UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE VETERINARIA
DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA CLINICA VETERINARIA
LABORATORIO DE BACTERIOLOGIA VETERINARIA

IDENTIFICACAO DE BACILOS GRAM-NEGATIVOS RESISTENTES A
CARBAPENEMICOS EM EFLUENTE HOSPITALAR VETERINARIO

AUTORA: TAINARA SOARES WEYH

PORTO ALEGRE
2024/1



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE VETERINARIA
DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA CLINICA VETERINARIA
LABORATORIO DE BACTERIOLOGIA VETERINARIA

IDENTIFICACAO DE BACILOS GRAM-NEGATIVOS RESISTENTES A
CARBAPENEMICOS EM EFLUENTE HOSPITALAR VETERINARIO

Autora: Tainara Soares Weyh

Trabalho apresentado a Faculdade
de Veterinaria como requisito
parcial para a obtencio da
graduacio em Medicina Veterinaria

Orientadora: Prof®’. Dr®. Franciele
Maboni Siqueira

Coorientadora: Msc. Maria
Eduarda Rocha Jacques da Silva

PORTO ALEGRE

2024/1



CIP - Catalogagao na Publicagao

Soares Weyh, Tainara

IDENTIFICAGCAO DE BACILOS GRAM-NEGATIVOS RESISTENTES
A CARBAPENEMICOS EM EFLUENTE HOSPITALAR VETERINARIO /
Tainara Soares Weyh. -- 2024.

42 f.

Orientadora: Franciele Maboni Siqueira.

Coorientadora: Maria Eduarda Rocha Jacques da
Silva.

Trabalho de conclusadoc de curso (Graduagdo) --
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Faculdade
de Veterindria, Cursc de Medicina Veterinaria, Porto
Alegre, BR-RS, 2024.

1. Efluentes hospitalares. 2. Hospitais
veterinadrios. 3. Resisténcia a carbapenémicos. I.
Maboni Siqueira, Franciele, orient. II. Rocha Jacques
da Silva, Maria Eduarda, coorient. III. Titulo.

Elaborada pelo Sistema de Geragdo Automatica de Ficha Catalografica da UFRGS com os
dados fornecidos pelo(a) autor(a).




TAINARA SOARES WEYH

IDENTIFICACAO DE BACILOS GRAM-NEGATIVOS RESISTENTES A
CARBAPENEMICOS EM EFLUENTE HOSPITALAR VETERINARIO

Aprovado em: 23/09/2024

APROVADO POR:

Prof*. Dr". Franciele Maboni Siqueira

Orientadora

Msc. Maria Eduarda Rocha Jacques da
Silva

Coorientadora

Prof*. Dr*. Amanda de Souza Mota

Membro da banca examinadora

Dr*. Gabriela Merker Breyer

Membro da banca examinadora



AGRADECIMENTOS

Gostaria de agradecer aos meus pais, Ivone e Lucio, por todo o apoio e incentivo em
todos os momentos da minha vida e por serem a base para a realizagdo desse sonho. A minha
irma, Eduarda, pelo companheirismo e paciéncia. As minhas cachorrinhas, Loli, Preta e também
a Lua, que foi um dos motivos de escolha do curso de Medicina Veterinaria. E a todos os meus

familiares, que de alguma forma contribuiram para que eu chegasse até aqui.

Gostaria de agradecer também a toda a equipe incrivel do LaBacVet, por todos os
aprendizados, companheirismo, conversas ¢ momentos descontraidos ao longo destes ltimos
dois anos. Gostaria de agradecer em especial a minha orientadora, Prof.* Fran, que com seu
amor pela microbiologia me inspirou a seguir nessa area linda, e a minha coorientadora, Duda,

por toda ajuda durante a realizacao deste trabalho.

Aos meus amigos, pelo companheirismo e pelas trocas de experiéncias que
enriqueceram minha jornada académica. Em especial a Rosana e a Larissa por todo o apoio,

conversas e risadas durante a graduacao, tornando essa jornada mais leve.

Por fim, agradeco a todos que, direta ou indiretamente, contribuiram para a realizagao

deste trabalho.

Muito obrigada!



