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RESUMO 

A disseminação ambiental de K. pneumoniae resistente a carbapenem (carba-R) é 

relatada globalmente e representa uma ameaça à saúde pública. Isolados de K. 

pneumoniae carba-R recuperados de estações de tratamento de esgoto (ETE) foram 

caracterizados quanto a suscetibilidade a antimicrobianos, a presença de genes de 

carbapenemases (blaKPC, blaVIM, blaIMP, blaOXA-48 e blaNDM) e complexos clonais (CC). 

Foram recuperados 154 isolados de K. pneumoniae carba-R, a maioria (55,8%) 

recuperada de amostras de esgoto bruto. Não foram recuperados isolados de K. 

pneumoniae carba-R em amostras de água coletadas a montante das ETEs. Os 

isolados apresentaram frequência de resistência superior a 99% para β-lactâmicos, 

90% para quinolonas e 48% para aminoglicosídeos. blaKPC foi detectado em 98 

isolados (63,6%); seguido de blaNDM em 54 isolados (35,1%). Os genes blaVIM, blaIMP 

e blaOXA-48 não foram detectados. Isolados de K. pneumoniae portando blaKPC ou 

blaNDM (blaKPC/NDM) foram recuperados de 91% das ETEs. Em 45% das ETEs foram 

detectados isolados blaKPC/NDM a jusante da ETE. O CC11 foi frequentemente (47%) 

detectado em cepas de K. pneumoniae portando blaKPC/NDM, seguido do CC15 (9,8%). 

Este estudo mostra que o esgoto é um importante reservatório para clones epidêmicos 

(CC11 e CC15) de K. pneumoniae portando blaKPC/NDM, e que ETEs contribuem para 

dispersão ambiental destes isolados. 
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ABSTRACT 

The environmental spread of carbapenem-resistant (carba-R) K. pneumoniae is 

globally reported and threatens the public health. Isolates of K. pneumoniae carba-R 

recovered from sewage treatment plants (STP) were characterized for the 

susceptibility to antimicrobials, the presence of carbapenemase genes (blaKPC, blaVIM, 

blaIMP, blaOXA-48 e blaNDM) and clonal complexes (CC). One hundred and fifty four 

isolates of K. pneumoniae carba-R were recovered, most of them (55.8%) recovered 

from raw sewage samples. No K. pneumoniae carba-R isolate was recovered from 

water samples collected upstream from the STPs. The isolates showed frequency of 

resistance higher than 99% to β-lactams, 90% to quinolones and 48% to 

aminoglycosides. blaKPC was detected in 98 isolates (63.6%); followed by blaNDM in 54 

isolates (35.1%). The genes blaVIM, blaIMP and blaOXA-48 not detected. Isolates of K. 

pneumoniae carrying blaKPC or blaNDM (blaKPC/NDM) were recovered from 91% of the 

STPs. In 45% of the STPs, isolates blaKPC/NDM were detected downstream from the 

STPs. CC11 was frequently (47%) detected in K. pneumoniae strains carrying 

blaKPC/NDM, followed by CC15 (9.8%). This study shows that sewage is a concerning 

reservoir of epidemic clones (CC11 and CC15) of K. pneumoniae carrying blaKPC/NDM 

and that STPs contribute for spreading these isolates into environment.  
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Klebsiella pneumoniae  

A espécie Klebsiella pneumoniae compreende bactérias Gram negativas 

produtoras de cápsula (glicocálice), da família das enterobactérias, encontradas em 

solo, água, vegetação e, de forma fixa ou transiente, no trato intestinal e orofaringe de 

seres humanos (BAGLEY, 1985). Isolados desta espécie são importantes patógenos 

hospitalares sendo comumente recuperados de pneumonia, infecções do trato urinário 

e septicemia. Grupos de risco como neonatos, idosos e imunodeprimidos são os 

principais afetados por infecções oportunistas causadas por esta espécie (KONEMAN 

et al., 2008; MARTIN; BACHMAN, 2018). K. pneumoniae se tornou um dos principais 

agentes etiológicos de infecções hospitalares nas últimas décadas e sua importância 

como patógeno nosocomial atualmente é incontestável (MORADIGARAVAND et al., 

2017). 

1.2 β-lactâmicos 

Na era pré-antibiótico, infecções bacterianas ganhavam proporções 

epidêmicas e causavam a morte de milhares de pessoas (MOHR, 2016). Em meados 

dos anos 1900, numa época conhecida como “a idade de ouro dos antibióticos”, vários 

antimicrobianos foram descobertos. Umas das primeiras classes descobertas foram 

os β-lactâmicos, em meados de 1928, por Alexander Fleming. Em seus estudos, 

Fleming notou que uma substância produzida pelo fungo Penicillium notatum inibia o 

crescimento de bactérias. Mais tarde, essa mesma substância foi denominada 

penicilina, sendo produzida em larga escala a partir dos anos 1940, o que foi um marco 

na história da medicina moderna (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012; MOHR, 2016).  

β-lactâmicos compartilham um grupo funcional comum, o anel β-lactâmico, que 

é o responsável pelo efeito bactericida. β-lactâmicos agem impedindo a síntese da 

parede celular bacteriana ao se ligar e inibir proteínas de ligação à penicilina (PBPs). 

As PBPs têm a função de catalizar as reações de transpeptidação na formação do 

peptidoglicano, componente essencial da parede celular. Sem a ação das PBPs, a 

célula bacteriana perde a capacidade de manter sua integridade física e sofre lise por 

ruptura osmótica (CHO; UEHARA; BERNHARDT, 2014).  

Com a introdução e uso em larga escala da penicilina na terapêutica, 

mecanismos de resistência a β-lactâmicos emergiram, gerando demanda por 
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antibacterianos mais eficazes. Em meados de 1960, a resistência a β-lactâmicos 

causada pela produção de β-lactamases começou a emergir, pondo em risco o 

sucesso terapêutico da penicilina. Nesse cenário, novos representantes da classe β-

lactâmicos com diferentes espectros de ação foram descobertos, desenvolvidos ou 

aprimorados molecularmente, sendo aos poucos inseridos no mercado. β-lactâmicos 

são classificados em quatro grupos: penicilinas, cefalosporinas, monobactans e 

carbapenens (ESSACK, 2001). Antibióticos β-lactâmicos são amplamente utilizados 

no tratamento de infecções bacterianas devido sua eficácia e segurança clínica, 

conferida pela ação específica sobre PBP´s bacterianas (BUSH; BRADFORD, 2016). 

 
1.2.1 Carbapenem 

Os carbapenens são derivados da tienamicina, produto natural produzido pela 

espécie Gram positiva Streptomyces cattleya. A tienamicina, descoberta em meados 

de 1978, exibia ampla atividade antibacteriana, porém era quimicamente instável. 

Apesar disso, a tienamicina funcionou como composto-modelo para síntese dos 

demais carbapenens, que compartilham do seu núcleo carbapenêmico (PAPP-

WALLACE et al., 2011). A síntese do primeiro derivado, denominado imipenem, 

resultou em um produto com estabilidade e propriedades antibacterianas 

significativamente superior à tienamicina (Figura 1) (KAHAN et al., 1983).  

 

 

Figura 1. Estrutura química da tienamicina e do imipenem (Adaptado de 

KAHAN, 1983).  

Os carbapenens foram o último grupo de antibióticos β-lactâmicos a serem 

lançados e, dentre os β-lactâmicos, possuem o maior espectro de atividade com ação 

contra bactérias Gram negativas e Gram positivas. Além disso, são estáveis contra a 
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ação da maioria das β-lactamases, incluindo β-lactamases de espectro estendido 

(ESBL), que são capazes de hidrolisar penicilinas e cefalosporinas de 1ª a 3ª geração 

(NICOLETTI; RUSSO; BONFIGLIO, 2002). Para exercer sua ação bactericida em 

Gram negativos, os carbapenens devem alcançar o espaço periplasmático entre a 

membrana externa e a membrana citoplasmática. Este trânsito ocorre através de 

canais presentes na membrana, denominados porinas. Acredita-se que a capacidade 

de atravessar esses canais, somada a alta afinidade a PBPs e resistência a ampla 

gama de β-lactamases fundamentam o amplo espectro de atividade deste grupo de 

antibióticos. E em virtude do amplo espectro de ação, carbapenens são de uso 

exclusivo hospitalar, reservados como antibióticos de último recurso para o tratamento 

de infecções graves, frequentemente causadas por bactérias multirresistentes 

(NICOLAU, 2007; NICOLETTI; RUSSO; BONFIGLIO, 2002).  

 
1.3 Resistência a β-lactâmicos 

Estudos mostram que a resistência antimicrobiana precede o uso de 

antibióticos (PERRY; WAGLECHNER; WRIGHT, 2016). D´Costa et al. (2011) 

relataram a presença de genes de resistência a β-lactâmicos, glicopeptídeos e 

tetraciclinas em amostras datadas de 30.000 anos de pergelissolo (tipo de solo 

constituído por terra, gelo e rochas permanentemente congelados). Os mecanismos 

de resistência representam alternativas de defesa que as bactérias possuem para 

sobreviver e competir contra diversos tipos de ameaças em seus diversos habitats. 

Apesar dos mecanismos de resistência serem originalmente estratégias naturais de 

sobrevivência e competitividade entre microrganismos, a pressão seletiva e artificial 

criada pelo uso de agentes antimicrobianos está, de forma gradual e contínua, 

selecionando e disseminando bactérias portadoras de mecanismos de resistência 

altamente sofisticados (BAQUERO; ALVAREZ-ORTEGA; MARTINEZ, 2009; 

MARTÍNEZ; COQUE; BAQUERO, 2014). 

A resistência a β-lactâmicos em bactérias Gram negativas ocorre por diversos 

mecanismos: inativação mediada por enzimas; diminuição da permeabilidade da 

membrana externa por mutação, perda de expressão ou substituição de porinas; ou 

expressão de bombas de efluxo (Figura 2) (ARZANLOU; CHAI; VENTER, 2017).  
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Figura 2. A resistência a β-lactâmicos é multifatorial e conduzida por vários 

mecanismos. (A) Inativação enzimática de antibióticos: As enzimas β-lactamases 

desativam o antibiótico por hidrólise do anel β-lactâmico. (B) Aumento do efluxo de 

antibióticos: representação esquemática de uma bomba de efluxo multidrogas. OM é 

a membrana externa, PP é o espaço periplasmático e IM é a membrana interna. (C) 

Diminuição da captação de antibióticos: representação esquemática dos mecanismos 

de resistência relacionados a canais denominados porinas (Adaptado de ARZANLOU; 

CHAI; VENTER, 2017).  

Dentre os mecanismos de evasão a antibióticos, os enzimáticos são os mais 

relatados em enterobactérias, sendo que o principal mecanismo de resistência a β-

lactâmicos ocorre pela ação de β-lactamases (BUSH; FISHER, 2011). β-lactamases 

são enzimas que catalisam a hidrólise da ligação amida do anel β-lactâmico, anulando 

assim, a ação antibacteriana do antibiótico (Figura 3). β-lactamases podem ser 

produzidas tanto por bactérias Gram positivas quanto Gram negativas, porém são 

predominantemente mais descritas entre estas últimas. Em Gram negativos, β-

lactamases localizam-se e acumulam-se estrategicamente no espaço periplasmático, 
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o que torna este mecanismo de resistência muito eficaz neste grupo de bactérias 

(CITRI, 1971). Os genes que codificam estas enzimas são comumente denominados 

de bla e seguidos da denominação da enzima específica, como por 

exemplo blaKPC (MUNITA; ARIAS, 2016). 

 

Figura 3. Hidrólise do anel β-lactâmico por ação de β-lactamases. I. Estrutura da 

penicilina. II. Estrutura do ácido penicilóico, produto da ação da β-lactamase 

(Adaptado CITRI, 1971). 

Do ponto de vista estrutural, β-lactamases são classificadas em quatro 

principais classes (A, B, C e D) (AMBLER, 1980). As classes A, C e D agrupam 

enzimas denominadas “serina-β-lactamases”, as quais dispõe de um aminoácido 

serina em seu sítio ativo que ataca a ligação amida presente no anel β-lactâmico 

(Figura 4). A classe B corresponde a enzimas do tipo “metalo-β-lactamases” que 

dependem de íons divalentes, geralmente zinco, como cofator para sua atividade 

hidrolítica (Figura 4) (BUSH, 2018).  
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Figura 4. Mecanismos de hidrólise de β-lactâmicos por serina-β-lactamases e 

metalo-β-lactamases (Adaptado SACHA et al., 2008). 

