
tratados do Hospital e Prontos Socorro 28 de Agosto e em agua superficial do igarapé
do Mindu;

» Verificar se os isolados bacterianos apresentam os fatores de viruléncia tipicos da
Pseudomonas aeruginosa;

» Determinar o perfil de resisténcia dos isolados bacterianos;

« Auvaliar a similaridade genética entre os isolados encontrados.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1- Pseudomonas aeruginosa

A familia Pseudomonadaceae é formada por diversos géneros, dentre eles, o
Pseudomonas sp. que atualmente é formado por espéecies fluorescentes (Pseudomonas
aeruginosa, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas putida) e ndo fluorescentes
(Pseudomonas stutzeri, Pseudomonas pseudoalcaligenes, Pseudomonas alcaligenes)
(HARRIS et al, 2002). Esses microrganismos sdo de vida livre e se apresentam como bacilos
Gram-negativos, retos ou curvos, com aproximadamente 0,5 a 0,8um de comprimento e 1,5 a
3,0um de largura, moveis, apresentando flagelos polares que produzem antigenos termo-
labeis, estritamente aerobios, ubiquitarios, hidrofilicos, ndo formadores de esporos, utilizam
glicose e outros carboidratos pela via oxidativa e para o seu metabolismo utilizam um grande
numero de compostos organicos (PALLERONI, 1984; YAMAMOTO et al, 2000).

Dentro do género Pseudomonas sp. a espécie que tem emergido nas Ultimas décadas
como a mais importante a nivel hospitalar é a Pseudomonas aeruginosa por ser responsavel
por um nuamero significativo de infec¢cdes notaveis, incluindo as oculares, auditivas, cutaneas,
urogenitais, pulmonares e bacteremias do sangue e também por apresentar grande facilidade
em adquirir resistencia aos antimicrobianos (BERTAND et al, 2011).

A maioria das cepas de Pseudomonas aeruginosa produz um ou mais pigmentos, 0s
quais retardam o crescimento de outras bactérias facilitando sua coloniza¢do. Os quatro
pigmentos mais conhecidos sdo: piocianina (azul), piomelanina (marrom), pioverdina (verde)
e piorrubina (vermelho), porém o mais encontrado nos isolados clinicos é a piocianina, por
esse motivo, a Pseudomonas aeruginosa é conhecida como o bacilo piocianico, do grego

puon: pus e kuanos: azul escuro (VALLET, 2003).



18

Outras caracteristicas importantes encontradas nas cepas de P. aeruginosa é a emissao
de odor de fruta adocicado e a formacgédo de colénias com diversos aspectos morfologicos,
podendo ser diminutas ou até planas, difusas ou mucoides, com bordas serradas e brilho
metélico (GILLARDI, 1980; SILVA, 1999).

Pseudomonas aeruginosa sao bactérias ndo fermentadoras, ou seja, obtém sua energia
pelos processos oxidativos de carboidratos ao inves de fermentacdo; apresentam como
caracteristicas para a sua identificagdo: oxidase positiva, B-hemolise em agar sangue,
motilidade positiva; crescem em temperaturas que variam de 5°C a 42°C, sendo 37° C a
temperatura ideal; reduzem nitrato a nitrito; sdo lisina descarboxilase negativo; acetamida
positivo; malonato positivo; citrato positivo; indol negativo e sdo incapazes de oxidar maltose

e lactose (RESENDE, 2009).

Figura 1: Pseudomonas aeruginosa visualizada por microscopia eletronica (www.visualphotos.com).

Esse microrganismo sobrevive facilmente no ambiente, e seu reservatério natural é
representado por solos, plantas e dguas, especialmente d&gua do mar, 4gua doce ou residuaria.
Muitos estudos atribuem um papel importante da agua sobre a incidéncia de colonizagédo de
seres humanos por Pseudomonas aeruginosa. Nos Estados Unidos, 1.400 mortes séo
estimadas por ano causadas por infec¢fes de contaminagdo atraves da agua por Pseudomonas
aeruginosa (WEBB et al, 2004). Em Tehran, EUA, foram analisadas 11 piscinas no leste e
nordeste da cidade, onde 81% dos microrganismos isolados eram P. aeruginosa e 18,2% eram

bactérias do grupo coliformes (HAJJARTABAR, 2004).


http://www.visualphotos.com/
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No Brasil, estudo realizado por Coelho et al (2010) para avaliar a qualidade
microbiologica de aguas minerais consumidas na regido metropolitana de Recife-PE mostrou
que das 10 marcas de adgua mineral pesquisadas, todas continham pelo menos uma amostra
contaminada por Pseudomonas aeruginosa, 0 que as caracterizavam como impréprias para o

consumo humano.

3.2- Infec¢bes em servicos de saude (1SS)

O centro de controle de doencas (CDC) define ISS como infeccGes causadas por
variedade de bactérias comuns e incomuns, fungos e virus durante os cuidados hospitalares
(BARROS et al, 2012). Essas infec¢es podem ser adquiridas apos 72 horas de internacéo do
paciente ou mesmo apds a alta, at¢é 30 dias, quando puder ser relacionada com a
hospitalizacdo (SOUSA et al, 2009).

As infecgBes hospitalares sdo consideradas um problema de sadde publica de grande
importancia para a sociedade por acometer mais de 15% dos pacientes internados (BARROS
et al, 2012; OLIVEIRA et al, 2010), aumentar em 3 vezes 0 custo com tratamento e
diagnostico de pacientes infectados (BARROS et al, 2012) e contribuir com a taxa de
mortalidade que varia entre 10 a 80% (LIMA et al, 2007; PAULA, 2008). As condi¢cbes
nutricionais do paciente, o debilitamento do sistema imunolégico, o tempo de internacéo, o
uso préevio de antimicrobianos, a doenca de base, dentre outros fatores contribuem para esse
prognostico (LIMA et al, 2007).

N&o é comum a colonizacdo de individuos saudaveis por Pseudomonas aeruginosa,
com apenas 2-4% de portadores. No entanto, em pacientes hospitalizados, a taxa pode chegar
a 50% ou 60% (BERTRAND et al, 2011). E por esse motivo, que esse patogeno é
considerado oportunista e responsavel por grande parte das infecgdes hospitalares em todo o

mundo.
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No ambiente hospitalar, uma das principais formas de disseminacdo e contaminacao,
por essa bactéria, se faz por aparelhos de respiracdo e nebulizacdo, cateteres, endoscopios e
equipamentos de dialise (VALLET, 2003). Alguns estudos mostram que artigos pessoais de
médicos e pessoal de enfermagem também podem ser considerados potenciais reservatorio e
vetores de P. aeruginosa. MOOLENAAR et al, 2000 descreveram um foco de P. aeruginosa
ligado a unhas artificiais e MCNEIL SA et al, 2001 relataram um foco ligado a colonizagéo

crénica de uma enfermeira.

A frequencia das infecgbes causadas por materiais hospitalares e artigos pessoais
contaminados varia consideravelmente entre os servicos de saude. As diferencas entre os
servigcos podem ser explicadas pelo modo como é realizado os procedimentos de desinfecgédo
e esterelizacdo de materiais e equipamentos, por uso inadequado de antimicrobianos, pelos
modos gerais de higienizacdo dos profiissionais de saude e por diferencas no modo de

admissoes de pacientes (BARROS, 2012; BERTRAND et al, 2011).

Alguns fatores de viruléncia sdo de fundamental importancia para promover a
patogenicidade da bactéria P. aeruginosa podendo ser destacados os envolvidos na adesao,
invasdo, citotoxicidade e resisténcia a morte intracelular. Podemos citar como principais
fatores de viruléncia, a presenca de flagelo funcional, e Pilli tipo 1V, a formacéo de biofilme,

e a resisténcia aos antimicrobianos (MATTICK, 2002).

3.3 Flagelo

P. aeruginosa possui um ou mais flagelos polares, constituidos de uma Uunica sub-
unidade protéica, a flagelina, produto do gene fliC. Os flagelos permitem a mobilidade da
bactéria sob a forma de swimming (permite a bactéria se locomover em um meio aquoso) e
swarming (concebe o movimento da bactéria sobre uma superficie semi-sélida) (RASHID &

KORNEBERG, 2000).
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Figura2: Fotografia em microscopia eletronica de bactérias flageladas (A e B) P. aeruginosa com um e mais
flagelos polares respectivamente (DASGUPTA et al, 2000).

Estudos anteriores mostraram que o flagelo quando presente na estrutura da P.
aeruginosa implica uma notavel aderéncia dessa bactéria as células epiteliais respiratorias
(FELDMAN et al, 1998) e que cepas nédo flageladas tém sua viruléncia atenuada (MONTIE et
al, 1982). Desse modo, podemos observar a importancia do flagelo na patogenicidade da

bactéria em estudo.

O flagelo é de fundamental importancia no estado precoce do desenvolvimento do
biofilme bacteriano, estado fisiolégico crucial na sobrevivéncia do patdgeno, quando este se
encontra no hospedeiro (O’ TOOLE E KOLTER, 1998-A). Porém, a auséncia do flagelo
apesar de retardar a formacdo do biofilme, ndo afeta a estrutura do mesmo (SAUER et al,

2002).

3.4 Pili tipo IV

Pseudomonas aeruginosa possui dois tipos de pilis, os pilis polares, que vao de dois a

doze por polo e os pilis ndo polares. Os pilis polares séo estruturas filamentosas constituidas
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de um empilhamento regular de uma Unica proteina, a pilina, produto do gene pilA (SASTRY
et al, 1985). Os pilis polares encontrados nessa espécie pertencem a classe do tipo IV que é
um importante fator de viruléncia nos primeiros estagios da infec¢do crénica, pois como o
flagelo, estdo implicados na adesdo do patdgeno as celulas epiteliais pulmonares do paciente e
na formacéo do biofilme bacteriano (OTTOW, 1975; SANTQOS, 2005).

Uma das formas de movimento bacteriano que a Pseudomonas aeruginosa apresenta é
conhecida como “Twitching Motility” o qual permite a bactéria mover-se rapidamente em
uma superficie através de movimentos ondulatérios sem a presenca de flagelo, porém
totalmente dependente do pili tipo IV (CONRAD, 2012).

Esse tipo de movimento bacteriano foi proposto por BRADLEY, 1980 ao observar
bactérias da espécie P. aeruginosa se propagarem em superficies variadas,
independentemente da presenca de um flagelo. Ele observou ainda que para ser possivel a
bactéria mover-se dessa forma era necessario que a mesma apresentasse em sua COmposi¢ao
pilis polares.

De acordo com Mattick (2002), o “Twitching Motility” pode ocorrer em superficies
organicas como as células epiteliais j& mencionadas anteriormente, como também em
superficies inorganicas como plasticos, vidros, aco inoxidavel (BURROWS, 2012) e gel agar.
Esse tipo de movimento parece ser um meio adquirido pelas P. aeruginosa para fugir de um
ambiente inadequado, quando necessario, ou para propagar-se em ambientes contendo baixa
quantidade de agua e/ou colonizar superficies hidratadas ao invés de viver livre em fluidos.

A distancia percorrida atraves do “Twitching Motility” depende de fatores extrinsecos
e intrinsecos. Os fatores extrinsecos incluem tipo de nutrientes, viscosidade e hidrofobicidade
e os fatores intrinsecos incluem a quantidade de pili produzido e suas taxas de retracdo e a

producéo de tensdo superficial (BURROWS, 2012).
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3.5 Biofilme

Em 1985, Costerton e colaboradores lancaram a teoria dos biofilmes, explicando os
mecanismos pelos quais 0s organismos se aderem a materiais vivos e inanimados, bem como
os beneficios que resultam deste nicho ecoldgico que denominaram Slime. O biofilme,
formado por Pseudomonas aeruginosa, possui aspecto gelatinoso (CHAVES, 2004), é
constituido por micro colbnias hidréfilas rodeadas por polissacarideos produzidos pela
bactéria, e a agua presente internamente é o constituinte predominante desse fator de
viruléncia. As bactérias contidas na matriz do biofilme estdo submetidas a um ambiente
anaeradbico, porém os canais cheios de agua contém oxigénio dissolvido (HOIBY et al, 2001).