RESUMO

Os efluentes hospitalares recebem uma alta carga de microrganismos, residuos de
antibiodticos e outros compostos utilizados no ambiente hospitalar, sendo considerados hotspots
para a disseminagdo de bactérias e genes de resisténcia a antimicrobianos. Dessa forma, o
objetivo dessa pesquisa foi analisar os efluentes da saida do Hospital de Clinicas Veterinarias
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, a fim de identificar cepas bacterianas resistentes
a carbapenémicos, que estdo sendo liberadas no ambiente. Foram realizadas coletas do efluente
hospitalar em intervalos de 15 dias durante seis meses, sendo dois pontos de coleta: antes e apds
o tratamento do efluente. Ao todo foram realizadas 28 coletas, compreendendo 93 isolados
bacterianos analisados. O efluente pré-tratamento teve média de colonias na contagem de 4,0 x
10* UFC/mL, enquanto no efluente pds-tratamento, a média de colonias foi de 6,6 x 10*
UFC/mL. Os isolados mais frequentemente encontrados foram: Pseudomonas spp. e
Stenotrophomonas spp. Em ambos efluentes foram encontrados isolados resistentes a
carbapenémicos de importancia clinica, como Acinetobacter spp., Pseudomonas spp. €
Enterobacter asburiae. Nesses isolados com importancia clinica, foram realizados testes de
concentragdo inibitéria minima (CIM), sendo que o género de Acinetobacter spp. € um isolado
de Pseudomonas fulva apresentaram maior resisténcia com CIM de 128 ug/mL. Este estudo
também mostrou que o sistema de tratamento de efluentes do hospital veterinario parece nao
possuir um impacto significativo na degradacdo de bactérias Gram-negativas resistentes a
carbapenémicos. Ao contrario dos efluentes hospitalares humanos, que possuem um papel
conhecido na disseminagao de bactérias resistentes aos antimicrobianos, os efluentes de
hospitais veterinarios carecem de estudos para entender o papel destes dejetos no ambito de

saude unica.

Palavras-chave: Efluentes hospitalares; Hospitais veterinarios; Resisténcia a carbapenémicos.



ABSTRACT

Hospital effluents receive a high load of microorganisms, antibiotic residues, and other
compounds used in the hospital environment, being considered hotspots for the dissemination
of bacteria and antimicrobial resistance genes. Therefore, the objective of this research was
to analyze the effluents from the Veterinary Clinics Hospital of the Federal University of Rio
Grande do Sul, in order to identify carbapenem-resistant bacterial strains that are being
released into the environment. Effluent samples were collected at 15-day intervals over six
months, with two collection points: before and after effluent treatment. A total of 28 collections
were made, comprising 93 bacterial isolates analyzed. The pre-treatment effluent had an
average colony count of 4.0 x 10* CFU/mL, while the post-treatment effluent had an average
colony count of 6.6 x 10 CFU/mL. The most frequently found isolates were: Pseudomonas
spp. and Stenotrophomonas spp. In both effluents, carbapenem-resistant isolates of clinical
importance, such as Acinetobacter spp., Pseudomonas spp., and Enterobacter asburiae, were
found. Minimum inhibitory concentration (MIC) tests were performed on these isolates, with
Acinetobacter spp. and one isolate of Pseudomonas fulva showing the highest resistance with
an MIC of 128 ug/mL. This study also highlighted that the effluent treatment system of the
veterinary hospital does not have a significant impact on the degradation of carbapenem-
resistant Gram-negative bacteria, as its main function is the degradation of organic matter.
Unlike human hospital effluents, which have a known role in the dissemination of
antimicrobial-resistant bacteria, there is a lack in studies about the role of veterinarian

hospital effluents in the context of One Health.

Keywords: Hospital effluents; Veterinary hospitals; Carbapenem resistance
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1INTRODUCAO

A resisténcia antimicrobiana vem se tornando uma grande preocupa¢do mundial devido
ao rapido crescimento e ampla disseminacdo, causando impactos na saude humana, animal e
ambiental. Um estudo realizado por Murray et al. (2022), estimou que, em 2019, a resisténcia
antimicrobiana bacteriana foi diretamente responsavel por 1,27 milhdo de mortes humanas

globais e contribuiu, indiretamente para 4,95 milhdes de outras mortes.

A intera¢do entre humanos e animais de companhia tem evoluido ao longo do tempo,
aproximando-os e levando a um maior compartilhamento de habitos e espacos, resultando na
possibilidade de compartilharem também fontes de infec¢des ou transmitirem patdgenos entre
si (Stull; Weese, 2015; Vercelli et al., 2022). Estudos recentes apontam para uma evidente
disseminagdo global de patdgenos prioritarios entre animais de estimacao (Sellera; Da Silva;
Lincopan, 2021). Também ja existem estudos mostrando a ocorréncia de infecgdes em animais
causadas por patdégenos considerados criticos para os humanos (Fernandes et al., 2018; Nocera

et al.,2020; Sebola et al., 2023).