β-lactamases são conhecidas desde a descoberta da penicilina (ABRAHAM; 

CHAIN, 1940), porém grande interesse médico em torno deste assunto só veio à tona 

nos anos de 1980 com o relato de um tipo especial de β-lactamases com amplo 

espectro de ação, conhecida por ESBL (β-lactamase de espectro estendido) 

(RODRÍGUEZ-BANO; PASCUAL, 2008). Após a introdução de cefalosporinas de 

terceira geração para uso clínico no início dos anos 80, isolados produtores de ESBL 

começaram a ser detectados e caracterizados (JACOBY; MEDEIROS, 1991; 

GHAFOURIAN et al., 2015). Cepas produtoras de ESBL têm importância clínica pois 

são resistentes a um conjunto considerável de β-lactâmicos, incluindo as 

cefalosporinas de 3ª geração, como ceftazidima, ceftriaxona e cefotaxime; bem como, 

cefalosporinas de 2ª e 1ª gerações além de penicilinas (AMELIA et al., 2016).  

1.4 Resistência a carbapenem  

A disseminação de cepas produtoras de ESBL provocou aumento considerável 

do uso de carbapenem, promovendo nova seleção de bactérias resistentes 

(GHAFOURIAN et al., 2015; RODRÍGUEZ-BANO; PASCUAL, 2008). Isolados 
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produtores de carbapenemases emergiram após disseminação de ESBL em ambiente 

hospitalar. Carbapenemases são as β-lactamases mais versáteis devido ao seu amplo 

espectro de ação, sendo capazes de hidrolisar uma ampla gama de β-lactâmicos, 

incluindo carbapenens, cefalosporinas e penicilinas (QUEENAN; BUSH, 2007). Até 

um certo período, a expressão de carbapenemases restringia-se a genes 

cromossomais em espécies como Stenotrophomonas maltophilia e Aeromonas spp 

(SANCHEZ; HERNANDEZ; MARTINEZ, 2009; IACONIS; SANDERS, 1990). Porém, 

genes de carbapenemase extracromossomais, mobilizados em elementos genéticos 

móveis como plasmídeos, emergiram progressivamente. Este fenômeno provocou 

uma rápida disseminação de carbapenemases, inclusive em escala global 

(NORDMANN; DORTET; POIREL, 2012; QUEENAN; BUSH, 2007). 

Carbapenemases codificadas por genes plasmidiais ganharam destaque pelo 

envolvimento em surtos hospitalares em diversas regiões do mundo, dentre elas 

destacam-se IMP (imipenemase), VIM (Verona integron-encoded metallo-β-

lactamase), NDM (New Delhi metallo-β-lactamase), OXA-48 (oxacillin-hydrolyzing) e 

KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemase) (QUEENAN; BUSH, 2007). Estas são 

também as carbapenemases mais comumente encontradas em enterobactérias. Os 

genes que codificam essas carbapenemases estão localizados principalmente em 

plasmídeos e associados a várias estruturas genéticas móveis (sequências de 

inserção, integrons e transposons), facilitando ainda mais a disseminação 

(NORDMANN; DORTET; POIREL, 2012; JEAN et al., 2015). As primeiras IMP-1, VIM-

1 e NDM-1 são classificadas na classe B de Ambler, KPC faz parte da classe A e OXA-

48 pertence à classe D. Gradualmente têm sido descritas variantes destas enzimas, 

só de KPC, por exemplo, já foram relatadas mais de 20 variantes (ALBIGER et al., 

2015; TZOUVELEKIS et al., 2012).  

Cabe ressaltar que, apesar da resistência a carbapenem em enterobactérias 

estar associada principalmente à produção de carbapenemases, outros mecanismos 

alternativos podem estar envolvidos: alterações na permeabilidade da membrana 

externa mediada pela perda de porinas ou regulação positiva dos sistemas de efluxo 

juntamente com hiperprodução de β-lactamases AmpC ou β-lactamases de espectro 

estendido (ESBLs) (PITOUT; NORDMANN; POIREL, 2015).  
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1.5 Dispersão da resistência a carbapenem 

Até o final dos anos 1990, a resistência a carbapenem em enterobactérias não 

era algo comum (NICOLETTI; RUSSO; BONFIGLIO, 2002). Um estudo 

epidemiológico, realizado entre 1997 a 2001, analisou o perfil de susceptibilidade 

antimicrobiana de isolados de enterobactérias recuperados de hospitais de quatro 

regiões do mundo: Ásia, Europa, América Latina e América do Norte. Do total de 

48.440 isolados, 99,9% eram suscetíveis aos carbapenens meropenem e imipenem 

(SADER, BIEDENBACH, JONES, 2003).  

O primeiro relato de isolado bacteriano produtor de KPC data do final da década 

de 1990, identificado em um isolado de K. pneumoniae recuperado de paciente 

hospitalizado na Carolina do Norte, Estados Unidos. Chamou atenção o fato de que a 

cepa apresentava resistência a todos os β-lactâmicos, inclusive aos carbapenens 

imipenem e meropenem. Além disso, exibia resistência a outras classes de 

antimicrobianos como aminoglicosídeos, além de cloranfenicol e sulfazotrim (YIGIT et 

al., 2001).   

Uma rápida e extensa disseminação de K. pneumoniae produtora de KPC foi 

notada na costa leste dos Estados Unidos após o primeiro relato. Logo em 2004, 

ocorreram os primeiros surtos de bactérias produtoras de KPC, envolvendo vários 

hospitais de Nova York (QUEENAN; BUSH, 2007; WOODFORD et al., 2004). Além 

disso, outras espécies de enterobactérias como Salmonella enterica, Enterobacter sp. 

e Klebsiella oxytoca produtoras de KPC também foram relatadas (MIRIAGOU et al., 

2003; YIGIT et al., 2003; HOSSAIN et al., 2004). A rápida dispersão de blaKPC 

demonstrou alta capacidade de transferência desse gene entre espécies de 

enterobactérias, especialmente na espécie K. pneumoniae. 

Fora dos Estados Unidos, K. pneumoniae produtora de KPC foi relatada pela 

primeira vez em 2005 na França, em caso que provavelmente teve origem em Nova 

York (NAAS et al., 2005). Em 2006, na América do Sul, a disseminação foi inicialmente 

relatada na Colômbia (VILLEGAS et al., 2006). Posteriormente, o primeiro surto de K. 

pneumoniae portando blaKPC fora dos Estados Unidos, aconteceu em Israel (SAMRA 

et al., 2007). Outros países como China e Grécia também relataram isolados de K. 

pneumoniae portadores de blaKPC (CUZON et al., 2007; WEI et al., 2006). No Brasil, o 

primeiro caso foi reportado em 2006 descrevendo quatro cepas de K. pneumoniae 

resistentes a carbapenem isoladas de pacientes internados em uma unidade de 
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terapia intensiva (UTI) no estado de Pernambuco. Todas as cepas mostraram 

resistência a cefalosporina de 3ª geração e carbapenens e, além de KPC, todas 

possuíam as enzimas ESBL CTX-M-2, TEM-1 e SHV-11 (MONTEIRO et al., 2008).  

Em pouco tempo, algumas regiões do mundo que reportavam casos 

esporádicos de bactérias produtoras de KPC, passaram a ser locais endêmicos. A 

figura 5 mostra a distribuição mundial de KPC e destaca o ano dos primeiros relatos 

em algumas regiões. A propagação endêmica foi relatada nos EUA, China, Itália, 

Polónia, Grécia, Israel, Brasil, Argentina, Colômbia e Taiwan (MUNOZ-PRICE et al., 

2013).  

A emergência mundial de isolados de enterobactérias resistentes a 

carbapenem (ERC) representa uma ameaça significativa ao manejo de infecções 

nosocomiais. Atualmente, isolados de K. pneumoniae produtores de KPC já são 

frequentemente identificados entre patógenos nosocomiais (Centers for Disease 

Control and Prevention). As opções terapêuticas disponíveis para o tratamento de 

infecções graves provocadas por esses isolados, muitas vezes, se restringem 

basicamente à tigeciclina e às polimixinas (TZOUVELEKIS et al., 2012).  

 

Figura 5. Relato inicial e padrão epidemiológico da ocorrência de bactérias 

produtoras de KPC em diferentes países (Adaptado de MUNOZ-PRICE et al., 2013)  

O primeiro relato da metalo-β-lactamase NDM, ocorreu em 2008 na Suécia, em 

um paciente de origem indiana que havia adquirido, em internação prévia na Índia, 
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cepas de K. pneumoniae e E. coli resistentes a carbapenem (YONG et al., 2009). 

O gene blaNDM mostrou-se facilmente transmissível entre as diferentes espécies de 

Gram negativos, disseminando-se em muitos países em um curto espaço de tempo. 

Hoje, produtores de NDM representam uma preocupação constante no âmbito de 

saúde pública (MUNITA; ARIAS, 2016). No Brasil, a primeira cepa produtora de NDM 

foi isolada em 2013 no Rio Grande do Sul (CARVALHO-ASSEF et al., 2013). 

Diferentemente de enterobactérias produtoras de KPC, que geralmente são restritas 

a ambiente hospitalar, a disseminação de isolados produtores de NDM em ambiente 

comunitário tem sido evidenciada (WALSH et al., 2011). Pesquisadores perceberam 

que pacientes infectados por bactérias produtoras de NDM não tinham histórico de 

internação hospitalar, sugerindo que os isolados resistentes eram de origem 

comunitária. Posteriormente foi comprovada a presença de blaNDM em isolados de 

amostras de água de torneira e de infiltrações na cidade Nova Deli (Índia), 

confirmando a disseminação de NDM no ambiente (WALSH et al., 2011). Causando 

grande preocupação, isolados portando blaNDM foram reconhecidos como uma fonte 

de infecções associadas à comunidade (SAIKIA et al., 2016). 

Além KPC e NDM, outras carbapenemases de relevância clínica como VIM, 

IMP e OXA-48, foram relatados em enterobactérias em todo o mundo, inclusive no 

Brasil (JEAN et al., 2015). Em 1991, no Japão, houve a descrição pela primeira vez 

de cepas da família Enterobactericeae produtoras de IMP e, aproximadamente 10 

anos mais tarde, relatou-se VIM na Coreia do Sul (DORTET, L.; CUZON, G.; 

NORDMANN, 2013). A enzima OXA-48, β-lactamase denominada oxacilinase capaz 

de hidrolisar oxacilina e também carbapenens, é originária da espécie Shewanella 

spp. e foi detectada pela primeira vez em K. pneumoniae na Turquia em 2003 

(POIREL et al., 2003; TACÃO et al., 2018). Apesar de isolados portando blaIMP, blaVIM 

e blaOXA-48 estarem associados a surtos em diversas regiões do planeta, cabe ressaltar 

que os genes blaKPC e blaNDM tem uma disseminação maior e estão associados a 

eventos epidêmicos. 

1.5.1 Linhagens genéticas de K. pneumoniae associadas à dispersão de blaKPC 

e blaNDM 

Técnicas de tipagem baseadas em sequenciamento são hoje, amplamente 

utilizadas, pois possibilitam a reprodução e comparação dos resultados. Isso é 
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possível pela padronização da metodologia, interpretação dos resultados, bem como 

o armazenamento dos dados em um banco de dados mundial de sequências. Na 

análise de linhagens genéticas de K. pneumoniae envolvidas na disseminação de 

KPC, a tipagem por sequenciamento de múltiplos loci (MLST) é um dos métodos 

corriqueiramente utilizados (WOODFORD; TURTON; LIVERMORE, 2011). O método 

está embasado na variabilidade alélica de sete genes essenciais: rpoB (sub-unidade 

beta  da RNA polimerase B), gapA (gliceraldeído 3 fosfato desidrogenase), mdh 

(malato desidrogenase), pgi (fosfoglicose isomerase), phoE (fosforina E), infB (fator 2 

de início da tradução) e tonB (transdutor de energia periplasmática). As combinações 

de 7 alelos formam um perfil alélico que determina linhagens genéticas específicas, 

conhecidas como tipo de sequência (sequence type - ST) (DIANCOURT et al., 2005). 