Hoiby e colaboradores (2001) descreveram em seu estudo a importancia do biofilme
para a patogenia das infeccGes causadas por Pseudomonas aeruginosa, ja que representa um
mecanismo de sobrevivéncia para as bactérias por impedir a entrada de produtos quimicos
como antibioticos e dessa forma aumentar significantemente a resisténcia aos
antimicrobianos. Nesse estudo, também foi observado que bactérias contidas em biofilmes
“antigos” (7 dias de formacgdo) sdo mais resistentes aos antimicrobianos que os biofilmes
recém formados (2 dias), com valores do MIC e MBC compreendidos entre 100 a 1000 vezes
maior em biofilmes antigos.

O biofilme de Pseudomonas aeruginosa é comumente encontrado em materiais pobres
em nutrientes como: tubulacBes da rede de distribuicdo de &gua potavel, chuveiros,
bebedouros, pias, equipamentos de ar condicionado, etc. Assim 0 microrganismo pode
produzir limo e crescer bem protegido (OLIVEIRA et al, 2008; TRAUTMANN et al, 2001).

Os biofilmes sdao pouco espessos (VAN DER WENDE e CHARACKLIS, 1990),
variando entre 13 a 60nm de espessura (HOIBY et al, 2001) e por esse motivo, ndo cobrem
completamente a superficie. Podem ser constituidos de microrganismos patogénicos

(WALKER et al, 1995), promover biocorrosao das tubulagdes, consumir o cloro residual da
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agua potavel, produzir metabolitos que geram sabor e odor desagradaveis na agua e
contaminar a agua quando houver desprendimento de porc¢des de biofilme (CHAVES, 2004).

Estudos anteriores afirmam que para a formacdo do biofilme bacteriano sédo
necessarias 5 etapas diferentes: 1) adesdo inicial das bactérias, 2) adesdo irreversivel, 3)
estado de maturacdo-1, 4) estado de maturacdo-2 e 5) mudanca da estrutura do biofilme
(SAUER, 2002; HOIBY, 2001).

Na primeira etapa as bactérias planctébnicas comecam a crescer em uma superficie
solida contendo liquido; em seguida, algumas bactérias conseguem aderir-se a superficie de
maneira transitdria. Esta adesdo é reversivel durante as primeiras horas.

Na segunda etapa a adesdo torna-se irreversivel devido a formacdo de grupos de
células bacterianas, as quais se fixam a superficie ndo somente pelos polos, mas também ha
uma aglomeracdo uma ao lado da outra. Nessa etapa, as bactérias ndo se encontram mais
moveis e todos os agrupamentos bacterianos formados ficam aderidos ao substrato.

A terceira etapa denominada estado de maturacdo-1 é caracterizada pelo crescimento
dos grupos celulares, os quais sdo responsaveis pela formacdo das micro col6nias. Nessa
etapa, sdo importantes ndo somente as interacfes entre as células e a superficie, mas também
as interagdes entre células e células. Alguns genes bacterianos sdo ativados pela alteracéo das
condigdes ambientais, como por exemplo, falta de nutrientes, privagdo de nitrogénio, aumento
da concentragédo de NaCl e desidratacdo.

No quarto estdgio da formacdo do biofilme que é chamado de maturacdo-2, o
crescimento das micro colbnias atingem seu tamanho maximo e a maior parte das bactérias
agora estdo instaladas no meio dessas micro colonias as quais estdo rodeadas por uma matriz
de exopolissacarideos.

No quinto e ultimo estagio, a estrutura do biofilme pode alterar-se devido a dispersao

de células bacterianas contidas no interior das micro colénias. Como o biofilme ja formado ¢
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constituido de varias camadas de células, a superficie irregular cria turbuléncia, e com isso
certas bactérias ou placas bacterianas desprendem-se das micro coldnias, tornam-se moveis,

escapam do biofilme e vao colonizar novas superficies por meio de um fluxo liquido.

Figura 3: Representagdo esquematica dos estagios de desenvolvimento de um biofilme formado por P.
aeruginosa: Estagio (1) adesdo inicial; Estagio (2) adesdo irreversivel; Estagio (3); maturagdo-1; Estagio (4)
maturacdo-2; Estagio (5) disper¢do do biofilme (STOODLEY et al, 2002 e SAUER et al, 2002).

3.6 Resisténcia de Pseudomonas aeruginosa aos antimicrobianos

A resisténcia microbioldgica € um problema de saide publica descrito em todo o
mundo e estd intimamente relacionada a morbidade, mortalidade e elevacdo dos custos
durante a assisténcia. Alguns fatores de risco favorecem o desenvolvimento de resisténcia
bacteriana, por exemplo: uso indiscriminado de antimicrobianos; higienizacdo e desinfeccao
inadequada nos servicos de saude; auséncia de técnica asséptica pelos profissionais de salde;

e mutacao genética das bactérias (CARVALHO & GONTIJO FILHO, 2008).

Os antimicrobianos devem ser utilizados com cautela na terapéutica hospitalar e
alguns fatores devem ser levados em consideracdo no ato da prescri¢do, a fim de prevenir a

resisténcia dos patdgenos. Podemos citar como fatores prioritarios para uma boa prescri¢do



26

médica, o tempo de hospitalizacdo, a gravidade da doenca, a eficicia da droga, o uso prévio
de antibidticos, o padrdo de resisténcia dos microrganismos intra-hospitalares e custos

(PAULA, 2008; CEZARIO et al, 2009).

Como a bactéria P. aeruginosa é uma das principais causadoras de infec¢do hospitalar
em todo o mundo, a identificacdo de cepas multiresistentes dessa espécie € uma urgéncia
clinica e epidemiologica. A resisténcia da Pseudomonas aeruginona aos antimicrobianos pode
ocorrer por varios mecanismos, entre eles podemos citar, a producdo de metalobetalactamase
(MBL), perda de porinas, metilase do 16S rRNA, e superexpressdo de bombas de efluxo

(NEVES, 2011).

A partir de 2002, isolados produtores de metalobetalactamase (MBL) comecaram a ser
descritos no Brasil. Essas enzimas agem modificando quimicamente a estrutura do antibiotico,
antes que este se ligue a seu alvo (subunidades do ribossomo) e dessa forma, degradam a
maioria dos antibidticos betalactamicos, incluindo aqueles associados a inibidores de

betalactamases, como tazobactam, clavulanato e sulbactam (GALES, 2003; SADER, 2005).

A entrada de substancias em bactérias gram-negativas € controlada por proteinas,
denominadas de Porinas de Membrana Externa (OMP), capazes de formar canais constituidos
de &gua em seu interior as quais permitem a difusdo passiva de solutos hidrofilicos, como os

antimicrobianos, pela membrana externa das bactérias (NIKAIDO, 1994).

Estudos anteriores afirmam que a auséncia ou mesmo a expressao reduzida de genes
codificadores dessas porinas, tem contribuido para a resisténcia aos betalactamicos e
carbapenémicos que sdo atualmente os principais grupos de antimicrobianos utilizados na
terapéutica de infeccbes causadas por Pseudomonas aeruginosa (HUANG, 1996;

LIVERMORE, 2002).
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Para adquirir resisténcia aos antibidticos aminoglicosideos, a P. aeruginosa utiliza
como mecanismo a producdo de metilase 16S rRNA. Esse mecanismo ocorre por intermédio
de enzimas conhecidas como metilases 16S rRNA as quais agem conferindo a metilacao sitio-
especifica do RNA ribossomico 16S e desse modo conseguem modificar quimicamente a

estrutura do antibiotico, antes que este se ligue ao seu alvo (YAMANE, 2007).

Outro mecanismo desenvolvido pela bactéria P. aeruginosa com a finalidade de
adquirir multiresistencia é a superrexpressdo de bombas de efluxo. Esse mecanismo tem como
funcdo expulsar moléculas toxicas para o exterior das células bacterianas e é mediado por um

transporte ativo (LI E NIKAIDO, 2009).
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4. MATERIAL E METODOS

Foram utilizados, no estudo, isolados de Pseudomonas aeruginosa provenientes de
amostras de efluentes brutos e tratados do Hospital e Pronto Socorro 28 de Agosto e de agua
superficial do Igarapé do Mindu coletadas nos meses de fevereiro (periodo chuvoso) e julho

(periodo nao chuvoso) do ano 2012.

4.1 Local de Estudo 1: ETE do HPS 28 de Agosto

O Hospital e Pronto Socorro 28 de Agosto, localizado na zona centro-sul da cidade de
Manaus, proporciona assisténcia a satde em urgéncia e emergéncia e atendimento terciario as
vitimas de trauma. Possui um total de 378 leitos distribuidos em sete pavimentos, totalizando
10 mil metros de area construida e de acordo com dados estatisticos, realiza cerca de 35.000
atendimentos mensais.

A estacdo de tratamento de efluentes (ETE) pertencente a essa instituicdo (Figura 4)
realiza o tratamento classificado como terciario, ou seja, além de remover sélidos suspensos e
dissolvidos, matéria organica e nutrientes, também consegue remover microrganismos
patogénicos a partir da degradacdo do esgoto por bactérias anaerébicas (que nao necessitam
de oxigénio para sobreviverem). Essa estacdo de tratamento tem capacidade para tratar 120mil

litros de esgoto por dia, 0s quais sdo, posteriormente, lancados no Igarapé do Mindu.

No estudo atual, foram analisadas, em cada coleta, 6 amostras de efluentes
hospitalares, sendo 3 amostras coletadas antes do esgoto passar pelo sistema de tratamento
(efluente bruto) e as outras 3 amostras coletadas apds o sistema de tratamento de esgotos

(efluente tratado).
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Figura 4: Vista Panordmica da Estacdo de Tratamento de Efluentes do HPS 28 de Agosto

4.2 Local de Estudo 2: lIgarapé do Mindu

O igarapé do Mindu ¢ o mais expressivo corpo d’agua de Manaus por percorrer a
cidade de Leste a Oeste, perfazendo um total de aproximadamente 21 km de extensdo na area
urbana (Figura 5). Sua nascente (Figura 11) esté localizada, em uma &rea de floresta primaria
de terra firme no setor leste da cidade, no bairro Cidade de Deus, proximo a Reserva Florestal
Adolpho Ducke, e sua foz (Figura 6) esta localizada nas proximidades da ponte do parque dos

Bilhares no bairro Nossa Senhora das Gragas (CAVALCANTE, 2003).

~ e

Figura 5: Visdo aérea do Igarapé do Mindu (Zona leste a Oeste da Cidade de Manaus)
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O encontro do igarapé do Mindu com o igarapé dos Franceses forma o igarapé da
Cachoeira Grande (Figura 6) que desagua no igarapé do Sdo Raimundo. Por esse motivo, 0

igarapé do Mindu esta inserido na Bacia do Sdo Raimundo (CAVALCANTE, 2007).
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Figura 6: Localizagdo da Foz do Mindu

O Rio Negro constitui o escoadouro final dos cursos de agua que atravessam a cidade
e o regime hidrolégico desse rio apresenta dois periodos: o de cheia, de janeiro a junho, época
chuvosa, com grande volume de &gua; e o de seca, de julho a dezembro, com pouca chuva e
pequeno volume de 4gua (CAVALCANTE, 2007).