No ambiente hospitalar veterinario, os antibioticos sao frequentemente utilizados na
pratica clinica, e muitas vezes acabam sendo utilizados de forma empirica com escolhas iniciais
de medicamentos de amplo espectro. Além disso, por vezes os tratamentos ndo sdo realizados
adequadamente, o que pode favorecer o desenvolvimento da resisténcia bacteriana (Vercelli et
al.,2022). Embora a propor¢ao de pacientes em hospitais veterinarios seja menor em relacao a
hospitais humanos, pacientes animais também enfrentam riscos semelhantes aos humanos de
desenvolverem infec¢des adquiridas em ambientes hospitalares, também conhecidas como
infecgdes nosocomiais (Stull; Weese, 2015). No contexto veterindrio, surgem desafios
relacionados a higiene dos pacientes, maior dificuldade de adesdo aos tratamentos, maior fluxo
de entradas e saidas, além de uma cultura de controle de infeccao menos desenvolvida (Stull;

Weese, 2015).

As estagOes de tratamento de efluentes sdo importantes reservatdrios de bactérias
resistentes a antibidticos e genes de resisténcia antimicrobiana, sendo também fontes de
disseminagdo para o ambiente (Li ef al., 2022; Lucas et al., 2016; Osinska et al., 2019). Os
efluentes hospitalares apresentam uma alta carga de populagdes de microrganismos, compostos
farmacéuticos, antibioticos e residuos quimicos, além de dispor de uma alta carga organica,
oferecendo assim nutrientes para a sobrevivéncia e crescimento bacteriano (Osinska et al.,

2019; Sabri et al., 2020). A presenca de antibioticos, mesmo em baixas concentragdes, contribui
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para o desenvolvimento da resisténcia bacteriana durante o processo de tratamento de aguas
residudrias. Estas baixas concentragdes podem induzir respostas genéticas, levando a

adaptagdes e mutacdes na populacdo microbiana (Osinska et al., 2019).

O presente trabalho teve como objetivo analisar amostras de efluentes da saida do
Hospital de Clinicas Veterinarias da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), a
fim de identificar a presenca de cepas bacterianas resistentes a carbapenémicos, que estao sendo

liberadas no ambiente.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 RESISTENCIA ANTIMICROBIANA

A resisténcia antimicrobiana corresponde a habilidade das bactérias de sobreviverem
mesmo quando expostas a altas concentracdes de antimicrobianos. Esse fendmeno representa
uma séria ameaga a saude publica, uma vez que estas bactérias resistentes tendem a se
disseminar em multiplos ambientes, resultando em um aumento nas taxas de morbidade e
mortalidade, além de restringir as opg¢des de medicamentos para o tratamento de enfermidades

causadas por patogenos resistentes (Vercelli et al., 2022).

A resisténcia microbiana aos antimicrobianos ¢ um fendémeno natural que se divide em
duas classes: intrinseca e extrinseca. A resisténcia intrinseca ¢ resultado de um longo processo
evolutivo adquirido pelos microrganismos como forma de adaptacao a mudangas nas condi¢des
ambientais. Ela esta relacionada a mecanismos naturais de resisténcia de um determinado
género ou espécie bacteriana, a determinadas classes ou farmacos antimicrobianos, podendo
ocorrer pela auséncia de estruturas especificas nas quais o antibiotico atua, pela aquisi¢ao de
genes de resisténcia ao longo da evolugdo (decorrentes de erros genéticos em plasmideos ou
cromossomos) ou pela producdo de enzimas capazes de inibir a acdo dos antibidticos (MAPA,
2022; Palma; Tilocca; Roncada, 2020; Vercelli ef al., 2022). Ja a resisténcia extrinseca ocorre
de forma mais rapida e ¢ resultante da perda do efeito de antimicrobianos previamente
adequados para o tratamento de infec¢des causadas por dada espécie ou género bacteriano,
devido a aquisicdo de novos genes de resisténcia transmitidos por outras bactérias ou pela
adaptacdo devido a pressdo seletiva presente no ambiente (MAPA, 2022; Palma; Tilocca;

Roncada, 2020).

A descoberta da penicilina em 1928 foi um marco importante para a historia, e abriu
caminho para o desenvolvimento de outros antibioticos mais potentes (Lobanovska; Pilla,
2017). Mais de 150 antibidticos foram desenvolvidos desde entdo e atualmente j& ha relatos de
resisténcia para a grande maioria deles (Lobanovska; Pilla, 2017). Diversos fatores podem estar
por tras desse cenario, como o uso excessivo de antibioticos, prescri¢des inadequadas, falta de
conscientizacdo da populacdo e mas condigdes de saude publica (Lobanovska; Pilla, 2017;
Vercelli ef al., 2022). As principais fontes nao humanas de resisténcia antimicrobiana incluem

a falta de acesso a agua potavel, medidas de higiene precdarias, ingestdo de alimentos
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contaminados ou exposi¢do a ambientes contaminados (Vercelli et al., 2022). A pandemia de
COVID-19 também contribuiu significativamente para o aumento da resisténcia devido a
ampliagcdo do uso de antibidticos em todo o mundo, levando a um aumento da pressao e selegao

de bactérias resistentes a antibioticos (Sellera; Da Silva; Lincopan, 2021).