Linhagens bacterianas de potencial epidêmico são uma fonte importante de 

propagação de elementos genéticos associados a resistência a antimicrobianos como 

plasmídeos, transposons e integrons. Esses clones têm distribuição global e mostram 

capacidade aumentada de colonizar, disseminar e persistir em uma variedade de 

habitats. Os clones epidêmicos são capazes de fornecer plataformas viáveis para a 

manutenção e propagação de genes de resistência e têm desempenhado um papel 

essencial na recente emergência mundial da resistência a múltiplas drogas entre 

bactérias Gram negativas, especialmente as enterobactérias (MATHERS; PEIRANO; 

PITOUT, 2015).  

O gene blaKPC tem sido detectado em mais de 100 diferentes STs de K. 

pneumoniae, porém, a dispersão desse gene não só nos EUA, como em várias 

regiões do mundo, foi impulsionada pelo predomínio global de clones de alto risco 

como o ST11 e ST258, que participam do mesmo complexo clonal (CC) (PITOUT; 

NORDMANN; POIREL, 2015; MUNOZ-PRICE et al., 2013). Complexo clonal consiste 

de ST ancestrais e seus variantes relacionados de único locus (single locus variant – 

SLV) ou duplo loci (double loci variant – DLV) (WOODFORD; TURTON; LIVERMORE, 

2011). O CC11 agrupa clones de ocorrência global, epidêmicos e de predomínio 

hospitalar como os STs 11, 258, 340 e 437 (Tabela 1). No Brasil, a disseminação 

de blaKPC-2 também foi impulsionada por clones do CC11, principalmente os STs 11 e 

437 (SEKI et al., 2011; ANDRADE et al., 2011; PEREIRA et al., 2012). A Tabela 1 

mostra o perfil alélico dos STs pertencentes ao CC11.  
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Tabela 1. Perfil alélico do ST ancestral(*) 11 e demais integrantes do complexo clonal 

11  

  

Fonte: Instituto Pasteur (https://bigsdb.pasteur.fr/klebsiella/klebsiella.html) 

Sendo assim, a característica pandêmica do ST258 (CC11) desempenhou 

papel relevante na disseminação global de KPC através da transmissão horizontal. 

Cepas de K. pneumoniae de ST258 (CC11) produtoras de KPC tornaram-se um dos 

patógenos bacterianos multirresistentes mais bem adaptados em ambientes de 

assistência médica em todo o mundo (BOWERS et al., 2015). 

Ao contrário de blaKPC, cuja disseminação global se deve em grande parte ao 

complexo clonal 11, cepas de K. pneumoniae positivas para blaNDM estão distribuídas 

em maior número de STs sem linhagens predominantes, sugerindo que não há clones 

de potencial epidêmico associada a K. pneumoniae positiva para blaNDM (GISKE et al., 

2012; WU et al., 2019). Apesar disso, os tipos de sequência ST11 (CC11); ST14 e 

ST gapA infB mdh pgi phoE rpoB tonB

11* 3 3 1 1 1 1 4

258 3 3 1 1 1 1 79

270 3 3 1 1 1 1 23

340 3 3 1 1 1 1 18

437 3 3 1 1 1 1 31

524 3 1 1 1 1 1 4

572 3 3 1 1 1 1 143

690 2 3 1 1 1 1 4

731 3 3 1 83 1 1 4

747 3 3 1 1 1 68 4

751 3 3 1 1 1 46 4

757 3 3 1 1 1 1 22

833 3 3 1 1 1 1 12

855 3 3 1 1 1 1 26

859 3 3 1 1 1 1 1

864 3 3 1 1 1 1 2

895 3 3 1 1 1 1 42

1080 3 3 1 1 164 1 4

1264 3 3 1 1 1 1 39

1326 3 3 1 1 1 1 16

1384 16 3 1 1 1 1 4

1460 4 3 1 1 1 1 4

1560 3 3 138 1 1 1 4

1640 3 3 1 1 1 9 4

1668 3 3 1 1 1 1 106
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ST15 do CC15; e ST147 do CC147 são linhagens frequentemente positivas para 

blaNDM e foram encontradas em vários continentes (GISKE et al., 2012). 

1.5.2 Tn4401 como principal elemento carreador de blaKPC 

No intuito de investigar mais a fundo a pandemia de infecções hospitalares 

causadas por isolados bacterianos portando blaKPC, estruturas genéticas que 

circundam o gene foram caracterizadas em cepas de K. pneumoniae e Pseudomonas 

aeruginosa recuperadas dos EUA, Colômbia e Grécia. Um novo tipo de transposon, o 

Tn4401, derivado da família Tn3, foi identificado como elemento responsável por 

carrear o gene blaKPC em todos os isolados testados. Três isoformas de Tn4401 (a, b 

e c) são conhecidas e esses subtipos têm diferentes deleções a montante 

de blaKPC que conferem diferentes regiões promotoras ao gene (NAAS et al., 2012). 

Além disso, a identificação de Tn4401 ocorre em diferentes loci e em diferentes 

plasmídeos indicando um processo de transposição frequente e dinâmico (NAAS et 

al., 2008).  

Tn4401 foi identificado em isolados de diferentes origens geográficas e de 

diferentes STs de K. pneumoniae, além de em outras enterobactérias e em P. 

aeruginosa. (NAAS et al., 2008; ANDRADE et al., 2011; CUZON et al., 2010). Cuzon 

et al. (2010) relatou que todos os 16 isolados de K. pneumoniae produtores de KPC 

de 5 diferentes países, incluindo o Brasil, portavam o elemento genético Tn4401. 

Estes fatos mostram que a aquisição do gene blaKPC associado a Tn4401 sustenta a 

disseminação mundial desse gene (NAAS et al., 2012). 

1.6 Resistência a polimixina e a tigeciclina 

A expansão global da resistência a carbapenem, restringiu consideravelmente 

a opções terapêuticas dificultando o manejo de infecções causadas por bactérias 

multirresistentes. Nesse contexto, as polimixinas emergiram como uma alternativa ao 

uso de carbapenens em ambiente hospitalar, apesar de sua nefrotoxicidade 

(FALAGAS; KASIAKOU; SARAVOLATZ, 2005). 

 As polimixinas são um grupo de antimicrobianos polipeptídicos catiônicos 

consistindo em cinco compostos quimicamente distintos, classificados de A a E. 

Apenas as polimixinas B e E (colistina) têm sido utilizadas na terapêutica. Esses 

antibióticos possuem amplo espectro de ação contra bactérias Gram negativas, 

incluindo a maioria das espécies da família Enterobactericeae (GOVIL et al., 2009). O 
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mecanismo de ação envolve a interação dos polipeptídeos catiônicos presentes na 

estrutura química da polimixina com moléculas de lipopolissacarídeos (LPS) aniônicos 

presentes na membrana externa de bactérias Gram negativas. Essa interação leva o 

deslocamento de cálcio (Ca2+) e magnésio (Mg2+), que estabilizam o LPS, causando 

assim o desarranjo da membrana celular. O resultado é uma ruptura da integridade 

da membrana externa com aumento da permeabilidade, extravazamento do conteúdo 

periplasmático e consequente morte da bactéria (GOVIL et al., 2009).  

O aumento do uso de polimixinas impulsionou a seleção e emergência de 

mecanismos de resistência. A resistência a polimixina estava, até então, atrelada a 

mutações cromossômicas, não havendo relatos de resistência mediada por elementos 

genéticos móveis. Porém, em 2016 na China, um projeto rotineiro de vigilância de 

resistência antimicrobiana, observou um rápido aumento de resistência a colistina em 

cepas de Escherichia coli recuperadas de animais de corte. Durante investigação 

genética dessas cepas, descobriram um determinante de resistência a colistina 

mobilizado por plasmídeo denominado mcr-1, que exibia alta taxa de transferência in 

vitro entre cepas de E. coli (LIU et al., 2016). O gene mcr-1 codifica uma 

fosfoetanolamina transferase que modifica a carga elétrica líquida do 

lipopolissacarídeo (LPS) pela adição de um grupamento fosfoetanolamina ao lipídeo 

A, reduzindo assim, a afinidade da colistina ao LPS e levando a resistência (LIU et al., 

2016; SUN et al., 2018). Pouco tempo após esse primeiro relato, mcr-1 foi reportado 

em mais de 20 países em isolados de amostras clínicas e não-clínicas (BARON et al., 

2016). Já foram descritos oito alelos de mcr. Em estudo recente no Distrito Federal - 

Brasil, as variantes mcr-1 foram detectadas em isolados clínicos de K. pneumoniae 

(SILVA, 2019). 

Além das polimixinas, a tigeciclina também tem sido utilizada como alternativa 

terapêutica em infecções por isolados bacterianos resistentes a carbapenem (SOULI 

et al., 2006; KUMARASAMY et al., 2010; RODRÍGUEZ-BAÑO et al., 2018). 

Introduzida da prática médica em 2005, a tigeciclina é um análogo sintético das 

tetraciclinas e como estas, se liga reversivelmente a subunidade 30S do ribossomo 

bacteriano, inibindo a síntese de proteínas (SHAKIL; AKRAM; KHAN, 2008). A 

resistência à tigeciclina emergiu nos últimos anos e já foi relatada em isolados clínicos 

multirresistentes (LI et al., 2016; ZHANG et al., 2018). O gene tet(X) mobilizado em 

plasmídeo foi relacionado a altos níveis de resistência a tigeciclina em E. coli. tet(X) 
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codifica uma monooxigenase dependente de flavina, que hidroxila o substrato de 

tigeciclina, resultando em um composto instável. Além de exibir atividade contra a 

tigeciclina, a monooxigenase codificada por Tet(X), em teste in vitro, inativou todas as 

tetraciclinas (SUN et al., 2019; VOLKERS et al., 2011). 

1.7 Disseminação ambiental da resistência a carbapenem 

Enterobactérias produtoras de carbapenemases são predominantemente 

associadas a instituições de saúde. Apesar disso, relatórios sobre sua ocorrência em 

matrizes ambientais são cada vez mais frequentes (WOODFORD et al., 2013). A 

resistência a carbapenem tem sido observada em diversos habitats aquáticos 

incluindo rios, córregos, lagoas e, principalmente, esgoto doméstico e hospitalar 

(CAUMO, 2010). Nos últimos anos, o papel do meio ambiente como importante fonte 

e via de disseminação de resistência tem sido cada vez mais reconhecido 

(BENGTSSON-PALME; KRISTIANSSON; LARSSON, 2017). 

Relatos da ocorrência de enterobactérias produtoras de carbapenemase no 

ambiente provavelmente começaram a partir de 2005, quando nos EUA um estudo 

identificou 29 isolados resistentes ao imipenem, em 7 dos 16 rios norte-americanos 

amostrados entre 1999 e 2001. Vinte e duas das 29 cepas foram identificadas como 

Enterobacter asburiae e portavam o gene de carbapenemase IMI-2 (ASH; MAUCK; 

MORGAN, 2002; AUBRON et al., 2005).  

Em sequência, outros relatos de enterobactérias produtoras de 

carbapenemases em ambientes aquáticos foram feitos, com isolados recuperados em 

estações de tratamento de esgoto (ETE) na Áustria, Alemanha, Brasil e China; e de 

rios e lagos na Suíça, Portugal, Brasil e Vietnã (Tabela 2) (ISOZUMI et al., 2012; 

ZURFLUH et al., 2013; ZHANG; LÜ; ZONG, 2012; OLIVEIRA et al., 2013; POIREL et 

al., 2011; GALLER et al., 2014). Em 2009, por meio de análise metagenômica do lodo 

ativado e do esgoto tratado de uma ETE na Alemanha, foram identificados mais de 

100 genes de resistência, incluindo os determinantes de resistência a carbapenem 

blaIMP, blaVIM e blaOXA-48 (SZCZEPANOWSKI et al., 2009). Porém, a pesquisa de genes 

de resistência por essa abordagem tem valor limitado por conta da ocorrência natural 

de algumas enzimas em determinadas espécies bacterianas saprófitas, como por 

exemplo a ocorrência de blaOXA-48 em isolados do gênero Shewanella, que estão 

comumente presentes em sedimentos de lagos (WOODFORD et al., 2013). 