As amostras de agua superficial do lgarapé do Mindu foram coletadas em pontos
estratégicos ao longo do curso d’agua, comecando da nascente (Figura 11), passando préximo
a 2 grandes prontos socorros da cidade, terminando na foz (Figura 6). As amostras entre a
nascente e a foz do Mindu foram coletadas a montante (antes) e a jusante (ap6s) do HPS Joao
Ldcio (Figura 7), a montante (antes) e a jusante (apds) do HPS 28 de Agosto (Figura 8).
Todas as amostras de agua superficial do Mindu foram coletadas em triplicata, totalizando 18

amostras por coleta.
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Figura 7: Localizacio dos pontos de coleta de agua Figura 8: Localizacdo dos 2 pontos de coleta de &gua
superficial do Mindu situados proximos ao HPS Jodo superficial do Mindu situados préximos ao HPS 28 de Agosto

Lucio

4.3 Transporte e Armazenamento das Amostras

As amostras de efluentes (brutos e tratados) do HPS 28 de Agosto e de &gua
superficial do igarapé do Mindu foram coletadas em garrafas tipo VanDorn (Figura 9),
armazenadas em frascos estéreis com tampas a prova de vazamento e de material de vidro
(capacidade para 250mL) e transportadas sob refrigeracédo (4-10°C) com intervalo entre a
coleta e o inicio das analises de no maximo seis horas (NEUSELY et al, 2010). Todas as
amostras de agua superficial e efluentes hospitalares foram coletadas no mesmo dia para que

0s microrganismos encontrados estivessem nas mesmas condi¢des climaticas.

Figura 9: Garrafa VanDorn utilizada na coleta das amostras de agua e efluentes hospitalares
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4.4 Caracterizacdo Fenotipica de Pseudomonas aeruginosa

Técnicas fenotipicas sdo definidas como técnicas que analisam as caracteristicas
expressas pelos microrganismos, ou seja, resultam da expressdo de genes que podem sofrer
variacOes de acordo com o meio ambiente. Essas técnicas sdo baseadas em mudancgas nas
condicdes de crescimento, fase de crescimento e mutacdes espontaneas (LIPUMA, 1998;
TENOVER et al, 1995).

As analises fenotipicas empregadas, no atual estudo, para caracterizar os isolados de
Pseudomonas aeruginosa foram, identificacdo a nivel de espécie, mobilidade ligada ao
flagelo, “Twitching Motility”, formacdo de biofilme e perfil de resisténcia aos
antimicrobianos. Todas as analises laboratoriais, empregadas no trabalho, foram realizadas no
Laboratério de Biodiversidade do Instituto Le6nidas e Maria Deane — ILMD/Fiocruz

Amazonia.

4.4.1 Isolamento e Identificacéo de P. aeruginosa

A determinacdo de P. aeruginosa em agua superficial e efluentes hospitalares foi
realizada pela técnica de membrana filtrante, a qual se baseia na filtracdo de 100mL da
amostra por meio de um filtro contendo uma membrana de celulose com poros de 0,22um. As
bactérias cujas dimensdes foram maiores que os poros, ficaram retidas na membrana e entdo
transferidas para tubos contendo 3mL de caldo Luria Bertain Broth (LB) e incubadas a 37°C

por 24h para crescimento bacteriano ( NEUSELY et al, 2010).

Apds o crescimento bacteriano, as amostras foram semeadas em placas de Petri
contendo meio de cultura para isolamento de Pseudomonas com Agar (PIA) que é um meio
seletivo e diferencial para bactérias do género Pseudomonas, em seguida as placas foram

incubadas a 37°C por 24h. Apds o crescimento em placas, foram selecionadas col6nias
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bacterianas que apresentaram brilho metalico, bordas irregulares, odor caracteristico de frutas
adocicadas como a uva e pigmentos como piocianina e pioverdina que sao caracteristicas
tipicas da espécie Pseudomonas aeruginosa (TRABULSI e ALTHERTUN, 2004).

Para identificacdo, por metodologia classica, os isolados selecionados foram
submetidos a coloragdo de Gram e provas bioguimicas convencionais, como oxidase,
motilidade, producéo de H,S e crescimento em caldo simples a 42°C. Para a analise dos testes

bioquimicos foi utilizada a tabela de leitura descrita pela Probac do Brasil.

4.4.2 Teste de Mobilidade Ligada ao Flagelo

Este teste permite determinar a mobilidade de uma cepa, ligada a presenca de um
flagelo funcional. Para a realizacdo desse teste, as cepas de Pseudomonas aeruginosa foram
inoculadas (com o auxilio de palitos de dentes autoclavados) em meio LB a 0,3% de 4gar em
placas de petri e incubadas a 37°C “Overnight”. Apds o tempo de incubacdo, as colbnias
isoladas que apresentaram o flagelo funcional obtiveram halos caracteristicos (visiveis a olho

nu) em torno das coldnias bacterianas (Figura 14).

4.4.3 Teste “Twitching Motility”

A partir desse teste foi possivel observar quais as cepas de P. aeruginosa possuiam o
pili do tipo 1V funcional. Para esse teste, as cepas foram inoculadas (com o auxilio de palitos
de dentes autoclavados) em placas de petri contendo meio LB 1% de agar e em seguida
incubadas a 37°C por 48h. Apds o tempo de incubagdo, as coldnias bacterianas foram

submetidas a analise microscopica e visualizadas na objetivas de 40 (Figura 15).
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4.4.4 Teste de Formacéao de Biofilme

A formacéo do biofilme foi analisada pela habilidade das células bacterianas aderirem
em PVC (tubo falcon de 15mL) de acordo com o protocolo previamente descrito por O Toole
et al (1998). Em cada tubo falcon foi adicionado 2mL de meio de cultura enriquecido (LB) e
100ul de amostra contendo P. aeruginosa. Em seguida, os tubos falcon foram submetidos a
incubacdo na estufa a 30°C por 24h. Apos o crescimento bacteriano, acrescentou-se 40 ul de
cristal violeta em cada tubo falcon, os quais ficaram por 30 minutos a temperatura ambiente.
A formacdo do biofilme foi observada nas amostras em que o cristal violeta formou um halo
azul onde as bactérias formadoras de biofilme encontravam-se (Figura 10). Como controle
positivo foi utilizado a cepa padrdo DH5-a, e como controle negativo foi utilizado a cepa

PAOIL.

Figura 10: Formag&o de biofilme em tubo falcon

Para quantificar a formacdo de biofilme nos isolados de Pseudomonas aeruginosa, a
densidade 6ptica (DO) das células aderidas foi dosada por espectrofotometria de massa a
600nm. As amostras de P. aeruginosa consideradas formadoras de biofilme foram aquelas
que apresentaram absorbancia acima da média aritmética obtida pelo controle positivo e o

controle negativo.
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4.4.5 Teste de Susceptibilidade aos Antimicrobianos

O perfil de susceptibilidade dos isolados de Pseudomonas aeruginosa aos
antimicrobianos foi determinado pela técnica de disco-difusdo (Figuras 18, 20 e 22) de acordo
com as normas do Instituto laboratorial de normas clinica (CLSI, 2009), com discos
comerciais (Oxoid) de 14 antibidticos diferentes incluidos nos seguintes grupos
farmacologicos: Penicilinas antipseudomonas (Piperacilina associado ao Tazobactam -
100/10pg);  Aminopenicilinas  (Ampicilina-10ug);  Monobactans  (Aztreonam-30ug);
Quinolonas (Norfloxacino-10ug, Levofloxacino-5ug, Ciprofloxacino-5ug); Cefalosponinas de
terceira geracdo (Ceftriaxona-30pg, Ceftazidima-30ug), Cefalosponinas de quarta geragédo
(Cefepime-30pg); Aminoglicosideos (Amicacina-30pg, Gentamicina-10pg); Carbapenémicos
(Imipenem-10pug, Meropenem-10ug) e grupo das Polimixinas (Polimixina B-300Ul). Estes
antibidticos foram escolhidos por serem os mais utilizados para o controle de infeccGes
causadas por P. aeruginosa nos hospitais e prontos socorros da cidade de Manaus.

Para a realizacdo desse teste, colénias de Pseudomonas aeruginosa foram transferidas
para um tubo contendo 3mL de caldo LB e incubadas a 37°C por cerca de 2 a 6 horas até
alcancar a turvacdo equivalente ao tubo 0,5 da escala de McFarland (1,5 X 10® UFC/mL)
(ANVISA, 2004).

Apds o periodo de incubacao, as suspensdes bacterianas foram transferidas para placas
de Petri contendo meio Agar Mueeller Hinton (AMH) e, com o auxilio de uma pinca estéril,
foram adicionados discos impregnados com antibidticos. Ao término do experimento, as
placas contendo as amostras bacterianas e discos de antibidticos foram submetidos a
incubacdo a 35°C por 24 horas. Decorrido esse periodo, foram adicionados 10 ml de cloridato
de trifenil tetrazolio (CTT) na superficie de cada placa para a leitura dos halos de inibicdo

formados em torno dos antibioticos testados.
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Os resultados foram expressos da seguinte forma: sensivel (S) para os isolados que
apresentaram sensibilidade aos antibidticos testados; intermediario (1) para os isolados que
apresentaram resisténcia intermediaria; e resistente (R) para os isolados que apresentaram
resisténcia aos antibioticos testados. Para analisar os resultados, a leitura do teste foi

comparada com a tabela padrao, segundo as recomendacdes do CLSI (2009).

4.5 Caracterizacdo Genotipica de Pseudomonas aeruginosa

A confirmacdo dos resultados obtidos na identificacdo, por metodologia classica, dos
isolados de Pseudomonas aeruginosa foi realizada a partir da extracdo do DNA e do
sequenciamento do gene 16S de cada bactéria. J& a analise de similaridade genética, entre os
isolados encontrados no estudo, foi feita pelo método de Biologia Molecular conhecido como

Eletroforese em Gel de Campo Pulsado (PFGE).

4.5.1 Extracdo do DNA

As culturas contendo P. aeruginosa foram transferidas para tubos contendo 3 mL de
meio LB liquido e incubadas a 37°C por 24h para crescimento bacteriano. Em seguida, o
crescido bacteriano foi transferido para um microtubo contendo 500uL de H,O MilliQ
autoclavada e ressuspenso vigorosamente em homogeneizador (tipo vortex — Daigger Vortex
Genie 2). A suspensdo foi centrifugada em mini centrifuga (miniSpin-Eppendorf) a 12000
rpm por 10 minutos a 4°C. Descartou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o pellet em 200uL
de H,O ultrapura. A suspenséo foi fervida a 100°C por 10 minutos em banho seco (Dry Bath),
e depois submetida & temperatura de -4°C para realiza¢do do choque térmico. Centrifugou-se
novamente por mais 10 minutos, transferiu-se o sobrenadante para um novo tubo e iniciou-se

0 processo de limpeza do DNA com etanol 70%. O pellet foi ressuspendido em TE (Tris-
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EDTA) e congelado a -20°C em freezer, de acordo com método de Otsuki (1997) com

algumas modificacdes.

4.5.2 Sequenciamento do gene 16S rRNA

O gene 16S é universal, sensivel e muito utilizado em estudos filogenéticos. Para o
isolamento desse gene foram utilizados: 40 ng de DNA, 5,0 mM de tampé&o 10X (Invitrogen),
0,25 mM de dNTPs (Invitrogen), 2,5 mM de MgCl, (Invitrogen), 10 mM de cada primer
(Invitrogen), 2,5 U de Tag DNA polimerase (Invitrogen) e agua deionizada esterilizada para
um volume total de 25 pL.

Antes do sequenciamento, foi realizada uma reacdo de PCR simplex em termociclador
(Eppendorf Mastercycle gradient) composta pelos seguintes passos: desnaturacdo inicial
a 94°C por 3 minutos seguida de ciclo de 30 vezes com um passo de desnaturacdo a 94°C por
30 segundos, anelamento dos primers a 59°C por 45 segundos e um passo de extensdo das
fitas a 72°C por 1,5 minutos, e um passo de extensdo final a 72°C por 10 minutos. Os
produtos da reacdo da PCR foram analisados quanto a sua qualidade e concentracdo por
eletroforese utilizando gel de agarose a 1% corado com brometo de Etidio (0,5 mg/mL) e
visualizado sob luz ultravioleta e foto documentado (OTSUKI et al,1997).