Uma das solugdes para esse fenomeno ¢ uma abordagem de Saude Unica, que engloba
a saude humana, animal e ambiental, reconhecendo a interconexdo existente entre elas
(Collignon; McEwen, 2019). Essa abordagem ¢ essencial para desenhar e implementar
programas, politicas, legislagdes e pesquisas em multiplos setores (Vercelli ef al., 2022). Em
2015, a Organizacao Mundial da Saude langou um plano de agdo global focado na resisténcia
antimicrobiana, fundamentado em uma abordagem de Saude Unica, com os objetivos de
melhorar a conscientizagao, fortalecer as bases de conhecimentos através da vigilancia e
pesquisa, adotar medidas eficazes de saneamento, higiene e prevencdo de infec¢des afim de
reduzir a incidéncia de infecc¢des, otimizar o uso de medicamentos antimicrobianos tanto na
saude humana quanto na satide animal e preparar argumentos econdomicos voltados para um
investimento sustentavel além de aumentar os investimentos em novos medicamentos, meios

diagnésticos e vacinas (Collignon; McEwen, 2019).

2.1.1 Mecanismos intrinsecos de resisténcia de bactérias Gram-negativas aos Beta-

lactamicos

As bactérias Gram-negativas destacam-se entre os patdgenos causadores de infecgdes
hospitalares devido a sua eficiéncia na transferéncia horizontal de genes entre espécies (Mehrad
et al., 2015). Além disso, possuem diversos mecanismos intrinsecos de resisténcia, como a
inativacao/alteracao de drogas, modificacdes nos sitios de ligagdo, mudangas de permeabilidade

e formacao de biofilme (Barbu et al., 2023; Santajit; Indrawattana, 2016).

Um dos principais mecanismos intrinsecos de resisténcia das bactérias Gram-negativas
¢ a presenca da Membrana externa, que funciona como uma barreira de permeabilidade,
restringindo o acesso dos antibidticos aos seus alvos. Qualquer alteracdo nela, mutagdes em
porinas ou modificagdes hidrofobicas, pode dificultar o acesso de farmacos e resultar em
resisténcia. Dessa forma, a presenca da Membrana externa nas bactérias Gram-negativas
confere maior resisténcia aos antibidticos em comparagdo com as Gram-positivas, que nao

possuem essa estrutura (Breijyeh; Jubeh; Karaman, 2020; Miller; Arias, 2024).
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A presenca de Beta-lactamases no espaco periplasmastico também ¢ importante. Essas
enzimas possuem a fun¢do de modificar e inativar os fAirmacos e atuam principalmente na
hidrélise do anel beta-lactamico, sendo este 0 mecanismo de resisténcia mais comum entre 0s
bacilos Gram-negativos (Mehrad et al., 2015; Santajit; Indrawattana, 2016). Também podem
haver alteragdes nas proteinas ligadoras de penincilinas (PBPs). Estas enzimas estdo presentes
na membrana citoplasmatica da parede celular bacteriana e sdo responsaveis pela montagem e
controle dos estagios finais da parede celular. Quando ha resisténcia, a afinidade pelo fairmaco
¢ reduzida evitando assim a ligagao ao sitio alvo (Miller; Arias, 2024; Santajit; Indrawattana,
2016). Além disso, existem outros mecanismos de prote¢do, como a diminui¢do de porinas na
membrana externa, cujo o objetivo ¢ diminuir a absorcao de fAirmacos, especialmente os Beta-
lactamicos (Miller; Arias, 2024). E as bombas de efluxo, que atuam para diminuir a

concentracdo de drogas acumuladas dentro das células (Santajit; Indrawattana, 2016).

Figura 1- Mecanismos de resisténcia intrinsecos de bactérias Gram-negativas
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2.1.2 A classe carbapenémicos

Dentro do grupo dos Beta-lactamicos, os carbapenémicos sdo os farmacos que possuem

maior espectro de atividade contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas e dessa forma,
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possuem um importante papel no tratamento de infec¢des graves causadas por bactérias

resistentes a antimicrobianos (Nicolau, 2008; Papp-Wallace et al., 2011).