 
 

28 
 

Tabela 2. Carbapenemases adquiridas em bactérias recuperadas de fontes não-

humanas (Adaptado de WOODFORD et al., 2013) 

  

Recentemente no leste da Inglaterra, isolados de enterobactérias resistentes a 

carbapenem foram detectadas em quatro ETEs localizadas a jusante de hospitais. Os 

isolados portavam diferentes genes de carbapenemases como blaNDM, blaOXA-48 e 

blaIMP, além de genes ESBL (LUDDEN et al., 2017). Na Irlanda, cepas de E. coli e K. 

pneumoniae produtoras de NDM foram recuperadas de estação de tratamento de 

esgoto, córregos e mar. Análises de eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE, 

do inglês pulsed field gel electrophoresis) mostraram que os isolados de E. coli obtidos 

das amostras de água doce e esgoto eram indistinguíveis de um isolado clínico 

submetido ao Serviço Nacional de Laboratório de Referência de Enterobactérias 

Produtoras de Carbapenemase (CPERLS). O mesmo ocorreu na análise com K. 

pneumoniae isoladas de esgoto e água do mar que se mostraram 83% e 97% 

semelhantes a uma cepa isolada de amostras clínicas (MAHON et al., 2017).  

No Brasil, durante os últimos anos, vários relatos de K. pneumoniae produtoras 

de KPC isoladas de pacientes hospitalizados foram relatadas e, até então essas 

bactérias estavam restritas a ambiente hospitalar. Porém, em 2008 no Rio de Janeiro, 

duas cepas de K. pneumoniae foram isoladas de estação de tratamento de esgoto 

hospitalar. Ambas as cepas eram resistentes a todas as cefalosporinas e carbapenens 
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e, além de blaKPC, possuíam os genes blaTEM e blaSHV (CHAGAS et al., 2011). Já em 

2011, três isolados de K. pneumoniae resistentes a carbapenem foram recuperados 

do rio Tietê e rio Pinheiros, durante pesquisa de vigilância local em rios de áreas 

urbanas a sudeste do Brasil. O Tietê é um dos principais rios da região, percorrendo 

o estado de São Paulo de leste a oeste por cerca de 1100 km, enquanto o rio Pinheiros 

é um afluente do rio Tietê que percorre 25 km pela cidade de São Paulo, a maior e 

mais populosa área metropolitana no Brasil. Os isolados rastreados portavam o gene 

blaKPC-2 e pertenciam ao CC11 (OLIVEIRA et al., 2013). A detecção de clones de alto 

risco de K. pneumoniae produtoras de KPC-2 em rios urbanos demonstra que a 

disseminação ambiental de bactérias multirresistentes está em curso no Brasil 

(OLIVEIRA et al., 2013; CHAGAS et al., 2011). O transposon Tn4401 era o   elemento 

genético carreador de blaKPC-2 em isolados de enterobactérias recuperadas de esgoto 

hospitalar e de uma ETE, em outra pesquisa realizada em São Paulo (PICÃO et al., 

2013). 

O ambiente aquático além de ser um meio potencial de disseminação de 

bactérias resistentes, também pode funcionar como via pelo qual genes de resistência 

são introduzidos no ecossistema alterando a microbiota ambiental (WASEEM; 

WILLIAMS; JAMEEL; HASHSHAM, 2018). Além disso, matrizes aquáticas geralmente 

recebem águas residuais tratadas ou não-tratadas contendo poluentes como 

antibióticos e metais pesados de esgoto hospitalar. A presença destes poluentes pode 

aumentar a seleção e taxa de troca de genes de resistência entre especies 

bacterianas ambientais (saprófitas) e patogênicas de interesse clínico (MARTINS et 

al., 2014). A concentração de antibióticos em ambientes naturais também é fator 

importante para a ocorrência de resistência bacteriana. Ambientes em contato com 

poluentes de indústrias farmacêuticas ou esgoto hospitalar, tendem a apresentar 

concentrações maiores de antimicrobianos (GULLBERG et al., 2011). Além disso, 

mesmo em ambientes com concentrações muito baixas de antibióticos, a manutenção 

e a seleção de bactérias resistentes ocorrem (GULLBERG et al., 2011). 

Como visto, o esgoto é potencial fonte de disseminação não só de bactérias 

resistentes, mas também de genes de resistência para o ambiente comunitário (YANG 

et al., 2016). Estações de tratamento de esgoto (ETE) são responsáveis pelo 

tratamento e devolução para o ambiente de águas residuais advindas de uso 

doméstico, hospitalar e industrial; concorrendo para a proteção do ambiente, 
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especialmente de matrizes aquáticas. A remoção de matéria orgânica, poluentes 

químicos e microrganismos indesejáveis do esgoto usando processos físicos e 

químicos foi um avanço tecnológico imprescindível que possibilitou a devolução de 

água limpa para o ambiente (MANAIA et al., 2018). O tratamento de esgotos é dividido 

em tratamento preliminar e tratamento a nível primário, secundário e terciário. No 

tratamento preliminar os resíduos maiores são retidos através de grades e peneiras. 

Já no tratamento a nível primário os sólidos em suspensão são sedimentados e à 

medida que se acumulam no fundo do decantador, formam o lodo primário. Em 

seguida, no tratamento a nível secundário, os microrganismos irão utilizar a matéria 

orgânica, convertendo-a em gás carbônico e água. No nível terciário são removidos 

poluentes específicos como os micronutrientes fósforo e nitrogênio (MANAIA et al., 

2018). No Brasil as estações de tratamento de esgoto não seguem um padrão e 

podem variar quanto aos níveis e tipos de tratamento empregados. O índice de 

atendimento urbano do sistema de esgotamento sanitário do DF é de 92,8%, conforme 

dados estatísticos da Pesquisa Distrital por Amostra de Domicílios – PDAD 2018. 

Apesar disso, a baixa cobertura de esgotamento sanitário ainda é realidade de muitos 

estados brasileiros e pode impactar diretamente na questão de disseminação de 

enterobactérias produtoras de carbapenemases para o ambiente (OLIVEIRA et al., 

2013; CHAGAS et al., 2011).  

A ocorrência de isolados de K. pneumoniae produtores de carbapenemases, 

em especial KPC, fora de ambiente hospitalar é preocupante, pois evidencia a 

disseminação desses microrganismos multirresistentes para o ambiente. A baixa 

eficácia ou a falta de tratamento de esgoto, especialmente esgoto hospitalar, pode 

facilitar esse processo (LUDDEN et al., 2017). Com base nesse contexto, foi realizado 

um estudo de detecção e caracterização molecular de isolados de K. pneumoniae 

resistentes a carbapenem no âmbito das estações de tratamento que compõe o 

sistema de esgotamento sanitário do Distrito Federal. A caracterização de possíveis 

isolados é de suma importância para avaliar possível disseminação de bactérias 

multirresistentes de predomínio hospitalar no ambiente. Numa época em que a 

evolução e a disseminação da resistência antimicrobiana não são acompanhadas pelo 

desenvolvimento de novos antimicrobianos, controlar a disseminação de bactérias 

resistentes aos antimicrobianos é absolutamente necessário. 
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2 JUSTIFICATIVA 

A disseminação mundial de cepas produtoras de carbapenemases, 

principalmente KPC, é hoje uma das grandes preocupações em saúde pública pela 

significativa redução de opções terapêuticas. Klebsiella pneumoniae do complexo 

clonal 11 tornou-se um dos patógenos bacterianos multirresistentes mais “bem-

sucedidos” em ambiente hospitalar e tem sido responsável pela dispersão de blaKPC 

ao redor do mundo (BOWERS et al., 2015). Em meio a esse cenário epidemiológico 

já bem estabelecido, inclusive em hospitais brasilienses (FARIA-JUNIOR, 2016), o 

trabalho visa a detecção e caracterização de isolados ambientais de K. pneumoniae 

resistente a carbapenem em amostras água e esgoto. Além disso, há pouca 

informação sobre a frequência de cepas de K. pneumoniae multirrestentes em fontes 

ambientais no Brasil, especialmente no Distrito Federal.  
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3. OBJETIVOS  

3.1. Objetivo Geral 

Avaliar a ocorrência e realizar caracterização fenotípica e molecular de isolados 

de Klebsiella pneumoniae resistentes a carbapenem (carba-R) recuperados em 

Estações de Tratamento de Esgoto (ETE) no DF.  

 3.2. Objetivos Específicos 

1. Obtenção da coleção de isolados de Klebsiella pneumoniae carba-R 

recuperados de amostras de esgoto e água em ETEs do DF; 

2. Avaliar o perfil de suscetibilidade a antimicrobianos dos isolados ambientais de 

K. pneumoniae carba-R; 

3. Descrever a frequência dos genes de resistência a carbapenem blaKPC, blaNDM, 

blaVIM, blaIMP e blaOXA-48, dos genes de resistência a polimixina mcr 1, mcr-2, 

mcr-3 e do gene de resistência a tigeciclina tetx; 

4. Detecção do transposon Tn440 em isolados positivos para blaKPC; 

5. Realizar sequenciamento genético dos genes blaKPC e blaNDM e definição de 

alelos; 

6. Definição de linhagens genéticas por meio do MLST e posterior análise da 

relação filogenética (construção de um dendograma) dos isolados ambientais 

de K. pneumoniae carba-R. 
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4. METODOLOGIA 

4.1. Coleta das amostras  

Amostras de água e esgoto foram coletadas em doze estações de tratamento 

de esgoto (ETEs) que compõem o sistema de esgotamento sanitário do Distrito 

Federal (DF) (Tabela 3). De cada ETE coletou-se quatro tipos de amostras: esgoto 

bruto (EB); esgoto tratado (ET); amostras de água à jusante (AJ) e à montante (AM) 

do local de despejo de esgoto tratado, ao longo do curso d`água receptor (Figura 6). 

Em cada ponto de amostragem, o procedimento de coleta consistiu em recolher 

amostra de água ou esgoto em tubos plásticos estéreis de 50mL. Logo após 

coletadas, as amostras foram encaminhadas ao laboratório da Universidade de 

Brasília – Faculdade de Ceilândia e conservadas entre 2 a 8ºC, sendo processadas 

em até 24 horas.  

 

 Figura 6. Representação do posicionamento referente às ETEs dos pontos de 

coleta das amostras  

As coletas foram realizadas em três períodos de 2017 - julho, agosto e outubro- 

e dois períodos de 2018 - março e abril -, totalizando 240 amostras coletadas (20 

amostras de água ou esgoto por ETE). As ETEs sondadas foram Alagado, Brasília 

Sul, Brasília Norte, Brazlândia, Gama, Paranoá, Planaltina, Recanto das Emas, 

Riacho Fundo, São Sebastião, Sobradinho e Vale do Amanhecer (Tabela 3). Cabe 

ressaltar, que em relação às ETEs Brasília Sul e Brasília Norte, cujo corpo receptor é 

o lago Paranoá, não há referência clara de ponto à montante ou à jusante do despejo 

de esgoto tratado, sendo assim, amostras de água coletadas foram consideradas à 
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jusante do despejo de esgoto. Parâmetros de demanda associados às ETEs estão 

listados na Tabela 3.   
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Tabela 3. Estações de Tratamento de Esgoto e parâmetros de demanda associados 

 

Estação de 

tratamento de 

esgoto 

 

Regiões atendidas 

 

Corpo d`água 

receptor 

Nível de 

tratamento 

PERFIL DE DEMANDA 

Nº de 

economias 

ativas1 

Vazão 

média 

(L/s) 

Nº 

Hospitais 

Regionais 

atendidos2 

Nº de 

internações 

(Jan-Ago 

2017) 

Participação da 

agricultura 

como trabalho 

formal3 (%) 

 

Alagado 

 

Santa Maria Rio Alagado Terciário 21818 80 1 3010 0,56% 

 

Brasília Norte 

Vila varjão, Asa Norte, Vila 

Planalto, Lago Norte, área central 

de Brasília, Vila estrutural e Torto. 