A purificacdo do DNA foi feita com Polietilenoglicol (PEG) de acordo com protocolo
descrito por Lis (1980) modificado por Paithankar e Prasad, 1991. Em seguida, as amostras
foram enviadas para o sequenciamento na plataforma da FIOCRUZ/CPqGM/Bahia, com 0s

iniciadores descritos abaixo (Tabela 1).

Tabela 1. Iniciadores utilizados para amplificar o gene 16S rRNA.

Iniciadores 5° — 3’ Tamanho (pb)
530F - TTGGAGAGTTTGATCCTGGCTC
1492R — ACGTCATCCCCACCTTCCTC 856
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As sequéncias obtidas foram processadas para remocdo de sequéncias de baixa
qualidade utilizando-se o programa “Phred/Phrap”. Cada sequéncia foi comparada com outras
depositadas no “Genbank” (NCBI), BLAST do “National Center for Biotechnology
Information” (Tabela 2) para confirmar se as cepas encontradas eram realmente da espécie
Pseudomonas aeruginosa e, posteriormente, essas sequéncias foram lancadas no Genbank

(Figura 13) para servirem como padrdo para outros estudos filogenéticos.

4.5.3 Eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE)

A técnica molecular conhecida como eletroforese em gel de campo pulsado €
considerada o padrdo ouro para identificacdo de linhagens bacterianas, fungicas e de
protozoarios, ja que € um método apropriado para separar grandes fragmentos de DNA, com
tamanhos moleculares variando entre 10 a 800kb, diferentemente de géis de agarose
convencionais, 0s gquais ndo permitem a separacdo de moléculas de DNA maiores que 40-
50kb (SINGH et al, 2006).

O principio desta metodologia determina que células bacterianas integras, embebidas
em blocos de agarose estejam sujeitas a lise celular e a digestdo com uma enzima de restricdo
de corte raro. Em seguida, a reacdo de macro-restricdo é sujeita a eletroforese, onde a
separacdo molecular é feita por meio da reorientacdo do DNA em gel pela acdo de campos
elétricos alternados, formando bandas ou faixas que reunem fragmentos semelhantes,
permitindo conhecer a origem de transmissdo ou identidade dos microorganismos
(MAGALHAES et al, 2000; OLIVE & BEAN, 1999).

No presente estudo, o DNA cromossomal dos isolados bacterianos foi preparado de
acordo com a técnica previamente descrita por NIKBIN et al (2007). A enzima de restrigdo

utilizada no processo de digestio do DNA foi a Xbal e os fragmentos de DNA foram
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separados em gel de agarose a 1% em tampao Tris-Acetato-EDTA (TAE) 1,0x com o sistema
CHEF DRIII (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA) a 6 Vem™, Angulo de 120°, com pulsos
variando de 5-35 segundos e tempo de corrida de 20 horas. O gel foi corado com 2ug/ml de
brometo de Etidium (diluido em agua destilada), visualizado em luz UV e foto documentado.
Os perfis obtidos foram interpretados pelo coeficiente de similaridade de Dice e a analise de
agrupamento foi realizada pelo UPGMA (Unweighted-Pair-Group Method), com o auxilio do
programa GelCompar Il (verséo 6.5).

Os resultados foram analisados de acordo com as recomendagfes previamente
descritas por Tenover (1995), onde isolados foram considerados idénticos quando seus perfis
de restricdo tiveram 0os mesmos nimeros de bandas e as bandas correspondentes possuiram
aparentemente 0s mesmos tamanhos, isto €, apresentaram 100% de similaridade; foram
considerados isolados com alta similaridade genética, aqueles em que o padrdo de PFGE
apresentaram duas ou 3 bandas diferentes, isto €, valores entre 70 a 90% de similaridade
genética; considerados isolados relacionados geneticamente aqueles os quais diferiram um
dos outros por apresentarem, em seu padrdo de PFGE, de 4 a 6 bandas, isto é, similaridade
genética entre 50 a 69%; e considerados isolados independentes ou Unicos aqueles que

apresentaram similaridade genética menor que 50%.
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5. RESULTADOS

5.1 Identificacdo a nivel de espécie

Durante 0 ano de 2012 foram realizadas 2 coletas de amostras de efluentes brutos e
efluentes tratados no HPS 28 de Agosto e amostras de agua superficial do Igarapé do Mindu.
Nessas coletas, foram isoladas 191 bacteérias, sendo 25 dessas, identificadas por metodologia
classica como Pseudomonas aeruginosa. As bactérias identificadas como Pseudomonas
aeruginosa foram aguelas que se apresentaram como bastonetes gram-negativos; formaram
colénias com brilho metalico, bordas irregulares, odor de frutas adocicadas e pigmentos
caracteristicos como piocianina e pioverdina; e nas provas biogquimicas apresentaram
positividade para oxidase, motilidade, producédo de H,S e crescimento a 42°C.

Dentre as 25 cepas de P. aeruginosa encontradas no estudo, 17 foram provenientes de
efluentes hospitalares e 08 de agua superficial do Mindu. Dos 17 isolados oriundos de
efluentes hospitalares, 9 foram encontrados em efluentes brutos (5 no periodo chuvoso e 4 no
periodo ndo chuvoso) e 8 encontrados em efluentes tratados (3 no periodo chuvoso e 5 no
periodo ndo chuvoso).

Em relacdo as amostras de agua superficial coletadas no Igarapé do Mindu, ndo foi
encontrado nenhum isolado de Pseudomonas aeruginosa no periodo da cheia do Rio Negro,
ja no periodo da seca foram encontrados 8 isolados da mesma espécie nos seguintes pontos de
coleta: 3 isolados a montante e 2 a jusante do HPS Jodo Ldcio; 1 isolado a montante e 1 a
Jusante do HPS 28 de Agosto; e 1 na Foz do Mindu.

Esses 8 isolados de P. aeruginosa encontrados ao longo do Igarapé do Mindu indica
gue essa espécie estd sendo disseminada no ambiente aquatico estudado e que sdo

provenientes de instituicdes de salde, j& que Pseudomonas aeruginosa € uma bactéria
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comumente encontrada no ambiente hospitalar diferentemente da espécie P. putida que apesar
de ser do mesmo género é uma bactéria ambiental e ndo causa doencas.

Nas 2 coletas foram retiradas amostras de agua da nascente do Igarapé do Mindu
(Figura 11), porém nenhum isolado de Pseudomonas aeruginosa foi encontrado, por isso
ficou estabelecido, no estudo, que esse ponto de coleta seria designado como controle

negativo.

Figura 11: Nascente do Igarapé do Mindu

Para confirmacdo dos resultados obtidos na identificacdo, por metodologia classica, de
Pseudomonas aeruginosa em amostras de efluentes hospitalares e 4gua superficial do Igarapé
do Mindu, todos os isolados encontrados foram submetidos a reagdo de PCR onde os produtos
dessa reacdo foram analisados por eletroforese de gel de agarose visualizado sob luz
ultravioleta e foto documentado (Figura 12) para posterior identificagdo molecular a partir do

sequenciamento do gene 16S rRNA.
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Figura 12: Amplificagdo do gene 16S rRNA agarose 1%. 110VTBE. Poco 1: Marcador 100pb Ludwing; Pocos
2 a 26: Amostras de Pseudomonas aeruginosa. Pogo 27: Controle negativo.
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Ap0s o0 sequenciamento, as sequéncias dos isolados foram comparadas com os dados

do GenBank, assumindo o indice de confianca para identificacdo bacteriana acima de 75%,

como descreve a tabela 2.

Tabela 2. Comparacédo das sequéncias dos isolados de Pseudomonas aeruginosa encontrados
no estudo com os dados do GenBank.

Isolados  Origem Periodo Espécie Max ID GenBank
160 Efluente Bruto Cheia P. aeruginosa 82% HQ631966.1
161 Efluente Bruto Cheia P. aeruginosa 91% HQ844440.1
162 Efluente Bruto Cheia P. aeruginosa 98% JN600615.1
173 Efluente Bruto Cheia P. aeruginosa 78% DQ201404.1
174 Efluente Bruto Cheia P. aeruginosa 93% JF487789.1
176 Efluente Tratado Cheia P. aeruginosa 78% KC293839.1
191 Efluente Tratado Cheia P. aeruginosa 98% JF279962.1
192 Efluente Tratado Cheia P. aeruginosa 97% HQ455029.1
213 H20 Montante H1 Seca P. aeruginosa 81% HQ640430.1
217 H20 Montante H1 Seca P. aeruginosa 96% JF487789.1
223 H20 Montante H1 Seca P. aeruginosa 95% KC567886.1
226 H20 Jusante H1 Seca P. aeruginosa 92% FJ788528.1
237 H20 Jusante H1 Seca P. aeruginosa 92% FJ788528.1
239 H20 Montante H2 Seca P. aeruginosa 95% HQ455034.1
251 H20 Jusante H2 Seca P. aeruginosa 96% DQ201404.1
265 H20 Foz do Mindu Seca P. aeruginosa 94% HQ018743.1
275 Efluente Bruto Seca P. aeruginosa 84% HQ600430.1
276 Efluente Bruto Seca P. aeruginosa 86% KC305052.1
277 Efluente Bruto Seca P. aeruginosa 86% FJ556919.1
284 Efluente Bruto Seca P. aeruginosa 93% HQ844440.1
285 Efluente Tratado Seca P. aeruginosa 78% JQ783060.1
292 Efluente Tratado Seca P. aeruginosa 86% KC305052.1
293 Efluente Tratado Seca P. aeruginosa 75% JK783060
294 Efluente Tratado Seca P. aeruginosa 86% EU694102.1
296 Efluente Tratado Seca P. aeruginosa 97% HQ455029.1
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Apols a identificacdo molecular dos isolados, as sequéncias foram langadas no
GenBank para servirem de padrdo para outros estudos filogenéticos realizados no Brasil e no
mundo. A figura 13 descreve o resultado da aceitacdo das 25 sequéncias dos isolados de P.

aeruginosa selvagens encontradas no estudo, postadas no GenBank.

SOURCE mitochondrion Pseudomonas aeruginosa
ORGANISM Pseudomonas aeruginosa
Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Pseudomonadales;
Pseudomonadaceae; Pseudomonas.
AUTHORS Magalhaes,M.J.T.L., Nobre,C.B. and Orlandi,P.P.
TITLE Phenotypic and Genotypic Identification among isolates of Pseudomonas
aeruginosa found in hospital effluent and surface water of the affluent of Mindu -
Manaus Amazonas
JOURNAL Submitted (16-JUL-2013) Biodiversity in health, Instituto Leonidas e Maria
Deane FIOCRUZ, Rua Teresina 476, MANAUS, AMAZONAS 69057070, BRASIL
COMMENT Bankit Comment: ALT EMAIL:patricia_orlandi@outlook.com.

Bankit Comment: TOTAL # OF SEQS:25.