O Meropenem ¢ um antibidtico da subclasse carbapenémicos, cujo mecanismo de acao
consiste na entrada através das proteinas da membrana externa (OMPs) e ligagdo nas proteinas
ligadoras de penicilinas 1 (PBP-1), causando a inibig¢@o da sintese da parede celular bacteriana
e levando a lise osmotica (Andrade, 2017; Papp-Wallace ef al., 2011). O seu espectro de acao
¢ similar ao Imipenem, porém estudos in vitro mostraram que o Meropenem atua melhor em
bactérias Gram-negativas (Gales et al., 2002). Na medicina veterindria, este farmaco ¢
empregado no tratamento de infecgdes hospitalares ou em casos de falha no tratamento com
outros antimicrobianos, sendo assim considerado um antibiotico de ultima linha de tratamento
(Andrade, 2017). E utilizado principalmente para o tratamento de infec¢des resistentes causadas
por Enterobacteriaceae ou Pseudomonas aeruginosa (Andrade, 2017; Weese et al., 2011).
Segundo um estudo realizado por Smith ef al., (2019) as infecgdes mais comuns em caes, que
necessitaram de uso de carbapenémicos foram: respiratorias, urinarias, tecidos moles,
sangue/sistémica e abdominal. J4 em gatos as infeccdoes mais comuns foram: urinarias,

abdominais e respiratorias.

2.2 PATOGENOS PRIORITARIOS NO CONTEXTO DE RESISTENCIA
ANTIMICROBIANA

Devido ao uso excessivo e inadequado ao longo dos anos na medicina humana, na satide
animal e na agricultura, os antibidticos e outros medicamentos vem perdendo sua eficacia. O
preocupante € que o desenvolvimento de novos medicamentos tem sido lento em comparacao
com a evolucdo da resisténcia adquirida pelos agentes patogénicos (OMS, 2023). Na lista de
patogenos criticos prioritarios para o desenvolvimento de novos antibidticos da OMS de 2024,
estdo as espécies Acinetobacter baumannii resistente a carbapenémicos, e a familia
Enterobacteriaceae resistente a carbapenémicos, bem como Enterobacteriaceae resistentes a

cefalosporinas de terceira geracao.

As infec¢des nosocomiais mais frequentes que ocorrem na medicina veterinaria sao
infeccoes do trato urinario, pneumonias, infecgdes na corrente sanguinea e infecgdes em sitios
cirtirgicos. Os principais patogenos envolvidos em infecgdes nosocomiais sao os chamados

ESKAPE que compreendem as espécies Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus,
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Klebsiella pneumoniae, A. baumannii, P. aeruginosa e Enterobacter spp. (Lupo; Haenni,
Madec, 2018). Os animais infectados, por vezes, tém seu tempo de internacdo estendido e
consequentemente aumentam também os custos vinculados (Stull; Weese, 2015). Os principais
patogenos nosocomiais envolvidos em infecgdes hospitalares na medicina veterindria possuem
a caracteristica de serem oportunistas, podendo ser encontrados em animais saudaveis, o que
dificulta o controle da entrada destes patdogenos no ambiente. Além disso, eles possuem a
caracteristica de serem ambientalmente estaveis e muitas vezes multirresistentes (Stull; Weese,

2015).

2.2.1 O género Acinetobacter

O género Acinetobacter ¢ composto por mais de 50 espécies, patogénicas e ndo
patogénicas. Sao cocos bacilos Gram-negativos, aerdbios, imdveis, catalase-positivos e oxidase
negativos (Kimura ef al., 2018; Maboni ef al., 2020; van der Kolk et al., 2019). As bactérias
pertencentes a esse género sao amplamente distribuidas no meio ambiente sendo encontradas

no solo, dgua, efluentes, alimentos, pele € mucosas de mamiferos (Maboni et al., 2020).

Desde o final da década de 1970, o género tem emergido como um importante patdogeno
nosocomial, principalmente a espécie Acinetobacter baumannii (Towner, 2009). Essa espécie
¢ uma importante causadora de infec¢cdes nosocomiais com alta morbidade e mortalidade, sendo
o primeiro patogeno descrito na lista de prioridades da OMS (Towner, 2009; van der Kolk ef
al., 2019). A. baumannii ¢ um patogeno oportunista de dificil tratamento pois possui a
capacidade de expressar multiplos mecanismos de resisténcia intrinsecos e adquiridos, como
Beta-lactamases, bombas de efluxo multidrogas, enzimas modificadoras de aminoglicosideos,
defeitos na permeabilidade e alteragdo de sitios alvos, o que tornam o organismo
frequentemente multirresistente a antibioticos (Endimiani et al., 2011; Maboni et al., 2020). Os
carbapenémicos tém sido a droga de escolha para tratar infec¢des causadas por fenotipos de
Acinetobacter multirresistentes, porém vem aumentando o nimero de relatos de resisténcia a

estes antimicrobianos (Maboni et al., 2020; Towner, 2009).