Lago Paranoá Terciário 63412 450 6 13430 0,83% 

Brasília Sul 

Asa Sul, Núcleo Bandeirante, Asa Sul, 

área central de Brasília, Octogonal, 

Cruzeiro, Sudoeste, Guará I e II, 

Riacho Fundo I, S.I.A, Águas Claras, 

Candangolândia, Cidade do 

Automóvel, e Setor de Inflamáveis 

Lago Paranoá Terciário 187421 1319 16 29103 0,53% 

Brazlândia Brazlândia 
Rio Verde 

(Goiás) 
Secundário 14373 41 1 2738 11,12% 
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Tabela 3. Estações de Tratamento de Esgoto e parâmetros de demanda associados (continuação) 

 

Estação de 

tratamento de 

esgoto 

 

Regiões atendidas 

 

Corpo 

d`água 

receptor 

Nível de 

tratamento 

PERFIL DE DEMANDA 

Número de 

economias 

ativas1 

Vazão 

média 

(L/s) 

Nº 

Hospitais 

Regionais 

atendidos 

Nº de 

internações 

(Jan-Ago 

2017)2 

Participação da 

agricultura 

como trabalho 

formal3 (%) 

Gama Gama 
Riberão 

Ponte Alta 
Terciário 45254 187 2 8500 1,55% 

Paranoá Paranoá e Itapuã Rio Paranoá Terciário 33919 100 1 5607 8,32% 

Planaltina Planaltina 

Riberão 

Mestre 

D’Armas 

Secundário 35899 154 1 6149 9% 

Recanto das 

Emas 

Riacho Fundo II e Recanto das 

Emas 

Córrego 

Vargem da 

Benção 

Secundário 53949 184 0 0 2,47% 

Riacho Fundo Riacho Fundo I Riacho Fundo Terciário 13079 46 0 0 0,26% 

São Sebastião São Sebastião 

Riberão Santo 

Antônio da 

Papuda 

Secundário 22595 131 1 258 0,59% 
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Tabela 3. Estações de Tratamento de Esgoto e parâmetros de demanda associados (continuação) 

 

Estação de 

tratamento de 

esgoto 

 

Regiões atendidas 

 

Corpo 

d`água 

receptor 

Nível de 

tratamento 

PERFIL DE DEMANDA 

Número de 

economias 

ativas1 

Vazão 

média 

(L/s) 

Nº 

Hospitais 

Regionais 

atendidos 

Nº de 

internações 

(Jan-Ago 

2017)2 

Participação da 

agricultura 

como trabalho 

formal3 (%) 

Sobradinho Sobradinho e expansões 
Riberão 

Sobradinho 
Secundário 26003 77 1 4561 1,31% 

 

Vale do 

Amanhecer 

 

Vale do Amanhecer 

 

Rio São 

Sebastião 

Secundário 4401 18 0 0 0 

 

 

1 – Refere-se ao número de residências usuárias da rede de esgoto de cada região atendida pela ETE (Fonte: Companhia de Saneamento 

Básico do Distrito Federal, CAESB).   

2 – Refere-se ao número de internações nos hospitais presentes nas regiões atendidas pela ETE (Fonte: Ministério da Saúde - Sistema de 

Informações Hospitalares do SUS (SIH/SUS). 

3 – Refere-se a participação percentual da agricultura nos vínculos formais de trabalho por regiões atendidas pelas ETE (Fonte: 

CODEPLAN/GEDEG). 

 

 



 
 

38 
 

4.2. Isolados bacterianos 

Para verificar a ocorrência de bacilos Gram negativos resistentes a 

carbapenem (BGN carba-R), as amostras de água e esgoto foram inoculadas em 

caldo de enriquecimento contendo inibidores para crescimento de bactérias Gram 

negativas sensíveis a carbapenem e bactérias Gram positivas. Foram inoculados 500 

μL de cada amostra coletada, devidamente homogeneizada, em 4mL de caldo 

tripcaseína, enriquecido com ertapenem (2,5 mg/L) e vancomicina (7,5mg/L) em 

concentrações inibitórias para seleção de resistência segundo o Instituto de Padrões 

para Laboratoriais Clínicos (CLSI, 2019). Após incubação a 37ºC por 24 horas, 

verificou-se o crescimento de BGN carba-R através da turbidez do meio. As culturas 

que obtiveram crescimento foram semeadas (1 μL) em meio cromogênico seletivo 

para bacilos Gram negativos produtores de β-lactamases de Espectro Estendido - 

ESBL (CromoID® ESBL Biomerrieux). Após incubação (37ºC por 24 horas), isolados 

presuntivos de Klebsiella pneumoniae carba-R, assim como outros BGN carba-R, 

foram recuperados. Um quantitativo máximo de 3 colônias de cada grupo presuntivo 

foi recuperado de cada cultivo em placa. Os isolados foram preservados em ágar 

nutriente acondicionado em frascos hermeticamente fechados e armazenados 

(temperatura ambiente) para os estudos moleculares e fenotípicos.  

4.3. Identificação Bacteriana 

A identificação dos isolados foi realizada no Laboratório Central de Saúde 

Pública do Distrito Federal (LACEN-DF) utilizando o sistema de identificação 

bacteriana por espectrometria de massa (MALDI TOF VITEK® MS – bioMérieux). Os 

isolados foram cultivados em ágar Mueller Hinton e incubadas por 24 horas em estufa 

a 37 ºC. Os procedimentos para identificação foram realizados conforme as instruções 

do fabricante. A cepa E. coli ATCC™ (do inglês, American Type Culture Collection) 

8739 foi utilizada como controle positivo. O banco de dados para identificação de 

espécies clínicas utilizado foi o Myla®. Os isolados de BGN carba-R foram 

identificados a nível de espécie ou gênero. Todos os isolados identificados como 

espécie Klebsiella pneumoniae apresentaram probabilidade >90%.  

4.4. Teste de suscetibilidade a antimicrobianos 

O perfil de susceptibilidade a antimicrobianos foi realizado pelo método de 

disco-difusão de Kirby e Bauer (BAUER, 1966). Os isolados foram cultivados em ágar 
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MacConkey em semeio por esgotamento para a obtenção de colônias isoladas. Em 

seguida, foi preparada uma suspensão bacteriana em solução salina com a densidade 

equivalente ao padrão de turbidez 0,5 da escala de McFarland (≈1-2x108 CFU/mL). 

Utilizando um swab de algodão estéril inoculou-se superfície de ágar Mueller-Hinton 

cátio-ajustado (150x20mm) com a suspensão bacteriana. Logo em seguida, um 

suporte contendo 15 discos de antibióticos com concentrações definidas 

(Polisensidisc 15 - DME®) foi posicionado no centro da placa. Os antimicrobianos 

testados foram: amicacina; amoxicilina/ácido clavulânico; ácido nalidíxico; cefazolina; 

cefepime; ceftriaxona; ciprofloxacina; gentamicina; meropenem; 

sulfametoxazol/trimetoprim; norfloxacina; nitrofurantoína; fosfomicina; levofloxacina. 

Após 18h em estufa a 36,5º, os halos formados foram medidos. A interpretação clínica 

dos resultados de susceptibilidade (sensível, intermediário ou resistente) foi baseada 

nos pontos de corte do CLSI (CLSI, 2019). Os isolados com interpretação clínica como 

“resistente” ou “intermediário” foram considerados não-suscetíveis.  

4.5. Detecção molecular de genes de carbapenemases e do transposon Tn4401 

por meio da Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) 

Reações de PCR foram utilizadas para caracterização molecular da resistência 

a carbapenem (Tabela 4). As culturas mantidas em ágar nutriente foram recuperadas 

em caldo Luria Bertani (LB) e incubadas a 37º por 24 horas. Para extração do DNA, 1 

mL de cultura bacteriana foi centrifugado (3.000 g/ 3 min), o sobrenadante descartado 

e o precipitado celular ressuspenso em 1 mL de água deionizada. A suspensão celular 

foi novamente centrifugada (3.000 g/ 3 min), o sobrenadante descartado e o 

sedimento celular ressuspenso com 1 mL de TRIS 10 mM (pH 8,0). A suspensão foi 

incubada em banho-maria a 100 ºC por 15 minutos e posteriormente centrifugada 

(11.000 rpm/ 3 min). O sobrenadante (600 µL) foi utilizado como fonte de DNA total 

para as reações de amplificação. Os ensaios de PCR foram realizados com DNA 

polimerase de Thermus aquaticus (Sigma-Aldrich) em volume final de 30 µL (23 µL do 

mix e 7 µL de DNA a 29±3ng/µL) seguindo protocolo de reação definido pelo 

fabricante. Os fragmentos amplificados foram separados por eletroforese em gel de 

agarose a 1%, preparada em tampão TAE (Tris-acetato-EDTA) 1X pH 8,2. A 

visualização dos amplicons foi feita por transiluminação de luz ultravioleta (UV) após 

coloração em banho (15 min.) de brometo de etídio (1μg/mL). Os oligonucleotídeos 
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iniciadores utilizados para detecção dos genes blaKPC, blaNDM, blaVIM, blaIMP, blaOXA-48 

e Tn4401 estão listados abaixo na tabela 4. 
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Tabela 4. Lista dos oligonucleotídeos iniciadores utilizados e condições de PCR  

Gene 
Descrição do 

Locus 

Alvo GenBank 

(posição) 

Alelos 

detectáveis 
Sequência (5´- 3´) 

Tamanho 

fragmento 

(pb) 

Temp. 

anelam 

(ºC) 

Referência 

blaKPC 

Serina-β-

lactamase 

KC344543.1 

(1226..2107) 

blaKPC-1, 2, 3, 
4, 5, 6, 7, 8, 9, 
10, 11,12, 13 

F - TGTCACTGTATCGCCGTC 

1011 58 
YIGIT et al., 

2001 
R - CTCAGTGCTCTACAGAAAACC 

blaNDM 

Metalo-β-

lactamase 

MN816233.1 

(167..979) 
blaNDM-1, 2, 3, 
4, 5, 6, 7, 8. 

F - GGTTTGGCGATCTGGTTTTC 

512 57 
FARIA-

JUNIOR, 2016 
R - GGCCTTGCTGTCCTTGATC 

blaVIM 

Metalo-β-

lactamase 

MF344563 
(279755..280086) 

 

blaVIM-1, 2, 3, 
4, 5, 6, 9, 10, 
11, 12,13, 14, 
15, 16, 17, 18, 
19, 20, 23, 24, 
25, 27, 28, 31, 
33, 34. 