##Assembly-Data-START##

Sequencing Technology :: Sanger dideoxy sequencing

##Assembly-Data-END##

FEATURES Location/Qualifiers

organism="Pseudomonas aeruginosa"/organelle="mitochondrion"

/mol_type="genomic DNA"/isolation_source="Brasil:Hospital effluent and surface
water of the affluent of Mindu Manaus Amazonas"/db_xref="taxon:287"
/note="[cultured bacterial source]"

rRNA <1..>788 /product="16S ribosomal RNA"

Figura 13: Aceitacdo dos isolados de P. aeruginosa encontrados no estudo no GenBank

5.2 Teste de Mobilidade Ligada ao Flagelo

Utilizamos esse teste para analisar se os isolados de P. aeruginosa apresentavam a
primeira caracteristica bacteriana de aderéncia em superficie abidtica a partir da presenca de
um flagelo funcional em sua estrutura. Os isolados que apresentaram mobilidade ligada ao
flagelo foram aqueles que formaram halos caracteristicos (Figura 14) ao seu redor com
tamanhos iguais ou maiores ao halo formado pela bactéria padrdo (CHA) utilizada como

controle positivo. Esses halos foram medidos em mm, como mostra a tabela 3.
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Entre as 8 cepas de Pseudomonas aeruginosa encontradas no Igarapé do Mindu no
periodo da seca do Rio Negro, 8 (100%) apresentaram flagelo funcional. E das 17 cepas
encontradas nos efluentes (brutos e tratados) do HPS 28 de Agosto nas duas coletas
realizadas, 17 (100%) também apresentaram esse fenotipo (Tabela 3).

No presente estudo foram utilizados os seguintes padrées de Pseudomonas
aeruginosa: PA103 (controle negativo) que apresentou um halo de 3mm de diametro (Figura
14: C) e CHA (controle positivo) que apresentou a formacao de um halo de 7mm de diametro
(Figura 14: A). A média aritmética dos tamanhos dos halos formados pelos isolados
encontrados na agua superficial do Igarapé do Mindu foi de 27mm e nos isolados encontrados
nos efluentes hospitalares foi de 22mm, com isso observamos a producao exacerbada do fator
de viruléncia mobilidade ligada ao flagelo nos isolados selvagens quando comparados com a
bactéria utilizada como controle positivo (Tabela 3).

Tabela 3: Diametro dos halos formados pelos isolados de P. aeruginosa estudados

Isolados Origem Periodo de Diémetro dos
coleta halos
160 Efluente Bruto Cheia 30mm
161 Efluente Bruto Cheia 25mm
162 Efluente Bruto Cheia 35mm
173 Efluente Bruto Cheia 17mm
174 Efluente Bruto Cheia 8mm
176 Efluente Tratado Cheia 19mm
191 Efluente Tratado Cheia 23mm
192 Efluente Tratado Cheia 20mm
213 H20 Montante H1 Seca 7mm
217 H20 Montante H1 Seca 32mm
223 H20 Montante H1 Seca 35mm
226 H20 Jusante H1 Seca 33mm
237 H20 Jusante H1 Seca 32mm
239 H20 Montante H2 Seca 31mm
251 H20 Jusante H2 Seca 35mm
265 H20 Foz do Mindu  Seca 9Imm
275 Efluente Bruto Seca 50mm
276 Efluente Bruto Seca 55mm
277 Efluente Bruto Seca 15mm
284 Efluente Bruto Seca 7mm
285 Efluente Tratado Seca 10mm
292 Efluente Tratado Seca 15mm
293 Efluente Tratado Seca 40mm
294 Efluente Tratado Seca 12mm
296 Efluente tratado Seca 9mm
Controle (+) 7mm

Controle (-) 3mm
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Figura 14: Teste de mobilidade ligada ao flagelo nos seguintes isolados: A- controle (+); C- controle (-); B- cepa de P.
aeruginosa encontrada em amostras de agua superficial do Mindu; D- cepa de P. aeruginosa encontrada em amostra de
efluente hospitalar bruto; E, G- cepas de P. aeruginosa encontradas em efluente hospitalar tratado; F, H- cepas de P.
aeruginosa oriundas de agua superficial do Mindu (apresentando fluorescéncia).

5.3 Teste “Twitching Motility”

Nesse teste foi possivel observar que as bactérias encontradas no estudo tinham a
capacidade de se locomoverem em superficies abiodticas sem interferéncia do flagelo, isto &,
locomocdo flagelo-independente, se movimentando empurrando umas as outras para que haja
a formacdo de macrocol6nias dando inicio ao passo seguinte que é a formacéo do biofilme,
que é um dos fatores de viruléncia mais importantes dessa bactéria.

Os isolados que apresentaram em sua estrutura a presenca do pili tipo IV foram
aqueles apresentando bordas onduladas e irregulares visualizadas por microscopia de
contraste (Figuras 15: A; C; E e F) e, dessa forma, foram caracterizados como “Twithing
motility” positivo. Ja os isolados que apresentaram bordas sem ondulagfes como o controle
negativo (Figura 15: B) ndo apresentaram pili tipo IV e consequentemente foram
considerados “Twithing Motility” negativo.

De acordo com os resultados, podemos observar que nas amostras coletadas nos
efluentes brutos e tratados do HPS 28 de Agosto 15 (88%) isolados de P. aeruginosa
apresentaram “Twitching Motility” positivo e apenas 2 (12%) ndo apresentaram esse fator de
viruléncia, os quais foram oriundos de amostras de efluentes brutos coletadas no periodo da

cheia do Rio Negro.
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Figura 15: A- Bactéria padrdo: CHA controle (+); B- Bactéria Padrdo: PAOI controle (-); C- “Twitching
Motility” positivo de cepa de P. aeruginosa isolada de amostra de efluente hospitalar (bruto); D- “Twitching
Motility” negativo de cepa de P. aeruginosa isolada de amostra de efluente hospitalar (bruto); E, F- “Twitching
Motility” positivo de cepas de P. aeruginosa isoladas de amostras de efluente hospitalar (tratado).

Todos os isolados de P. aeruginosa provenientes de amostras coletadas no lgarapé do
Mindu apresentaram bordas onduladas e irregulares como as mostradas nas Figuras 16: A e B,
e dessa forma, apresentaram 100% de positividade para o fator de viruléncia “Twitching

Motility”.

Figura 16: A e B- “Twitching Motility” positivo de cepas de P. aeruginosa isoladas de agua superficial do
Igarapé do Mindu.
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5.4 Teste de Formacéo de Biofilme

Este teste tem como objetivo medir a capacidade de cepas de P. aeruginosa
desenvolverem biofilme em superficies abioticas. As curvas do grafico (Figura 17)
representam as medi¢Oes das absorbancias obtidas a partir do biofilme formado pelas
Pseudomonas aeruginosa do estudo. Os isolados bacterianos que apresentaram formacéo de
biofilme foram aqueles, onde as medicGes da absorbancia obtiveram valores iguais ou
superiores a média aritmética (linha pontilhada da figura 17) encontrada entre o valor da
absorbancia obtida a partir do controle positivo e o valor da absorbancia obtida pelo controle
negativo.

No presente estudo, todas as cepas de Pseudomonas aeruginosa encontradas nos
efluentes hospitalares e na agua superficial do igarapé do Mindu formaram biofilme (Figura
17), evidenciando a disseminacao de bactérias de origem nosocomial no ambiente aquatico.
Os maiores picos apresentados na figura 17 representam as absorbancias obtidas ndo somente
por isolados (162 e 174) encontrados no efluente bruto, mas também por um isolado (293)
encontrado no efluente hospitalar tratado, configurando a ineficiéncia do sistema de

tratamento de esgotos envolvido no estudo.
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Figura 17: Formacdo de biofilme nos isolados de Pseudomonas aeruginosa
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5.5 Teste de Susceptibilidade aos Antimicrobianos

Para analisar a sensibilidade microbioldgica dos isolados de Pesudomonas aeruginosa
do presente estudo utilizamos os seguintes antibiéticos: 1) Ampicilina (AMP); 2) Aztreonam
(ATM); 3) Piperacilina associado ao Tazobactam (PTZ); 4) Norfloxacino (NOR); 5)
Levofloxacino (LEV); 6) Ciprofloxacino (CIP); 7) Ceftriaxona (CRO); 8) Ceftazidima
(CAZ); 9) Cefepime (CPM); 10) Amicacina (AMI); 11) Gentamicina (GEN); 12) Imipenem
(IMP); 13) Meropenem (MER) e 14) Polimixina B (POL).

Entre os 5 isolados de Pseudomonas aeruginosa identificados no efluente bruto do
HPS 28 de Agosto no periodo chuvoso, 5 (100%) apresentaram resisténcia a Ampicilina,
Ceftriaxona, Cefepime, Norfloxacino, Levofloxacino, Ciprofloxacino e Gentamicina; 4 (80%)
resisténcia a Imipenem e 1 (20%) resisténcia intermediaria também ao Imipenem; 1 (20%)
resisténcia ao Meropenem e 2 (40%) resisténcia intermediaria a0 mesmo antibiotico; 5
(100%) apresentaram sensibilidade a Polimixina, 4 (80%) sensibilidade a Aztreonam,
Ceftazidima e Piperacilina associada ao Tazobactam e 3 (60%) sensibilidade a Amicacina
(Figura 18).

Nesse mesmo ponto de coleta, porém no periodo ndo chuvoso, dentre os 4 isolados de
Pseudomonas aeruginosa encontrados, 4(100%) apresentaram resisténcia a Ampicilina; 2
(50%) apresentaram resisténcia a Norfloxacino, Levofloxacino, Ciprofloxacino e
Gentamicina; 4 (100%) apresentaram sensibilidade a Polimixina, Imipenem e a Piperacilina
associada ao Tazobactam; 3 (75%) sensibilidade a Ceftazidima, Cefepime, Amicacina,

Meropenem e Aztreonam; 2 (50%) sensibilidade a Ceftriaxona (Figura 18).
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Figura 18: Perfil de resisténcia das Pseudomonas aeruginosa, encontradas em efluente hospitalar bruto, aos

antimicrobianos testados.
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Figura 19: Teste de antibiograma realizado em cepas de P. aeruginosa de efluente hospitalar bruto

De acordo com esses resultados (Figura 18) observamos que 78% dos isolados de P.
aeruginosa encontrados em amostras de efluente hospitalar bruto apresentaram o fen6tipo da
multirresisténcia, incluindo o isolado 174 (Figuras 18 e 19) que apresentou resisténcia a 12
dos 14 antibioticos testados, os quais sdo atualmente os mais utilizados no controle de
infeccOes hospitalares causadas por esse patdgeno. 1sso demonstra o grave problema de saude
publica que os grandes hospitais estdo enfrentando com o advento da multirresisténcia
microbioldgica.

Ja no efluente hospitalar tratado, dos 3 isolados de Pseudomonas aeruginosa
encontrados no periodo da cheia do Rio Negro, 3 (100%) foram resistentes a Ampicilina,
Ceftriaxona, Cefepime, Norfloxacino, Levofloxacino, Ciprofloxacino e Gentamicina; 2 (67%)

resistentes a Ceftazidima e Meropenem; 2 (67%) com resisténcia intermediaria ao Aztreonam;
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3 (100%) apresentaram sensibilidade a Polimixina e a Piperacilina associada ao Tazobactam e
2 (67%) apresentaram sensibilidade a Amicacina e ao Imipenem (Figuras 20 e 21).

E dos 5 isolados provenientes do mesmo ponto de coleta, porém encontrados no
periodo da seca, 5 (100%) apresentaram resisténcia a Ampicilina; 3 (60%) resisténcia a
Gentamicina; 2 (40%) resisténcia a Cefepime, Norfloxacino, Levofloxacino e Ciprofloxacino;
2 (40%) resisténcia intermediaria a Ceftriaxona; 5 (100%) apresentaram sensibilidade a
Polimixina e a Piperacilina associada ao Tazobactam; 4 (80%) sensibilidade a Ceftazidima,

Imipenem e Aztreonam (Figuras 20 e 21).
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Figura 20: Perfil de resisténcia das Pseudomonas aeruginosa, encontradas em efluente hospitalar
tratado aos antimicrobianos testados.