Os principais problemas ocasionados por este patdgeno ocorrem em pacientes criticos
internados em unidades de terapia intensiva (UTIs), principalmente os que precisam de
ventilagdo mecanica, pacientes com ferimentos ou queimaduras, além dos

imunocomprometidos (Ewers et al., 2017; Towner, 2009). Estudos mostram que 4. baumannii



16

pode evoluir e se tornar um importante patdgeno nosocomial também na medicina veterinaria
(van der Kolk et al., 2019). Ja ha relatos que mostram essa espécie causando infec¢des em

animais, principalmente animais de companhia como caes, gatos e equinos (Attili e al., 2024).

Em animais de companhia 4. baumannii causa principalmente infec¢des como
pneumonia, infecgdes de trato urinario, celulite e sepse (Kimura ez al., 2018). Estudos mostram
que as infeccdes em animais sao normalmente adquiridas em hospitais veterinarios e que a
maioria dos animais acometidos apresentam doencas de base e fatores de risco que poderiam

favorecer infec¢des oportunistas (Endimiani et al., 2011).

2.2.2 O género Enterobacter

Descrito pela primeira vez em 1960, o género Enterobacter ¢ formado por 22 espécies.
Sao bacilos Gram-negativos anaerdbios facultativos, moveis e pertencem a familia
Enterobacteriaceae (Davin-Regli; Pages, 2015). Essas bactérias sdo encontradas no solo, dgua,
efluentes além do trato intestinal de mamiferos (Harada et al., 2017). Dentro do género
Enterobacter existe um complexo chamado de Complexo Enterobacter cloacae composto pelas
espécies: E. cloacae, Enterobacter asburiae, Enterobacter hormaechei, Enterobacter kobei,
Enterobacter ludwigii, Enterobacter mori e Enterobacter nimipressuralis. Estas espécies estao
agrupadas devido a sua similaridade genética. As espécies mais importantes clinicamente, por
estarem associadas a infec¢des nosocomiais, sao E. cloacae, E. hormaechei e Enterobacter

aerogenes (Davin-Regli; Pages, 2015; Mezzatesta; Gona; Stefani, 2012).

No ambiente hospitalar humano, acometem principalmente pacientes
imunocomprometidos, neonatos, pacientes com diabetes mellitus, pacientes com
politraumatismos e queimaduras (Davin-Regli; Lavigne; Pages, 2019). As principais fontes de
infeccdo em UTIs sdo os procedimentos de cateterismo e intubacdo, sendo mais predispostos
pacientes com média a longa duragdo de hospitalizagdo (Davin-Regli; Lavigne; Pages, 2019).
O género Enterobacter ¢ intrinsicamente resistente a ampicilina, amoxicilina, cefalosporinas de
primeira geragdo e cefoxitina, sendo as opg¢des de tratamento mais eficazes as cefalosporinas
de quarta geracdo e os carbapenémicos, porém também ja ha relatos de resisténcia a esses
compostos (Davin-Regli; Lavigne; Pages, 2019). Em animais de companhia, a espécie E.
cloacae ¢ eventualmente associada a infec¢des do trato urinario, infecgoes de feridas,

pneumonias, otites externas, peritonite e dermatite (Harada et al., 2017).



17

2.2.3 O género Klebsiella

O género Klebsiella ¢ composto por bactérias Gram-negativas, ndo mdveis, anaerdbias
facultativas, fermentadoras de lactose (Ribeiro ef al., 2022). Sdo o segundo grupo mais comum
da familia Enterobacteriaceae, sendo encontradas principalmente no solo, dgua, efluentes;
também fazem parte da microbiota entérica, da pele e da cavidade oral de humanos e animais
(Lee et al., 2021; Ribeiro et al., 2022). Esses microrganismos possuem grande capacidade de
dissemina¢do no ambiente hospitalar, colonizando equipamentos médicos e hemoderivados,

causando surtos nosocomiais (Giliazeva et al., 2024; Podschun; Ullmann, 1998).

As espécies de Klebsiella sdo patdgenos oportunistas e apresentam um amplo conjunto
de mecanismos de viruléncia como antigenos capsulares, adesinas, sistemas de aquisicao de
ferro e resisténcia sérica, além da resisténcia aos antimicrobianos convencionais (Ribeiro et al.,
2022; Singh; Cariappa; Kaur, 2016). As enterobactérias produtoras de ESBL (Beta- Lactamase
de espectro estendido) sdo frequentemente multirresistentes tornando-as grandes desafios
terapéuticos, sendo que cepas de K. pneumoniae produtoras de ESBL/carbapenemases sao

relatadas em todo o mundo (Marques et al., 2019).