F - GATGGTGTTTGGTCGCATATC 

332 56 
FARIA-

JUNIOR, 2016 

R - CTCGATGAGAGTCCTTCTAGAG 

blaIMP 

Metalo-β-

lactamase 

NG_049222.1 

(101..841) 
 

blaIMP-2, 5, 8, 

13,19, 20, 24, 

33, 37 

blaIMP-1, 2, 8, 
14,14ª,19,20,24 

F1 - CATTTCCATAGCGACAGCAC 

309 

440 
55 

FARIA-

JUNIOR, 2016 

F2 - AACACGGTTTGGTGGTTCTT 

R - GGACTTTGGCCAAGCTTCTA 

blaOXA-48 Oxacilinase 

MH523449.1 
(4410..5207) 

 

blaOXA-48, 54, 
181, 162, 163, 
199 

F - GCGTGGTTAAGGATGAACAC 

440 56 
FARIA-

JUNIOR, 2016 
R - ATCATCAAGTTCAACCCAACC 
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Tabela 4. Lista dos oligonucleotídeos iniciadores utilizados e condições de PCR (continuação) 

Gene 

Descrição 

do Locus 

Alvo GenBank 

(posição) 

Alelos 

detectáveis 
Sequência (5´- 3´) 

Tamanho 

fragmento 

(pb) 

Temp. 

anelam 

(ºC) 

Referência 

Tn4401 Transposon 
KC344543.1 

(737..1387) 
- 

F - GAAGATGCCAAGGTCAATGC 

651 57 

Iniciadores 

desenhados 

neste estudo 

R - GGCACGGCAAATGACTA 

rpoB 

Sub-unidade 

beta da RNA 

polimerase B 

CP031817.1 

(4,881,629..4,882,348) 
- 

F -GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTA 

CCGCTGTCTGAGATTACGC 

720 55 
R - TTGTGAGCGGATAACAATTTC 

AGAACGGGTGTACTTGGTCA 

gapA 

Gliceraldeído 

3-fosfato 

desidrogenas

e 

 

CP031817.1 

(3,030,465..3,031,042) - 

F -GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTA 

GACGGTCATCTGGTCGTTAAC 

578 55 

R - TTGTGAGCGGATAACAATTTC 

TCGTAGGACGCTGCTTTTTC 

mdh 

Malato 

desidrogenas

e 

CP031817.1 

(495,522..496,225) 
- 

F - GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTA 

CTCGTTGTACGACATCGCTC 

704 55 

R - TTGTGAGCGGATAACAATTTC 

AGAAGAAACGCGCATAGTGG 
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Tabela 4. Lista dos oligonucleotídeos iniciadores utilizados e condições de PCR (continuação) 

Gene 

Descrição 

do Locus 

Alvo GenBank 

(posição) 

Alelos 

detectáveis 
Sequência (5´- 3´) 

Tamanho 

fragmento 

(pb) 

Temp. 

anelam 

(ºC) 

Referência 

pgi 

Fosfoglicose 

isomerase 

CP031817.1 

(4,822,151..4,822,779) 
- 

F - GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTA 

AACTTCTTCGGTGCGGAAAC 

629 55 

Iniciadores 

desenhados 

neste estudo 

R – TTGTGAGCGGATAACAATTTC 

CTGTCGTGGCTGCTAACTTC 

phoE Fosforina E 
CP031817.1 

(4,007,021..4,007,507) 
- 

F - GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTA 

CCGTGAAGCGAAGAAACAGAA 
487 55 

R - TTGTGAGCGGATAACAATTTC 

GTCATCGTTGATGCCGAGTTT 

infB 

Fator de 

iniciação da 

tradução 2 

CP031817.1 

(561,744..562,150) 
- 

F - GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTA 

GGGTGGTATTACCCAGCACA 
407 55 

R - TTGTGAGCGGATAACAATTTC 

GCTCAAGAACTTCAGCCTGC 

 

tonB 

Transdutor de 

energia 

periplasmátic

a 

CP031817.1 

(2,061,444..2,061,916) 
- 

F - GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTA 

GACGCAGCCGATAGAGATCA 
473 55 

R – TTGTGAGCGGATAACAATTTC 

GCAGATTATCAATGCGGCCA 
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4.6. Detecção molecular de genes mcr e tetx por meio de PCR quantitativo 

(qPCR) 

A presença dos genes de resistência a polimixina, mcr-1, mcr-2, mcr-3, e de 

resistência a tigeciclina, tetX, foi investigada por PCR quantitativo (qPCR) utilizando o 

termociclador QuantStudio 3 Applied Byosistems. As amostras de DNA foram 

purificadas com o kit ReliaPrep DNA Clean-Up and Concentration System (Promega). 

Todos os ensaios de qPCR foram implementados em placas de 96 poços com um 

volume final de 20 µL de mistura de reação (GoTaq® Probe qPCR Master Mix – 

Promega) seguindo protocolo do fabricante. Controles positivos e negativos, contendo 

todos os componentes da mistura de reação excetuando o DNA molde, foram usados 

em cada corrida de qPCR. Os oligonucleotídeos iniciadores e sonda de hidrólise foram 

desenhados utilizando a plataforma BLAST do banco de dados NCBI (do inglês, 

National Center for Biotechnology Information) (Tabela 5).  

 

Tabela 5. Lista de oligonucleotídeos iniciadores e sondas de hidrólise utilizados para 

qPCR  

Gene 
Descrição do 

locus 
Sequência (5’-3’) 

Alvo 

GenBank 

(posição) 

Ref. 

mcr-1 

Fosfoetanolamina 

transferase 

F - GGGTGTGCTACCAAGTTTGCTT 
LC427672.1 

(396...559) 

Este 

estudo 

 

R - TATGCACGCGAAAGAAACTGGC 

FAM - GCGCTGATTTTACTGCCTGTGGTG - BHQ1 

mcr-2 

F - TGATGGGTGCTATGCTACTG 
NG_051171.1 

(270...363) 
R – GTCACCGCACCCATAATCA 

FAM - GTCGTGCTGTTATCCTATCGCTAT - BHQ1 

mcr-3 

F - GAGCTCACCAACACCTATGA 
NG_056184.1 

(1231...1352) 
R - TGATCGGAGACGTAGAGCA 

FAM - CACCATCCGCTACACCGATTTC - BHQ1 

tetx 

Monooxigenase 

dependente de 

flavina 

F - GTCGCTAACCCTACAAAAGATGA 
NG_065852.1 

(818...957) 
R - GATGAATGGAAAAACCAAACGCA 

FAM -CACGAATCAGTTCTTTGTAGCGTTC - BHQ1 
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4.7. Sequenciamento genético de alelos blaKPC e blaNDM 

O sequenciamento dos genes blaKPC e blaNDM foi realizado utilizando o sistema 

de reação BigDye Terminator Cycle Sequencing v3.1 (Applied Biosystems) seguido 

protocolo fornecido pelo fabricante. A reação de sequenciamento foi purificada com o 

sistema BigDye Xterminator (Applied Biosystems) e, logo em seguida, analisada na 

plataforma de eletroforese capilar 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems®). As 

sequências obtidas foram identificadas pelo programa BLAST 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST), pelo alinhamento e comparação com 

sequências disponíveis no banco de dados GenBank® (BENSON et al., 2012).  

4.8. Tipagem por sequenciamento de múltiplos loci (MLST) 

O MLST foi realizado de acordo com protocolo de Diancurt e colaboradores 

(2005), com alterações pontuais. O protocolo estabelece o sequenciamento de 7 loci 

para definição do tipo de sequência (ST): rpoB, gapA, mdh, pgi, phoE, infB e tonB 

(Tabela 4). Primeiramente foram realizadas amplificações para o conjunto de alvos 

descritos seguindo protocolo padronizado pelo instituto Pasteur 

(https://bigsdb.pasteur.fr/). As reações do sequenciamento (BigDye Terminator v3.1 

Cycle Sequencing) foram feitas com o iniciador F universal. A análise do produto das 

reações foi feita através do sequenciador Genetic Analyzers 3500. As sequências 

geradas foram editadas no programa BioEdit (Sequence Alignment Editor). As 

sequências obtidas dos loci foram submetidas ao banco de dados do Instituto Pasteur 

para definição do tipo de sequência (ST) 

(https://bigsdb.pasteur.fr/klebsiella/klebsiella.html). 

4.9. Análise filogenética e construção do dendrograma 

Para a análise filogenética de isolados ambientais e clínicos de K. pneumoniae 

carba-R, foi selecionada uma coleção de 50 cepas K. pneumoniae carba-R 

recuperadas de amostras clínicas em hospitais de Brasília, previamente caracterizada 

em estudo anterior (SILVA, 2019). Para construção do dendrograma foi utilizada uma 

sequência concatenada de 2.598 pares de base formada pelas sequências de seis 

genes essenciais: rpoB; gap; mdh; pgi; phoE; infB. O dendrograma foi contruído no 

programa MEGAX, aplicando o método de agrupamento UPGMA. As porcentagens 

(teste de bootstrap) de árvores replicadas (1000 repetições) nos quais os táxons 
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associados se agruparam são mostradas próximas as ramificações. O dendrograma 

foi editado no programa ITOL v4 (https://itol.embl.de/) (LETUNIC; BORK, 2019).  

4.10. Análise de dados 

4.10.1. Análise Estatística 

As análises estatísticas foram processadas no programa SPSS (Statistical 

Package for the Social Sciences® – IBM®) versão 20. Para verificar possíveis 

associações estatísticas na distribuição da frequência foi utilizado o teste exato de 

Fisher. Resultados com valor de p menor ou igual a 0,05 foram considerados 

estatisticamente significativos. 

4.10.2. Categorização das ETEs em função do perfil de demanda  

Para análises de correlação da ocorrência de isolados de K. pneumoniae carba-

R, as ETEs foram categorizadas em função de seus parâmetros de demanda. Os 

dados foram categorizados em três intervalos de valores: vazão (1- <100 L/s; 2 – 100 

a 500 L/s; 3 – >500 L/s); número de internações (1 – <1000; 2 – 1.000 a 15.000 ; 3 – 

>15.000); número de hospitais (1 – 0; 2 – 1; 3 – 1<x≤16); número de economias ativas 

(1 – <2.000; 2 – 2.000 a 100.000; 3 – >100.000); participação da agricultura como 

trabalho formal (1 – <1%; 2 – 1% a 5%; 3 – >5%) (Tabela 6). 

Tabela 6. Categorização das ETEs em função dos parâmetros de demanda 

Categorias Vazão (L/s) 
Nº 

Economias 
Ativas 

Nº Hospitais 
Nº 

Internações 

Trabalho 
com 

Agricultura 

Área de 
Granja (m²) 

1 <100 <20000 0 <1000 <1% <10.000 

2 100-500 
20000-
100000 

=1 
1000 - 
15000 

1% -5% >10.000 

3 >500 >100000 >1≤16 >15000 >5%  

 

4.11. Financiamento 

O trabalho contou com o apoio financeiro da FAP-DF por meio do edital de 

fomento FAP-DF 05/2016 “Demanda Induzida – Água” (processo – 

193.000.713/2016).  
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1. Ocorrência de BGN carba-R em amostras de água e esgoto  

Um total de 240 amostras de água e esgoto foram coletadas ao longo do 

estudo. A presença de bacilos Gram negativos resistentes a carbapenem (BGN carba-

R) foi avaliada. Culturas de BGN carba-R foram detectadas em 81,6% (196/240) das 

amostras. A análise da distribuição de culturas de BGN carba-R por tipo de amostra 

mostrou que 100% (60/60) das amostras de esgoto bruto (EB) produziram culturas de 

BGN carba-R (Figura 7-A). Além disso, foi observado que a frequência de culturas de 

BGN carba-R manteve-se alta nas amostras de esgoto tratado (ET) (91,6% - 55/60) e 

nas amostras de água “à jusante” (AJ) (82,9% - 58/70). Em contrapartida, a frequência 

de culturas de BGN carba-R em amostras de água “à montante” (AM) foi menor: 46% 

(23/50). Análise estatística por Qui-quadrado mostrou que a distribuição de culturas 

de BGN carba-R foi estatisticamente diferente (p<0,05) quando comparadas o grupo 

de amostras AM com o grupo de amostras EB, ET ou AJ.  

Tem sido demonstrado que o esgoto funciona como potencial fonte de 

disseminação de bactérias resistentes a antimicrobianos de amplo espectro (HOELLE 

et al., 2019; HALLER et al., 2018; LUDDEN et al., 2017; ZURFLUH et al., 2017). 

Conforme hipótese desenhada neste estudo, na qual amostras AM representam 

condição ambiental possivelmente menos impactada pelo esgoto, os resultados 

sugerem que BGN carba-R presentes no esgoto bruto sobrevivem ao tratamento da 

ETE e alcançam o ambiente. Já foi demonstrado que processos de tratamento de 

esgoto podem não impedir a liberação de enterobactérias resistentes a carbapenem 

para o ambiente, fato que contribui para a contaminação de rios e lagos, terras 

agrícolas e cadeia produtiva da pesca; além de representar potencial risco de 

contaminação de seres humanos (LUDDEN et al., 2017). 

A distribuição de culturas de BGN carba-R entre as ETEs também foi analisada 

(Figura 7-B). Para cada ETE coletou-se 20 amostras de água ou esgoto. A frequência 

de distribuição de culturas de BGN carba-R entre as ETEs mostrou-se 

estatisticamente diferente (p<0,05). As ETEs Brasília Sul e Brazlândia apresentaram 

todas as amostras positivas para BGN carba-R (100% - 20/20). E, por outro lado, as 

ETEs Vale do Amanhecer (65% - 13/20) e Brasília Norte (70% - 14/20) apresentaram 

menor frequência de culturas positivas para BGN carba-R.  
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Figura 7. Culturas positivas para BGN carba-R e isolamento de K. pneumoniae 

nas amostras de água e esgoto. Frequência de culturas de BGN carba-R por tipo 

de amostra (A) e por ETE (B). Frequência de isolados K. pneumoniae e outros BGN 

carba-R recuperados por tipo de amostra (C) e por ETE (D).  Marcações com asterisco 

indicam distribuição desigual (p<0,05) para comparação entre os grupos assinalados. 