Figura 21: Teste de antibiograma realizado em cepas de P. aeruginosa de efluente hospitalar tratado

Podemos observar que 75% dos isolados encontrados nesse ponto de coleta
apresentaram o fenétipo da multirresisténcia (Figura 20 e 21) e isso é extremamente
preocupante por se tratar de amostras de efluente hospitalar tratado que podera servir de

veiculo de disseminacdo de bactérias multirresistentes para 0 meio ambiente.
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Os resultados obtidos no teste de susceptibilidade aos antimicrobianos realizados nos
isolados encontrados na agua superficial do lgarapé do Mindu (Figura 22 e 23) também séo
preocupantes por confirmar a disseminacdo de Pseudomonas aeruginosa de origem
nosocomial no corpo d’agua estudado, ja que todas as cepas encontradas nesse habitat
apresentaram resisténcia ao antibiotico Ampicilina e que metade dessas cepas (incluindo o
isolado 265 encontrado na foz do Mindu) apresentaram resisténcia intermedidria a
Ceftriaxona que atualmente é um dos antibidticos mais utilizados no Brasil para o controle de

infeccdes hospitalares.
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Figura 22: Perfil de resisténcia das Pseudomonas aeruginosa, encontradas em éagua superficial do Mindu, aos
antimicrobianos testados.

Figura 23: Teste de antibiograma realizado em cepas de P. aeruginosa de agua superficial do Mindu

5.6 Similaridade genética entre isolados de P. aeruginosa
Para analisar a similaridade genética entre os isolados estudados foi utilizado o0 método
genotipico Eletroforese em Gel de Campo Pulsado. A partir dessa metodologia, observou-se

baixa diversidade genética entre os isolados de Pseudomonas aeruginosa encontrados no
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presente trabalho, j& que o dendograma, descrito na figura 24, formou apenas 4 grupos
distintos constituidos de 3 a 9 isolados bacterianos, e nenhum desses isolados apresentou
independéncia no perfil genético em relacdo aos demais. Baseados nas recomendacdes
descritas por Tenover (1995), obtivemos dentro dos grupos formados as seguintes correlacdes
genéticas entre os isolados de Pseudomonas aeruginosa:

O primeiro grupo do dendograma (Figura 24), formado por 9 isolados de P.
aeruginosa, apresentou relacdo clonal entre cepas encontradas em efluente hospitalar bruto,
coletado na cheia do Rio Negro; em efluentes brutos e tratados, coletados na cheia; em agua
superficial do Igarapé do Mindu, a jusante do Pronto Socorro 28 de Agosto; em agua
superficial do Mindu, & montante do Pronto Socorro Jodo Lucio; e em &gua superficial
coletada na foz do Mindu.

Nesse grupo, podemos observar que os isolados 276 (efluente bruto) e 292 (efluente
tratado) apresentaram alta similaridade genética (96%) indicando a ineficiéncia do sistema de
tratamento de efluentes estudado. Observamos também que os isolados 160 e 161 (ambos
encontrados em efluente hospitalar bruto) também apresentaram essa mesma correlacao
clonal indicando que cepas contendo o fendtipo da multirresisténcia (figura 18), como essas
duas, estdo circulando e persistindo nesse ambiente hospitalar. Outro resultado importante
obtido nesse grupo foi a similaridade genética de 64% encontrada entre a cepa (162)
proveniente de efluente hospitalar bruto, coletado no periodo de cheia e uma cepa (251)
encontrada em agua superficial do Mindu a jusante do HPS 28 de Agosto, coletada no periodo
de seca do Rio Negro, indicando que cepas de origem nosocomial estdo sendo recuperadas em
amostras de agua superficial do Mindu, mesmo em um intervalo de tempo, entre uma coleta e
outra, de cinco meses (Figura 24).

O segundo grupo do dendograma (Figura 24) foi formado por isolados encontrados em

efluente hospitalar tratado, coletado na cheia; em efluente hospitalar tratado, coletado na seca;
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e em agua superficial do Mindu a montante do HPS 28 de Agosto, coletada no periodo da
seca do Rio Negro. Os isolados 191 e 296, provenientes de efluentes hospitalares tratados,
encontrados em amostras coletadas no periodo da cheia e periodo da seca, respectivamente,
sdo considerados geneticamente idénticos por apresentarem 100% de similaridade genética
indicando que as mesmas cepas de Pseudomonas aeruginosa estdo sendo encontradas, entre
um intervalo de tempo de 5 meses, no efluente hospitalar tratado, desse modo fica evidente
que o sistema de tratamento do HPS 28 de Agosto nédo estava sendo eficiente nos periodos em
que foram realizadas as duas coletas do estudo.

Podemos observar também, nesse grupo (Figura 24), que o isolado 239, oriundo de
agua superficial do Mindu a montante do HPS 28 de Agosto, apresentou 78% de similaridade
genética com dois isolados (191 e 296) encontrados em efluentes hospitalares tratado,
mostrando mais uma vez, a partir dessa elevada relacdo clonal, a disseminacdo de P.
aeruginosa, provenientes de contaminacao hospitalar, no igarapé do Mindu, podendo exercer
uma forte pressdo seletiva nesse ambiente aquatico (Figura 24).

Verificamos também que o terceiro grupo (Figura 24) apresentou dois isolados (226 e
237), ambos encontrados em amostra de agua superficial do Mindu a jusante do HPS Jodo
Ldcio, geneticamente idénticos, mostrando que esta havendo uma pressao seletiva no igarapé
do Mindu, em relagdo a presenca constante de Pseudomonas aeruginosa nesse habitat devido
a contaminacdo por efluentes hospitalares nao tratados. Isso fica evidente também com a alta
similaridade genética (96%) encontrada, nesse mesmo grupo, entre o isolado (213) encontrado
no igarapé do Mindu, a montante do HPS Jo&o Lucio, e os dois ultimos isolados (226 e 237)
citados anteriormente. Esse resultado também evidencia que cepas de P. aeruginosa
apresentando alta similaridade geneética estdo circulando nos mais diversos hospitais de
Manaus, ja que o isolado 213 foi encontrado proximo ao HPS Jo&o Lucio e os isolados (226 e

237) foram encontrados ap6s o HPS 28 de Agosto.
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Observamos também no terceiro grupo do dendograma (Figura 24) a presenca de 2
isolados (275 e 293) encontrados em efluente bruto e efluente tratado, respectivamente,
ambos coletados na seca, também apresentando alta similaridade genética, mostrando mais
uma vez a ineficiéncia do sistema de tratamento de efluentes hospitalares estudados.

O quarto e ultimo grupo constituido por apenas 3 isolados bacterianos também
apresentou dois isolados, o 277 oriundo de efluente hospitalar bruto e o 294 oriundo de
efluente hospitalar tratado, contendo alta similaridade genética (94%), mostrando novamente
que cepas de P. aeruginosa estdo sendo continuamente recuperadas no efluente tratado, onde

ndo poderia haver a presenca de microrganismos patogénicos (Figura 24).

S0
60
0
i1}
90
100
mm
anm
anm

173 Efluente bruto H2 cheia
160 _Efluente bruto H2 cheia

S | 223 H20 montante H1 seca
- @8 255 H20 Fozigarapé Mindu

[ ]| 191 Efluente tratado H2 cheig
| | 296 Efluente tratado H2 seca
239 H20 montante H2 seca
192 Efluente tratado H2 cheia
176 Efluente tratado H2 cheia
285 Efluente tratado H2 seca
226 H20 jusante H1 seca
237 H20 jusante H1 seca
213 H20 montante H1 seca
217 H20 montante H1 seca
174 Efluente bruto HZ cheia
275 Efluente bruto H2 seca
293 FEfluente tratado H2 seca
277 Efluente bruto H2 seca
294 Efluente tratado H2 seca
I 234 Efuente bruto H2 seca

g mpmE- _—

=8
=8

—_———

-

=

Figura 24: Dendograma, gerado por PFGE, de todos os isolados de Pseudomonas aeruginosa identificados no
presente estudo. Analise em GelCompar Il, Versdo 6.5, Coeficiente de Similaridade Dice, Tolerancia 1%,
Anélise de Cluster UPGMA.
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6. DISCUSSAO

A Pseudomonas aeruginosa € uma das bactérias mais estudadas atualmente devido a
sua importancia para a saude publica. No ambiente hospitalar, essa bactéria é fonte de varios
tipos de infeccdes por apresentar fatores de viruléncia importantes como a formacdo de
biofilme e grande facilidade em desenvolver resisténcia natural ou adquirida a maioria dos
antimicrobianos disponiveis hoje no mercado, representando uma urgéncia clinica e
epidemioldgica em todo o mundo (BERTAND et al, 2011).

No Brasil, Pseudomonas aeruginosa € a principal bactéria causadora de infeccdes
hospitalares e diversos estudos tem associado sua presenca a uma disseminacdo clonal da
espécie. Essa bactéria além de causar sérios danos aos pacientes, elevando os indices de
morbidade e mortalidade, causa grande impacto nos custos dos hospitais brasileiros
(BARROS et al, 2012; GALES, 2004; MENDES, 2005).

Estudos epidemioldgicos nacionais realizados pelo MYSTIC, direcionados a pacientes
hospitalizados em UTI’s, no qual foram avaliados 1.550 amostras de bactérias Gram-
negativas provenientes de 20 centros hospitalares brasileiros, mostrou a P. aeruginosa
envolvida em 30,3% das infec¢bes de corrente sanguinea/cateter, trato respiratorio, trato
urinario, pele e tecidos moles (KIFFER, 2005).

Apesar de ser um agente de contaminacdo comumente encontrado em ambientes
hospitalares, a presenca de Pseudomonas aeruginosa em ambientes aquaticos é preocupante e
tem sido demonstrada em varios estudos (COELHO et al, 2010; WEBB et al, 2004;
HAJJARTABAR, 2004).

No Brasil, a regido Amazonica é reconhecida mundialmente por sua abundancia de
rios, lagos e mananciais, além de amplo registro de lencoéis fredticos. Muitos destes rios
margeiam ou cortam as cidades servindo como ambiente de recreacdo e fonte de

abastecimento de agua. Porém, um dos aspectos socioecondmico marcante se caracteriza pela
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inexisténcia ou ineficiéncia de saneamento basico, sendo estes rios alvos para o despejo de
residuos, inclusive dejetos hospitalares (CLETO FILHO, 2005).

A maioria dos estudos direcionados a elucidacdo das condi¢cfes higiénicas das aguas
de consumo geral, &gua de consumo potavel, contaminacéo de rios, lagos e lencdis freaticos,
geralmente se limita a identificacdo de coliformes fecais e totais (ALVES et al, 2002). Nosso
estudo propds-se a verificar, a partir de técnicas fenotipicas e genotipicas, a possivel
contaminacdo do Igarapé do Mindu por Pseudomonas aeruginosa proveniente de efluentes
hospitalares, pela comparacdo de isolados encontrados em amostras de efluentes hospitalares
e de agua superficial do igarapé do Mindu durante os periodos de seca e cheia do Rio Negro.

A disseminacéo clonal dessa espécie nos mananciais da cidade de Manaus pode causar
sérios riscos a saude da populacdo, principalmente quando as cepas de Pseudomonas
aeruginosa encontram-se associadas a fatores de viruléncia (MATTICK, 2002). Técnicas
fenotipicas sdo utilizadas para detectar as caracteristicas expressas pelos microrganismos, 0s
quais podem sofrer variacOes genéticas baseadas em mudancas nas condi¢fes de crescimento
do microrganismo e mutacdes espontaneas (TENOVER et al, 1997).

Neste estudo, para a comparacgdo fenotipica dos isolados de P. aeruginosa utilizamos
os testes de identificacdo a nivel de espécie, mobilidade ligada ao flagelo, “Twitching
Motility”, formacdo de biofilme e sensibilidade aos antimicrobianos. A presenca deste
conjunto de fatores de viruléncia é utilizada para caracterizar a patogenicidade da espécie de
P. aeruginosa (BARROS, 2005).