A espécie mais importante em casos de infecgdes em humanos € K. pneumoniae, que
causa surtos nosocomiais principalmente em recém nascidos, idosos e imunocomprometidos,
resultando em casos de broncopneumonia, infec¢des do trato urindrio e sepse (Ribeiro et al.,
2022; Singh; Cariappa; Kaur, 2016). Em animais, estudos mostram que K. pneumoniae ¢
responsavel principalmente por infeccdes como distarbios urinarios, pneumonias, mastite
clinica, septicemia e poliartrite (Marques et al., 2019; Ribeiro et al., 2022; Sebola et al., 2023).
Outra espécie que também vem se tornando importante nas infecgdes nosocomiais ¢ Klebsiella

oxytoca (Singh; Cariappa; Kaur, 2016).

2.2.4 O género Pseudomonas

O género Pseudomonas engloba mais de 200 espécies, encontradas principalmente na
agua. Essas bactérias também sdo encontradas no solo, em humanos e animais (De Melo et al.,
2019; Lupo; Haenni; Madec, 2018; Yukawa et al., 2017). A principal espécie do grupo ¢
Pseudomonas aeruginosa, que em humanos causa problemas principalmente em pacientes com

fibrose cistica e em pacientes com queimaduras (Lupo; Haenni; Madec, 2018; Moradali; Ghods;



18

Rehm, 2017). Em animais, este patdogeno € um importante causador de otites externas e médias,
piodermites e infec¢des do trato urindrio em caes e gatos; em éguas causa problemas como
endometrite e em animais de produgdo leiteira, ¢ importante em casos de mastite (De Melo et

al.,2019; Yukawa et al., 2017).

P. aeruginosa ¢ uma grande formadora de biofilme, o que permite a sua persisténcia
em diversos ambientes (Kerr; Snelling, 2009). Além disso, essa bactéria também ¢
intrinsecamente resistente a varios antibidticos, como as aminopenicilinas, cefalosporinas,
tetraciclinas (Morris; Cole, 2023). Também ha relatos de resisténcia adquirida a
aminoglicosideos, cefalosporinas, fluoroquinolonas e carbapenémicos (Moradali; Ghods;

Rehm, 2017; Morris; Cole, 2023).

P. aeruginosa resistente a carbapenémicos foi incluida na lista da OMS no grupo de
patogenos de prioridade alta para a produgao de novos antibidticos (OMS., 2024). Um estudo
realizado por Fernandes et al., (2018) relatou o caso de um cdo infectado com isolados de P.
aeruginosa produtora de carbapenemase. A infec¢@o ocorreu devido ao contato do animal com
seu proprietario, que contraiu o patogeno em ambiente hospitalar e apos a alta contaminou o
ambiente doméstico. Este relato traz uma importante evidéncia da transmissao desse patogeno

entre humanos e animais.

2.3 IMPORTANCIA DOS EFLUENTES NA DISSEMINACAO DA RESISTENCIA
ANTIMICROBIANA

Assim como os hospitais humanos, os hospitais veterinarios representam ambientes
criticos para o desenvolvimento e propagacdo de bactérias resistentes. Nessas instalagoes, ha
intenso uso de medicamentos, além do constante transito de pessoas e animais (Khan et al.,
2021; Stull; Weese, 2015). Dessa forma, as bactérias resistentes podem deixar esse ambiente
tanto pelos pacientes colonizados quanto pelas redes de efluentes, contaminando assim o

ambiente externo (Hocquet; Muller; Bertrand, 2016).

Os efluentes hospitalares, sdo importantes hotspots para a disseminagao da resisténcia a
antibioticos devido a presenca de elevadas cargas de microrganismos, tanto ambientais quanto
patogénicos. Também estdo presentes nos efluentes residuos farmacéuticos, compostos

quimicos e antibidticos, que mesmo em baixas concentracdes podem induzir respostas
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genéticas levando a adaptagdes na populagdo microbiana (Lucas ef al., 2016; Osinska et al.,
2019; Sabri et al., 2020). Além disso, esse ambiente apresenta uma grande quantidade de
matéria organica, o que favorece a sobrevivéncia e a multiplicacdo das bactérias (Osinska et

al., 2019).