5.2 Ocorrência de K. pneumoniae em meio a BGN carba-R 

Do total de culturas de BGN carba-R, foram isolados 602 bacilos Gram 

negativos carba-R. Dentre as espécies recuperadas houve predomínio de saprófitas 

ambientais intrinsicamente resistentes a carbapenem. As espécies ou gêneros 

predominantes foram Pseudomonas spp. (47%), sendo a espécie P. putida a mais 

frequente (34,5%); Klebsiella pneumoniae (25,6%); Enterobacter spp. (9,6%); 

Acinetobacter spp. (6,8%); Aeromonas spp. (3,7%); Stenotrophomonas maltophilia 

(3,3%). Estudos demonstram que isolados ambientais de P. putida são 
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predominantemente resistentes a antibióticos β-lactâmicos, incluindo carbapenens, 

em função da ocorrência de bombas de efluxo e múltiplos genes cromossomais de β-

lactamases. P. putida é considerada um reservatório ambiental para a resistência a β-

lactâmicos (MOLINA et al., 2014; KITTINGER et al., 2016; MEIRELES et al., 2013; 

KIEBOOM; BONT, 2001). De forma semelhante, a susceptibilidade reduzida de 

isolados ambientais S. maltophilia aos antimicrobianos é associada a fatores 

intrínsecos de resistência comuns aos isolados de S. maltophilia, como baixa 

permeabilidade de membrana externa, presença de bombas de efluxo e expressão β-

lactamases (ZHANG; LI; POOLE, 2000; SANCHEZ; HERNANDEZ; MARTINEZ, 

2009). Apesar de K. pneumoniae ser intrinsecamente resistente à ampicilina devido a 

presença da penicilinase SHV-1 em seu cromossomo, não é comum a ocorrência de 

isolados ambientais de K. pneumoniae resistentes a carbapenem (SINGH; TSERING; 

POONIA, 2014). Estudos têm mostrado que isolados ambientais de K. pneumoniae 

são significantemente mais suscetíveis a antibióticos do que isolados clínicos 

(MATSEN; SPINDLER; BLOSSER, 1974; SINGH; TSERING; POONIA, 2014). 

Do total de BGN carba-R recuperados, 154 (25,6%) isolados correspondiam a 

espécie K. pneumoniae. A distribuição de K. pneumoniae carba-R por tipo de amostra 

foi estatisticamente diferente (p<0,05) e mostrou o grupo de amostras EB como 

principal fonte de recuperação desta espécie (Figura 7-C). As amostras EB, ET e AJ 

responderam, respectivamente, por 55,8%, 25,3% e 18,8% do total de isolados de K. 

pneumoniae carba-R. Em contraposição, isolados de K. pneumoniae carba-R não 

foram recuperados do grupo de amostras AM, indicando não ser comum a ocorrência 

deste tipo de isolado em corpos d’agua. A ausência de isolados de K. pneumoniae 

carba-R em pontos anteriores ao despejo de esgoto tratado (grupo de amostras AM) 

associada à presença de isolados de K. pneumoniae carba-R nos pontos a jusante 

(grupo de amostras AJ) indicam o esgoto bruto como principal fonte da disseminação 

desses isolados para o ambiente. Estudo com desenho amostral semelhante ao nosso 

também relatou a ausência K. pneumoniae carba-R em locais à montante do despejo 

de esgoto o que ressalta o impacto do esgoto, ainda que após tratamento, em matrizes 

ambientais (LEPUSCHITZ et al. 2019). 

A frequência de isolados de K. pneumoniae carba-R por ETE foi analisado 

(Fig.7-D). Foram recuperados isolados de todas as ETEs sondadas, porém a ETE 

Sobradinho contribuiu com a maior proporção de isolados, 18,2% (28/154); e foi 
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seguida da ETE Brazlândia com 14,3% (22/154) e da ETE Brasília Sul com 12,3% 

(19/154) dos isolados. Contrariamente, as ETEs Riacho Fundo e Vale do Amanhecer 

exibiram as menores frequências de isolamento contribuindo com apenas 1,3% 

(2/154) e 1,9% (3/154) dos isolados de K. pneumoniae carba-R, respectivamente. A 

distribuição de isolados de K. pneumoniae carba-R entre as ETEs foi estatisticamente 

diferente (p<0,05) na comparação entre grupos (Figura 7-D), demonstrando maior 

importância de algumas ETEs para a dispersão ambiental de K. pneumoniae carba-

R. 

5.3. Perfil de suscetibilidade de isolados de K. pneumoniae carba-R 

O perfil de suscetibilidade a antimicrobianos foi estabelecido em 102 (66,2%) 

dos 154 isolados de K. pneumoniae carba-R e está representado na Figura 8. De 

acordo com a definição de Magiorakos et al. (2012), um isolado multirresistente (MDR, 

do inglês multidrug-resistant) apresenta não-suscetibilidade a pelo menos um agente 

de três ou mais classes de antimicrobianos. Neste estudo, todos os isolados de K. 

pneumoniae carba-R foram classificados como MDR, sendo que 82,3% (84/102) dos 

isolados apresentaram não-suscetibilidade a 9 dos 12 antimicrobianos testados. Com 

relação aos aminoglicosídeos testados, 29,4% (30/102) dos isolados apresentaram 

não susceptibilidade a amicacina e gentamicina simultaneamente. A não-

suscetibilidade aos aminoglicosídeos amicacina e gentamicina ocorreu 

frequentemente (45,1% - 46/102) de forma excludente. Apesar da resistência 

detectada, aminoglicosídeos se mantêm como importante alternativa de controle para 

K. pneumoniae carba-R. Foi observado que 70,6% (72/102) dos isolados 

permaneciam suscetíveis a amicacina ou gentamicina (Figura 8). Este fato reforça a 

necessidade de teste de susceptibilidade que contemple os dois antimicrobianos. 

Além disso, 90,2% (92/102) dos isolados apresentaram não suscetibilidade a 

quinolonas (ciprofloxacino, levofloxacino e ácido nalidíxico).  

Os isolados ambientais de K. pneumoniae carba-R exibiram alta frequência de 

resistência não só a β-lactâmicos como também a outras classes de antimicrobianos 

como as quinolonas (91 a 96%) e inibidor da via folato (93,1%) (Tabela 7). Como 

mencionado anteriormente, menor frequência de resistência foi observada contra os 

antimicrobianos amicacina (33,3% - 34/102) e gentamicina (46,0% - 47/102). 

Aminoglicosídeos costumam manter atividade contra K. pneumoniae produtora de 

carbapenemase e, por conta dessa tendência, têm sido utilizados na clínica, em 
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monoterapia ou combinação, para tratar infecções por produtores de KPC (PITOUT; 

NORDMANN; POIREL, 2015). 

Espera-se que isolados ambientais de K. pneumoniae sejam significantemente 

mais suscetíveis a antibióticos do que isolados clínicos recuperados em ambiente 

hospitalar (MATSEN; SPINDLER, BLOSSER, 1974; SINGH; TSERING; POONIA, 

2014). Diferente de ambientes comunitários e suas matrizes ambientais, o ambiente 

hospitalar exerce elevada pressão seletiva, advinda da dispensação e consumo 

concentrados de antibióticos, fato que favorece a seleção de cepas resistentes em 

ambiente hospitalar (KOLÁR; URBÁNEK; LÁTAL, 2001). A ocorrência de isolados de 

K. pneumoniae MDR em recursos hídricos é preocupante pelo potencial impacto em 

saúde pública em virtude do risco de infecções comunitárias por isolados MDR (VAN 

DUIN; PATERSON, 2016).  

 

Tabela 7. Frequência de resistência dos isolados de K. pneumoniae carba-R (n = 102)  

CATEGORIA ANTIMICROBIANO 

NÃO-

SUSCETÍVEIS 

N % 

Penicilinas + inibidor de β-

lactamase 

Amoxicilina-Ácido 

Clavulânico 

102 100% 

Cefalosporina 1ª Geração Cefazolina 102 100% 

Cefalosporina 3ª Geração Ceftriaxona 101 99,02% 

Cefalosporina 4ª Geração Cefepime 101 99,02% 

Carbapenem Meropenem 102 100% 

Aminoglicosídeo 
Gentamicina 50 49,01% 

Amicacina 56 54,90% 

Fluoroquinolona 

Ciprofloxacino 98 96,07% 

Levofloxacino 93 91,17% 

Ácido Nalidíxico 96 94,11% 

Nitrofurano Nitrofurantoína 70 68,62% 

Inibidor da síntese de folato Sulfazotrim 95 93,13% 
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Não suscetibilidadePresença deAntimicrobianos testados

Iso
lados

M
PM

     
 

CFZ
 

AM
C 

CRO 
CPM

 
CIP 

LE
V 

NAL 
SU

T 
NIT 

GEN 
AM

I bla KPC bla NDM AMINO QUINO

237.5 1+
241.4 1+
229.6 1+

81.5 1+
245.2 1+
297.1 1+
232.3 1+
241.6 1+
161.5 1+
126.1 1+
217.3 1+
217.1 1+
162.1 1+

49.3 1+
289.2 1+
289.3 1+
169.1 1+
169.2 1+
265.3 1+

49.1 1+
301.3 1+
165.5 1+
163.1 1+
163.2 1+
262.1 1+
262.2 1+
297.2 1+
297.3 1+
229.5 1+
278.3 1+
232.1 1+
230.1 1+
286.5 1+
137.5 1+
253.1 1+
253.2 1+

93.1 1+
270.2 1+
260.1 1+
273.3 1+
164.3 1+
164.1 1+

94.2 1+
258.5 1+
260.2 1+
245.1 1+
306.6 1+

69.1 1+
164.2 1+
145.3 1+ 1+
301.2 1+
126.2 1+
270.1 1+
229.4 1+
230.2 1+
230.3 1+
232.2 1+

53.3 1+
285.3 1+

54.3 1+
144.2 1+
174.2 1+
206.1 1+
229.7 1+
241.5 1+

45.3 1+
294.2 1+ 1+
294.1 1+ 1+
125.1 1+
126.3 1+
233.6 1+
245.3 1+
280.2 1+
142.1 1+

137.4 1+
137.6 1+
149.5 1+
149.4 1+
174.1 1+
149.6 1+
173.3 1+
237.6 1+
142.3 1+
128.3 1+

77.4 1+
269.2 1+
173.4 1+

71.1 1+
142.2 1+

71.3 1+
293.3 1+ 1+
144.1 1+
269.3 1+
109.1 1+
221.2 1+
221.3 1+
293.2 1+ 1+
280.1 1+
165.4 1+
233.5 1+
145.4 1+ 1+
185.1
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Figura 8. Quadro com perfil de suscetibilidade e ocorrência de blaKPC e blaNDM 

em isolados ambientais de K. pneumoniae carba-R (n = 102). Eixo horizontal: 

isolados K. pneumoniae carba-R; Eixo vertical: perfil de susceptibilidade a 

antimicrobianos; detecção molecular dos genes blaKPC e blaNDM; AMINO: não-

suscetibilidade a aminoglicosídeos (gentamicina e amicacina); QUINO: não-

suscetibilidade a quinolonas (ciprofloxacino, levofloxacino e ácido nalidíxico). As cores 

representam: vermelho- resistente; amarelo- intermediário; verde- sensível. Siglas: 

MPM: meropenem; CFZ: cefazolina; AMC: amoxicilina+clavulanato; CRO: ceftriaxona; 

CPM: cefepime; CIP: ciprofloxacino; LEV: levofloxacino; NAL: ácido nalidíxico; SUT: 

sulfazotrim; NIT: nitrofurantoína; GEN: gentamicina; AMI: amicacina;  

 
5.4. Frequência de genes de carbapenemases em isolados de K. pneumoniae 

carba-R 

Todos os isolados de K. pneumoniae carba-R (n = 154) foram testados quanto 

à presença dos genes de carbapenemases blaKPC, blaNDM, blaVIM, blaIMP e blaOXA-48. 