Como resultados, os efluentes hospitalares ndo apresentaram diferencas nas
frequéncias de isolamento de Pseudomonas aeruginosa entre 0s periodos chuvoso e nédo
chuvoso (Tabela 2). Porém, nas aguas superficiais do Mindu a P. aeruginosa so foi
encontrada no periodo ndo chuvoso (Tabela 2). Acreditamos que esta variacdo deve-se ao fato

de que a quantidade de aguas residuais geradas pelos servigos de saide ndo estejam sujeitas as
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modificagcdes sazonais. Os rios, no entanto, aumentam seu volume em decorréncia das chuvas
que caracterizam o periodo da cheia, ocorrendo uma diluicdo da &dgua e acumulo de uma
grande quantidade de lixo e produtos quimicos que sdo arrastados pela agua para o interior
desses mananciais, dificultando o isolamento de microrganismos em agua superficial neste
periodo (CLETO FILHO, 2005).

A capacidade de formar biofilme € uma das caracteristicas principais para o sucesso da
Pseudomonas aeruginosa como patoégeno (O’ TOOLE e KOLTER, 1998-A). Para sua
formacédo, € necessaria a presenca de dois outros fatores: a presenca de flagelo funcional e o
pili tipo IV como fator de adesdo (DEZIEL et al, 2001).

Dos 25 isolados encontrados no estudo, todos (17 isolados de efluentes e 8 das aguas
superficiais do Mundu) apresentaram a presenca de flagelo funcional no teste mobilidade
ligada ao flagelo (Tabela 3), ndo havendo distincdo entre os isolados encontrados nos
efluentes hospitalares (bruto e tratado) e os isolados do Mindu. Adicionalmente, quando
comparados os tamanhos dos halos de motilidade com o controle positivo, grande parte dos
isolados apresentou a producdo exacerbada desse fator de viruléncia (Figura 14-G e Figura
14-H).

Um estudo proposto por Barros (2005) afirma que as cepas de P. aeruginosa que
possuem o flagelo funcional mais eficiente sdo aquelas oriundas de contaminacdo hospitalar e
encontradas em um grande fluxo de agua, enquanto as cepas que possuem o flagelo menos
funcional sdo normalmente isoladas de lugares menores e aprisionadas, possuindo assim mais
nutrientes. Estes resultados corroboram com o0s encontrados em nosso estudo onde a
funcionalidade do flagelo foi encontrada em ambos o0s casos.

Vérios estudos examinaram a contribuicdo do flagelo na patogenicidade da
Pseudomonas aeruginosa. Pier et al, (1994), com a inoculacdo de Pseudomonas aeruginosa

sem flagelo mutantes (Fla’) em mucosa de camundongos, atribuiu a auséncia do flagelo a uma
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colonizacdo inefetiva do trato gastrointestinal. Landsperger et al, (1994) demonstrou que em
ratos infectados com anticorpos monoclonais anti-flagelo em modelo de pneumonia induzida
por Pseudomonas aeruginosa ha a diminuicdo da habilidade de motilidade desta bactéria,
reduzindo a area de inflamacéo.

A producdo exacerbada deste fendtipo pelas cepas isoladas neste estudo representa um
grande potencial de colonizacdo caso venham a contaminar hospedeiros humanos, garantindo
a rapida disseminacdo e grande potencial inflamatério (FELDMAN et al, 1998). Alem disso,
a maior expressao do flagelo contribui para uma maior aderéncia destas Pseudomonas aos
diversos materiais e equipamentos hospitalares que podem servir de veiculos de disseminacao
do patogeno.

Uma vez aderida a uma superficie, a P. aeruginosa move-se a partir do “Twitching
Motility”. Esse fator de viruléncia é um indicativo da capacidade da bactéria locomover-se em
superficies Umidas sem interferéncia do flagelo (locomocdo independente de flagelo). O
Twitching tem a capacidade de mover as células bacterianas, linearmente, ao longo do eixo
por meio da retragdo do pili tipo IV (O’TOOLE et al, 1998).

No presente trabalho, podemos observar que dos 25 isolados de Pseudomonas
aeruginosa encontrados, 23 apresentaram twitching mottility positivo e apenas 2 tiveram
auséncia do pili tipo 1V (Figura 15). Curiosamente, ambas as bactérias que foram negativas
para este fator foram isoladas de efluentes brutos.

Esses resultados sé@o bem distintos dos obtidos no estudo realizado por Barros (2008)
que obteve apenas 56% de positividade no teste twitching mottility em isolados de P.
aeruginosa nosocomiais e ambientais encontrados na cidade de Porto Velho — RO.

Mobilidade flagelar e “Twitching Motility”” baseado no pili tipo IV tem sido mostrado
como exigéncia para a aderéncia e desenvolvimento inicial do biofilme por Pseudomonas

aeruginosa (DEZIEL et al, 2001).
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No presente estudo foi observado que ndo houve diferenca entre os isolados
encontrados no efluente hospitalar e em agua superficial no que diz respeito a formacédo do
biofilme, uma vez que todas as cepas apresentaram esse fator de viruléncia (Figura 17). Esse
resultado ja era esperado, visto que tais isolados também foram caracterizados com eficientes
flagelos funcionais (Tabela 3) e presenca de pili tipo IV (Figuras 15 e 16), necessarios a
formacéo do biofilme.

A habilidade de formar biofilme contribui para o aumento de riscos de infec¢do devido
a protecdo que ele proporciona as células bacterianas por evitar a acdo de células de defesa
como os fagdcitos e servir como barreira de penetracdo para os mais diversos antibioticos
(GIWERCMAN et al, 1991; HOIBY et al, 2001). Além disso, a resisténcia que o biofilme
agrega a Pseudomonas aeruginosa € uma estratégia de sobrevivéncia a meios indspitos, como
ambientes contendo produtos quimicos incluindo antibidticos e desinfetantes. (FRICKS-
LIMA et al, 2011).

Infelizmente, por motivos econdémicos, os exames de rotina laboratoriais (como
hemocultura e antibiograma) n&o incluem a pesquisa dos biofilmes bacterianos, apenas as
células filhas sdo investigadas, e desse modo, o tratamento empirico do paciente torna-se
ineficiente, pois a equipe médica desconhece a verdadeira natureza das bactérias que se
encontram protegidas pelo biofilme (HOIBY et al, 2001; FRICKS-LIMA et al, 2011).

A membrana externa presente em bactérias gram-negativas constitui uma barreira
semipermedvel a captacdo de antibidticos, contribuindo com a resisténcia intrinseca existente
em bacterias da espécie Pseudomonas aeruginosa (TAVARES, 2001). Por esse motivo, ha
um numero limitado de agentes antimicrobianos com acdo efetiva contra essa especie,
incluindo-se neste grupo as aminopenicilinas (Ampicilina), Penicilinas antipseudomonas
(Piperacilina associado ao Tazobactam), cefalosporinas de terceira geracdo (Ceftriaxona,

Ceftazidima), cefalosporinas de quarta geracdo (Cefepime), monobactans (Aztreonam),
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carbapenémicos (Imipenem, Meropenem), fluoroquinolonas (Levofloxacino, Norfloxacino,
Ciprofloxacino), aminoglicosideos (Amicacina, Gentamicina) e as Polimixinas (Polimixina B)
(GOODMAN e GILMAN, 2010).

Os resultados do teste de susceptibilidade aos antimicrobianos realizados nos isolados
de P. aeruginosa encontrados em amostras de efluentes hospitalares brutos e tratados
demonstraram 78% dos isolados do efluente bruto (Figura 18) e 75% dos isolados de efluente
tratado (Figura 20) com o fenétipo da multirresisténcia.

Os isolados oriundos do efluente hospitalar bruto apresentaram altos indices de
resisténcia a diversos antibidticos, incluindo 3 antibidticos quinol6énicos (Norfloxacino,
Levofloxacino e Ciprofloxacino), 1 antibi6tico do grupo das aminopenicilinas (Ampicilina), 2
antibioticos cefalosporinicos (Ceftriaxona e Cefepime), 2 antibidticos carbapenémicos
(Imipenem e Meropenem) e 1 antibi6tico aminoglicosideco (Gentamicina). Observamos que
dos 14 antibidticos testados, esses isolados apresentaram elevado nivel de susceptibilidade
somente a 5 antibidticos (Polimixina, Piperacilina associada ao Tazobactam, Amicacina,
Ceftazidima e Aztreonam).

Quando comparados os resultados da resisténcia antimicrobiana entre os efluentes
hospitalares (bruto e tratado), verificamos resultados ainda mais preocupantes nos efluentes
tratados, uma vez que apresentaram alto nivel de resisténcia a 3 antibiéticos quinol6nicos
(Norfloxacino, Levofloxacino e Ciprofloxacino), a 1 antibiético do grupo das
aminopenicilinas (Ampicilina), a 3 antibidticos cefalosporinicos (Ceftriaxona, Cefepime e
Ceftazidima), a 1 antibiotico carbapenémico (Meropenem), a 1 antibiotico monobactamico
(Aztreonam) e a 1 antibiotico aminoglicosideco (Gentamicina). Nesse ponto de coleta, dos 14
antibioticos testados, somente 4 apresentaram efetividade contra os isolados bacterianos,

foram eles: Polimixina, Piperacilina associada ao Tazobactam, Amicacina e Imipenem.
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Um estudo realizado por Fuentefria (2009) apresentou resultados bem distintos, com
70,2 % de todos os isolados de Pseudomonas aeruginosa encontrados em esgotos hospitalares
do Parana susceptiveis a todos os antibioticos testados. Em Goiania no ano 2009, foram
identificados 3 isolados de P. aeruginosa com uma taxa de sensibilidade os antibidticos
Aztreonam, Ceftazidima, Imipenem, Ciprofloxacina e Cefepime (RESENDE, 2009).

A frequéncia e resisténcia aos antimicrobianos podem variar significativamente entre
diferentes estados (PAVIANI et al, 2004). Apesar disso, muitos protocolos clinicos gerais séo
gerados e seguidos por varios Estados brasileiros. No guia de utilizacdo de anti-infecciosos e
recomendacdes para a prevencdo de infeccdes hospitalares, elaborado pelo grupo e
subcomissbes de controle de infec¢do hospitalar do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da USP, observa-se que o antibiotico piperacilina associado ao tazobactam néo é
mais recomendado no tratamento da maioria das infeccGes causadas por Pseudomonas
aeruginosa (FMUSP, 2011).

No atual estudo, a alta taxa de sensibilidade encontrada para Piperacilina associada ao
Tazobactam o sugere como uma das melhores opc¢des para o tratamento dos pacientes
internados em Prontos Socorros da cidade de Manaus devido ao seu baixo custo e toxicidade
quando comparado a antibioticos como a Polimixina (FURTADO, 2007; OLIVEIRA, 2009),
porém resisténcias encontradas contra este antibiético em varios estudos (FIGUEIREDO et al,
2007; PAVIANI et al, 2004) o levaram a ndo ser incluido na terapéutica, da maioria dos casos
de infecgdes causadas por P. aeruginosa, recomendada pelo Guia Terapéutico do FMUPS,
utilizado pelos grandes hospitais e prontos socorros do Pais, incluindo os Hospitais e Prontos

Socorros de Manaus.

O resultado de sensibilidade a piperacilina/tazobactam em cepas de Pseudomonas
aeruginosa de origem hospitalar também foram observadas na regido Norte por Almeida et al,

(2012) no Estado do Para, onde 75% dos isolados foram sensiveis a este antibiotico.
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Estes dados reforcam a necessidade da realizacdo de estudos epidemioldgicos visando
a caracterizacao da resisténcia a antibidticos efetuados de maneira periddica e regional devido
a heterogeneidade dos resultados apresentados pela Pseudomonas aeruginosa em diferentes

estados brasileiros para adequacdo dos meios de tratamentos.