Grandes quantidades de antimicrobianos acabam sendo descartadas nos efluentes,
exercendo pressdo seletiva sobre o microbioma presente nestes ambientes e favorecendo a
transferéncia horizontal de genes de resisténcia intraespécies e interespécies, onde bactérias
ndo-patogénicas podem servir de reservatérios de genes de resisténcia (Hocquet; Muller;
Bertrand, 2016; Khan et al., 2021). A transferéncia horizontal de genes pode ocorrer por meio
de trés vias: transformacao via plasmideos/ DNA cromossdmico; transdugdo por bacterioéfagos;

e conjugacao através de integrons, plasmideos e transposons (Li et al., 2022).

Em um estudo realizado no Rio de Janeiro, por Chagas ef al. (2011), os principais
isolados encontrados em efluentes hospitalares foram K. pneumoniae, E. cloacae e Escherichia
coli. Em outra pesquisa, realizada por Sakkas et al. (2019) destacaram que os isolados mais
comuns produtores de carbapenemases encontrados em efluentes sao E. coli e K. pneumoniae.
Picdo et al. (2013) mostraram que em amostras de efluentes hospitalares de Sao Paulo,
cultivadas sobre pressdo seletiva de Imipinem, as familias mais comumente encontradas foram
Enterobacteriaceae  (70,6%), Aeromonadaceae  (10,6%), ja  Moraxellaceae e

Pseudomonadaceae foram isoladas com menor frequéncia.

Além disso, diversas pesquisas demonstram que os sistemas tradicionais empregados
nas estagdes de tratamento nao sdo eficazes na decomposi¢do de compostos antimicrobianos,
devido ao fato de ndo serem projetados com esse objetivo, a principal fungdo desses sistemas
de tratamentos ¢ a degradag¢do de matéria organica (Chagas et al., 2011; Verlicchi; Al Aukidy;
Zambello, 2012). Dessa forma, ¢ necessario aprimorar a tecnologia de tratamento de aguas
residuais, com sistemas que atuem na decomposi¢do de compostos antimicrobianos, bactérias
e genes de resisténcia. Além disso evitar o uso inadequado de antibidticos € essencial para
combater a ameaca do aumento de bactérias resistentes a antibidticos e genes de resisténcia a

antibioticos a partir destes ambientes de efluentes (Li et al., 2022).
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2.4 HOSPITAL DE CLINICAS VETERINARIAS DA UFRGS

O Hospital de Clinicas Veterinarias da UFRGS foi fundado em 14 de maio de 1956 e
atualmente realiza cerca de 20.000 atendimentos por ano. Possui diversas especialidades
atendendo tanto pequenos animais, como caes e gatos, quanto grandes animais € animais
silvestres. O HCV ¢ um 6rgao auxiliar da Faculdade de Veterinaria da UFRGS, oferecendo
assim suporte as aulas praticas, disponibiliza estagios curriculares para alunos de graduagao,
participa de projetos de pesquisa em niveis de graduagdo e pds-graduacao, além disso também
fornece servigos médico-veterinarios a comunidade em geral (Lopes, J.D.M., 2018; HCV

UFRGS 2024).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Analisar amostras de efluentes de um hospital veterinario a fim de identificar a presenga
de bactérias Gram-negativas resistentes a carbapenémicos além de avaliar se o sistema de

tratamento de efluentes do hospital veterindrio possui influéncia na remocgao desses patdgenos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Coletar amostras, ao longo do tempo, de efluente hospitalar veterinario, em dois pontos,

antes e apOs o tratamento;

e Identificar os géneros bacterianos Gram-negativos resistentes a carbapenémicos neste
ambiente;

e Avaliar o perfil de susceptibilidade ao Meropenem nas cepas bacterianas isoladas.
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7 CONCLUSAO

Neste estudo, as principais bactérias resistentes a carbapenémicos identificadas no
efluente do HCV da UFRGS foram espécies de relevancia clinica, como Pseudomonas spp. €
Acinetobacter spp., além da presenga de Stenotrophomonas spp., que possui resisténcia
intrinseca a carbapenémicos. Os resultados da concentracao inibitéria minima indicaram que
85,7% dos isolados de Acinetobacter spp. apresentaram resisténcia a carbapenémicos, enquanto

nos isolados de Pseudomonas spp., a resisténcia encontrada foi de 37,5%.

Este trabalho também evidenciou que o sistema de tratamento de efluentes do HCV
parece ndo possuir um impacto significativo na degrada¢do de bactérias Gram-negativas
resistentes a carbapenémicos. Dessa forma, sdo necessarias mais pesquisas em efluentes de
hospitais veterinarios, a fim de possibilitar comparagdes entre os efluentes de hospitais
humanos e veterinarios, e implementar nesses ambientes sistemas de tratamento mais eficazes,
para evitar a liberagdo e disseminacdo desses patdgenos resistentes a antimicrobianos para o

meio ambiente.
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