A Pseudomonas aeruginosa possui grande facilidade em adquirir resisténcia aos
antimicrobianos (BERTAND et al, 2011). Por isso, a realizacdo de constantes programas de
vigilancia de maneira institucional sdo essenciais para guiar a terapia empirica, servindo como
medida de controle de infeccdo, diminuir a resisténcia aos farmacos, aumentando o indice
terapéutico (PAVIANI et al, 2004).

Apenas uma parte dos medicamentos & absorvida pelos pacientes internados nos
servicos de salde é metabolizada, a outra parte é excretada principalmente pela urina e fezes
dos pacientes (GOODMAN e GILMAN, 2010) sendo destinadas ao esgoto hospitalar. Por
esse motivo, todo servico de salde deve conter em sua estrutura fisica um eficiente sistema de
tratamento de efluentes para ndo ocorrer liberagcdo de antimicrobianos para 0 meio ambiente
que pode promover uma grande presséo seletiva de microrganismos resistentes nos corpos d’

agua.

Além disso, a ineficiéncia do tratamento de efluentes pode causar o acumulo de
bactérias multirresistentes e a transmissdo deste fendtipo a outras bactérias através do quorum
sensing e transmissdo plasmidial desencadeando a disseminacdo ambiental de bactérias
multirresistentes que poderdo causar sérios riscos a populagio (KUMMERER e

HENNINGER, 2004).

Desta forma, os resultados obtidos no atual estudo mostram que os efluentes
hospitalares representam uma fonte de contaminacdo em potencial para 0s mananciais
encontrados no municipio de Manaus devido a alta resisténcia antimicrobiana encontrada nos

efluentes mesmo apds o tratamento.
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Este resultado corrobora com o observado por Prado (2007), que analisou a eficiéncia
de um sistema de tratamento de efluentes hospitalares no Brasil e considerou esse sistema
ineficiente na remocdo de microrganismos patogénicos por demonstrar a presenca de

Klebsiella pneumoniae contendo o fenotipo da multirresistente no efluente tratado.

Apesar das altas taxas de resisténcia terem sido encontradas entre os isolados
provenientes dos efluentes hospitalares (Figuras 18 e 20), para os 8 isolados de P. aeruginosa
da agua superficial do Igarapé do Mindu o resultado foi bem diferente, porém importante, ja
que 100% desses isolados apresentaram resisténcia a Ampicilina; e 50% apresentaram
resisténcia intermediaria a Ceftriaxona (Figura 22), atualmente um dos antibidticos mais
utilizado no controle de infeccdo hospitalar (FMUSP, 2011).

A presenca de cepas resistentes presentes nas aguas superficiais do Mindu € alarmante
devido a auséncia destes componentes de forma natural neste ambiente caracterizando uma
fonte de contaminacdo externa.

Quiteira & Peixe (2006) encontraram a presenca de genes de resisténcia aos
antibidticos beta-lactdmicos em bactérias da espécie P. aeruginosa isoladas de fonte ndo
hospitalar, sugerindo proveniéncia de contaminagéo hospitalar.

Em oposi¢do, um estudo realizado por Medeiros, et al (2006) que isolaram 13
linhagens de Pseudomonas aeruginosa encontradas em diferentes fontes de ambientes
aquaticos em Recife - PE ndo encontrou nenhum isolado apresentando o fen6tipo de
resisténcia a qualquer dos nove antibidticos estudados.

Neste estudo, acreditamos que a ineficiéncia observada no tratamento de efluente para
Pseudomonas aeruginosa nos hospitais possa ter influéncia nos microrganismos recuperados
no ambiente aquatico. Estudos adicionais sobre as caracteristicas presentes no efluente tratado
s80 necessarias para avaliar que outros microrganismos e substancias podem estar sendo

liberadas na rede coletora do municipio, que possui como destino final os rios.
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Como complementacdo da caracterizacdo fenotipica, a analise genotipica também tem
sido amplamente utilizada para comparar cepas de bactérias ambientais com cepas
nosocomiais (FUENTEFRIA, 2009). No estudo atual, foi utilizada Eletroforese em gel de
Campo Pulsado (PFGE) com varios objetivos: verificar se isolados de P. aeruginosa
encontrados no efluente hospitalar bruto possuem similaridade genética com isolados
encontrados no efluente hospitalar tratado; determinar a relacdo clonal entre isolados
encontrados em amostras coletadas no periodo da cheia e amostras coletadas no periodo da
seca do Rio Negro; e avaliar se isolados oriundos de efluentes hospitalares estdo sendo
recuperados em amostras de agua superficial do lgarapé do Mindu.

O dendograma (Figura 24), montado a partir dos padrdes de restricdo encontrados no
PFGE, demonstra um alto grau de similaridade genética entre 2 isolados encontrados no
efluente hospitalar bruto e 2 do efluente tratado (96%) indicando a ineficiéncia do sistema de
tratamento de esgotos do HPS 28 de Agosto.

Este resultado corrobora com os encontrados na caracterizagdo fenotipica, na qual
foram recuperadas cepas de Pseudomonas aeruginosa com altas taxas de resisténcia a
antibidticos mesmo ap6s o tratamento. Curiosamente, 2 isolados, do efluente bruto (276) e
tratado (292), com 96% de similaridade possuem o0 mesmo padrdo de resisténcia a
antimicrobiano (norfloxacino, levofloxacino, gentamicina, ciprofloxacino e ampicilina),
caracterizando estas amostras como clones com alta similaridade genética.

Além disso, a similaridade de 100% entre 2 cepas isoladas de efluente tratado, uma
encontrada na época de cheia do Rio Negro (191) e outra na seca (296) configura a
persisténcia de cepas de Pseudomonas aeruginosa no ambiente hospitalar mesmo apds o
periodo de 5 meses de coleta. Tal resultado demonstra a eficiéncia desta cepa em aderir-se a
superficie do esgoto ou estar continuamente circulante em ambiente hospitalar, persistindo no

efluente tratado. O mais preocupante é que estes isolados possuem o fenotipo da
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multirresisténcia, apresentando resisténcia a 9 dos 14 antibidticos testados (Figura 20), tendo
0 potencial de transmiti-los continuamente a outros microrganismos.

Em estudos de Fuentefria et al, (2009) e Tuméo et al, (2008), ndo foram obtidas
similaridade genética entre isolados encontrados em esgoto hospitalar com isolados
encontrados em agua superficial, indicando que outras fontes, que ndo o esgoto hospitalar,
pudessem estar contribuindo para a presenca de bactérias como a P. aeruginosa nas amostras
de &gua analisadas.

Apesar disso, no estudo atual, a tipificacdo dos isolados de Pseudomonas aeruginosa
demonstrou uma relacédo clonal de 64% entre um isolado encontrado em efluente hospitalar
bruto (162) e um isolado encontrado em agua superficial do Mindu a jusante do HPS 28 de
Agosto (251); e alta similaridade genética de 78% entre dois isolados (191 e 296) de P.
aeruginosa oriundos de efluente hospitalar tratado e um isolado (239) oriundo de agua
superficial do Mindu a montante do mesmo hospital.

Esses resultados indicam que isolados oriundos de efluentes hospitalares estdo sendo
recuperados na agua superficial do Mindu, devido as relacbes e similaridades encontradas
entre as cepas de Pseudomonas aeruginosa isoladas. A resisténcia de Pseudomonas
aeruginosa isoladas de aguas superficiais do Mindu a ampicilina e ceftriaxona (Figura 22),
uma cefalosporina de terceira geragdo, encontradas neste estudo configura o principal indicio
que esta contaminagdo ocorre e influencia no perfil destes isolados em um ambiente tdo
amplo quanto o Mindu.

Em conjunto, estes resultados indicam um grave problema de satde publica uma vez
que a contaminagdo constante no Rio Negro, ja que os corpos d’agua da zona urbana da
cidade desaguam nesse manancial, proveniente de efluentes hospitalares ndo tratados
adequadamente € cumulativa e pode futuramente levar a multirresisténcia dos

microrganismos.
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No contexto de legislacdo, a RDC 306 de 7 de dezembro de 2004 estabelece no seu
item 13.3.1 que “Os residuos liquidos provenientes de esgoto e de aguas servidas de
estabelecimentos de saude devem ser tratados antes do langcamento no corpo receptor ou na
rede coletora de esgoto, sempre que ndo houver sistema de tratamento de esgoto coletivo
atendendo a area onde esté localizado o servi¢o” (BRASIL, 2004).

Ainda, de acordo com a Resolucdo CONAMA 357/05, o efluente deve ser devolvido
ao rio tdo limpo ou mais limpo que o préprio rio, de forma que ndo altere as caracteristicas
fisicas, quimicas e biologicas do corpo receptor (BRASIL, 2005).

A presenca de cepas de Pseudomonas aeruginosa neste estudo apresentando fatores de
viruléncia (flagelo funcional, pili tipo IV, formacdo de biofilme e fendtipo de
multirresisténcia aos antibioticos) caracterizam essas bactérias como patogénicas. Além disso,
as similaridades genéticas (PFGE) encontradas entre os efluentes hospitalares (bruto e tratado)
demonstram a ineficiéncia deste tratamento para a eliminacdo de microrganismos. Estes
resultados demonstram a discordancia do efluente descartado no lgarapé do Mindu a
legislacéo vigente, caracterizando um problema de salde publica.

Este estudo pode servir como alerta as autoridades competentes para que haja um
maior controle dos efluentes hospitalares escoados a rede coletora municipal, e um laudo com
os resultados encontrados neste projeto sera destinado a diretoria do Hospital 28 de Agosto

para que o hospital tenha ciéncia do ocorrido e possa tomar as providéncias cabiveis.
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7. CONCLUSAO

Ao término do estudo foi possivel concluir que:

e Apesar da bactéria Pseudomonas aeruginosa, apresentando fatores de viruléncia, ser
de origem nosocomial, isolados dessa espécie foram encontrados em todos 0s pontos

de coleta do Igarapé do Mindu, com exceg¢do da nascente desse corpo d"agua.

e A partir dos testes (mobilidade ligada ao flagelo, “Twitching Motility” e formacdo de
biofilme) ndo foi possivel diferenciar as cepas de Pseudomonas aeruginosa
encontradas em amostras de aguas superficiais coletadas ao longo do igarapé do
Mindu com as encontradas nos efluentes hospitalares (brutos e tratados), ja que os
isolados provenientes desses diferentes nichos expressaram com eficiéncia os trés

fatores de viruléncia;

e O fenotipo de multirresisténcia foi observado na maioria dos isolados de P. aeruginosa
encontrados nos efluentes hospitalares (bruto e tratado). E os 8 isolados encontrados
no lgarapé do Mindu apresentaram resisténcia a pelo menos 1 antibidtico,

evidenciando a contaminagdo do Mindu por microrganismos de origem hospitalar;

e Alta similaridade genética foi observada entre isolados encontrados no efluente bruto e
efluente tratado, entre isolados encontrados em diferentes periodos pluviométricos e
entre isolados encontrados em amostras de efluente hospitalar e agua do Mindu,

evidenciando a ineficiéncia do sistema de tratamento de efluentes estudado, a
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persisténcia de bactérias multirresistentes no ambiente hospitalar e a disseminacdo da

bactéria Pseudomonas aeruginosa nosocomiais no ambiente aquéatico estudado;

Esperamos que esse trabalho seja o ponto de partida para novos projetos que visem identificar
microrganismos patogénicos nos mananciais de Manaus; que também sirva de alerta para os
6rgdos de vigilancia sanitaria do municipio para que haja maior fiscalizacdo e puni¢do para 0s
servicos de salde que ndo cumprem as legislagdes ambientais vigentes; e que esse estudo
também colabore para a elaboracdo de politicas publicas de salde que visem preservar 0 meio

ambiente e a saude da populacéo.
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