Um quantitativo de 143 (92,85%) isolados foi positivo para pelo menos um dos genes 

bla testados; enquanto 11 isolados (7,1%) não portavam nenhum dos genes. Isolados 

de K. pneumoniae negativos para todas as carbapenemases testadas podem portar 

outros genes de carbapenemases que não foram testados ou outros determinantes 

genéticos combinados que conferem resistência a carbapenem. O gene blaKPC foi 

detectado em 98 isolados (63,6%); seguido de blaNDM presente em 54 isolados 

(35,1%). Nove isolados (5,8%) de K. pneumoniae carba-R portavam simultaneamente 

blaKPC e blaNDM. No Brasil, este parece ser o primeiro relato de isolados ambientais de 

K. pneumoniae, recuperados de esgoto, portando simultaneamente genes de 

carbapenemases KPC e NDM. Os genes blaVIM, blaIMP e blaOXA-48 não foram 

detectados nos isolados analisados. 

 A distribuição de isolados de K. pneumoniae carba-R portando blaKPC ou blaNDM 

por tipo de amostra foi avaliada (tabela 8). Cabe lembrar que nenhum isolado K. 

pneumoniae carba-R foi recuperado do grupo de amostras AM e, portanto, este tipo 

de amostra não consta nas análises que seguem. O gene blaKPC foi detectado em 

60,4% (52/86) dos isolados recuperados de EB, em 71,8% (28/39) dos isolados de 

ET, e em 62% (18/29) dos isolados de AJ. Em relação ao gene blaNDM, este foi 

detectado em 34,9% (30/86) dos isolados recuperados de EB, em 35,9% (14/39) dos 

isolados de ET, e em 34,5% (10/29) dos isolados de AJ. Não foi encontrada correlação 
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significativa (p>0,05) na distribuição de isolados portando blaKPC ou blaNDM em função 

dos tipos de amostras (EB, ET e AJ). 

O gene blaKPC tem sido reportado principalmente em isolados recuperados de 

amostras clínicas, em ambiente hospitalar. Entretanto, blaKPC já foi identificado em 

isolados recuperados de matrizes ambientais tais como rede de esgotos, águas de 

rios urbanos, além de águas costeiras recreacionais (MONTEZZI et al., 2015; 

OLIVEIRA et al., 2013; YANG et al., 2016). Apesar da emergência de isolados 

produtores de NDM ter ocorrido em ambiente comunitário, a disseminação mundial 

aconteceu principalmente em ambientes hospitalares, com relatos em todo o mundo 

inclusive em hospitais de cidades brasileiras como Brasília (WALSH et al., 2011; 

CARVALHO-ASSEF et al., 2013; FARIA-JUNIOR, 2016). Assim como ocorre com 

blaKPC, a ocorrência de K. pneumoniae positiva para blaNDM em matrizes ambientais 

tem sido descrita, apesar dos isolados serem de predomínio hospitalar (CAMPANA et 

al., 2017). De forma contrária, a co-ocorrência de blaKPC e blaNDM tem sido relatada 

em isolados de casos clínicos (XU et al., 2020; TEKELI ET AL., 2020).  

A presença de isolados de K. pneumoniae portando blaKPC ou blaNDM em 

matrizes ambientais é preocupante, e traz à tona a capacidade de sobrevivência e 

disseminação ambiental de espécies bacterianas clinicamente relevantes e 

multirresistentes. Além do mais, estudos consideram K. pneumoniae um rico 

reservatório e importante disseminador de genes de resistência de espécies 

ambientais (WYRES; HOLT, 2018). A presença destes isolados no ambiente facilita a 

transferência horizontal de genes de resistência entre espécies ambientais e clínicas 

alterando o resistoma original de habitats aquáticos (MARTÍNEZ; COQUE; 

BAQUERO, 2014).  
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Tabela 8. Frequência de distribuição de isolados K. pneumoniae positivos para genes 

bla nas amostras analisadas  

 
Positividade 

Geral 

TIPO DE AMOSTRA COLETADA 
 

EB ET AJ 

GENE 
Contagem 

(N= 154) 
% 

Contagem 

(N= 86) 
% 

Contagem 

(N= 39) 
% 

Contagem 

(N= 29) 
% 

Valor 

p 

blaKPC 98 63,6 52 60,4 28 71,8 18 62 0,457 

blaNDM 54 35 30 34,9 14 35,9 10 35,4 0,991 

  

A distribuição de isolados de K. pneumoniae carba-R portando blaKPC ou 

blaKNDM (blaKPC/NDM) por tipo de amostra e ETE foi analisado (Tabela 9). Isolados 

positivos para blaKPC/NDM (n = 143) foram recuperados de 11 das 12 ETEs analisadas; 

a exceção foi a ETE Riacho Fundo. ETE Sobradinho (16,0% – 23/143), seguida de 

Brazlândia (15,3% - 22/143) e Brasília Sul (13,2% - 19/143) apresentaram as maiores 

frequências de recuperação de isolados blaKPC/NDM. Ao mesmo tempo, observou-se 

que em cinco das ETEs analisadas isolados blaKPC/NDM foram recuperados de todos 

os tipos de amostras (EB, ET e AJ), indicando que isolados portando blaKPC/NDM 

sobrevivem ao tratamento de esgoto e contaminam o ambiente em pelo menos 45% 

das ETEs. Por outro lado, os isolados blaKPC/NDM detectados nas ETEs Gama, 

Planaltina, Brasília Norte e Vale do amanhecer concentraram-se exclusivamente em 

EB (Tabela 9). De forma geral, observou-se que a maioria dos isolados de K. 

pneumoniae carba-R blaKPC/NDM concentraram-se em esgoto bruto, endossando sua 

importância na disseminação ambiental destes isolados multirresistentes (LUDDEN et 

al., 2017).  
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Tabela 9. Distribuição dos isolados de K. pneumoniae carba-R portando blaKPC ou 

blaNDM em função do tipo de amostra e ETEs 

Estação de Tratamento de 

Esgoto 

Isolados portando blaKPC ou blaNDM 

EB % (N) ET % (N) AJ % (N) 

Sobradinho (n=23) 30,4% (7/23) 34,8% (8/23) 34,8% (8/23) 

Brazlândia (n=22) 36,4% (8/22) 36,4% (8/22) 27,3% (6/22) 

Brasília Sul (n=19) 47,4% (9/19) 10,5% (2/19) 42,1% (8/19) 

Paranoá (n=15) 13,3% (2/15) 60% (9/15) 26,7% (4/15) 

Recanto das Emas(n=15) 46,7% (7/15) 53,3% (8/15) - 

Alagado (n=12) 75% (9/12) 16,7% (2/12) 16,7% (2/12) 

Brasília Norte (n=11) 100% (11/11) - - 

Gama(n=9) 100% (9/9) - - 

Planaltina (n=7) 100% (7/7) - - 

São Sebastião (n=8) 87,5% (7/8) 12,5% (1/8) - 

Vale do Amanhecer (n=2) 100% (2/2) - - 

Riacho Fundo (n=0) 0% (0/0) - - 

Ações antrópicas refletidas pela presença de hospitais, pecuária, densidade 

populacional elevada influenciam na composição microbiológica do esgoto e podem 

funcionar como fonte de isolados bacterianos multirresistentes de importância clínica 

(LUDDEN et al., 2017; SANDERSON, 2018; HALLER et al., 2018). Tendo este cenário 

em vista, e na tentativa de evidenciar associações entre a ocorrência de K. 

pneumoniae carba-R e parâmetros de demanda associados às ETEs, foi selecionada 

para análise estatística uma coleção de 141 isolados de BGN carba-R (40 isolados K. 

pneumoniae e 101 BGN de diversas espécies) todos caracterizados quanto à 

presença dos genes de carbapenemases blaKPC e blaNDM. Dentre os 101 isolados de 

BGN selecionados, 18 (17,8%) portavam blaKPC ou blaNDM. Já entre os 40 isolados de 

K. pneumoniae, 38 (95%) portavam algum dos dois genes. Estes dados indicam que 

em K. pneumoniae o principal mecanismo de resistência a carbapenem ocorre pela 
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ação de carbapenemases, já em outras espécies de BGN (principalmente espécies 

saprófitas intrinsicamente resistentes a carbapenem) este não é o mecanismo de 

resistência predominante.  

A ocorrência de BGN positivos para blaKPC/NDM foi estatisticamente associada 

ao número de hospitais e internações; ao volume de tratamento (vazão) e número de 

economias ativas atendidos pelas ETEs (Tabela 10). De forma semelhante, a 

ocorrência de K. pneumoniae portando blaKPC/NDM foi associada ao número de 

internações, ao volume de tratamento e ao número de economias ativas atendidos 

pelas ETEs. Não foi encontrada correlação estatística com aspectos associados a 

agricultura ou criação de animais. As análises estatísticas descritas sugerem que a 

ocorrência de isolados de BGN e K. pneumoniae portadores de blaKPC/NDM é 

influenciada por aspectos hospitalares e comunitários. 

O esgoto hospitalar tem notória importância como fonte de enterobactérias 

portando genes de carbapenemases (ZHANG; LU; ZONG, 2012; PICÃO et al., 2013; 

HALLER et al., 2018; CAHILL et al., 2019). Estudos frequentemente relacionam o 

esgoto hospitalar com a disseminação ambiental (matrizes aquáticas) de K. 

pneumoniae portando genes de carbapenemases (LUDDEN et al., 2017; MAHON et 

al., 2017). Os hospitais são locais críticos para a emergência e propagação de 

bactérias resistentes a antibióticos e fornecem oportunidade única para cepas 

bacterianas interagirem, proliferarem e infectarem populações vulneráveis (CERCEO 

et al., 2016; BITTERMAN et al., 2016). Além de funcionar como reservatório de 

bactérias multirresistentes, o esgoto hospitalar pode conter antimicrobianos, metais 

pesados e desinfetantes (MARTINS et al., 2014; OBERLÉ et al., 2012). Esses 

compostos exercem pressão seletiva favorecendo a persistência de isolados 

bacterianos resistentes a antimicrobianos, mesmo quando presentes em 

concentrações muito baixas (GULLBERG et al., 2011). 

Apesar do ambiente hospitalar ter papel notório na resistência antimicrobiana, 

aspectos comunitários (como densidade populacional) também são importantes na 

disseminação de resistência antimicrobiana para o ambiente (SANDERSON, 2018). 

Em uma região sem instalações médicas, estudo mostrou que o nível de resistência 

a antimicrobianos estava relacionado com o nível de ocupação do território 

(SANDERSON, 2018). 
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Tabela 10. Análise de frequência dos BGNKPC/NDM em função dos parâmetros 

associados às ETEs 

Parâmetros associados a ETE BGNKPC/NDM pos. 

vs. BGNKPC/NDM 

neg. 

Valor p 
K.p KPC/NDM vs. 

BGN carba-R 
Valor p 

Nº de Hospitais 

0 5/27 (18,5) p=0,032 

Linear=0,021 

 

4/27 (14,8) p=0,106 

Linear=0,037 

 

=1 36/84 (42,9) 22/84 (26,2) 

>1≤16 15/30 (50) 12/30 (40) 

Nº de Internações  

<1000 10/46 (21,7) p=0,001 

Linear=0,000 

 

9/46(19,6) p=0,020 

Linear=0,026 

 

1000 - 15000 40/88 (45,5) 24/88(27,3) 

>15000 7/6 (85,7) 5/7(71,4) 

Volume de tratamento 
(vazão - L/s) 

 

<100 22/57 (38,6) p=0,043 

Linear=0,295 

 

13/57 (22,8) p=0,030 

Linear=0,097 

 

100-500 28/77(36,4) 20/77(26,0) 

>500 6/7 (85,7) 5/7(71,4) 

Nº Economias Ativas  

<20000 5/28 (17,9) p=0,002 

Linear=0,001 

 

4/28(14,3) p=0,011 

Linear=0,009 

 

20000-100000 45/106 (42,5) 29/106 (27,4) 

>100000 6/7 (85,7) 5/7(71.4) 

Trabalho com Agricultura  

<1% 20/65 (30,8) p=0,052 

Linear=0,253 

 

16/65(24,6) p=0,421 

Linear= 1,000 

 

1% -5% 22/40 (55) 14/40 (35) 

>5% 14/36 (38,9) 8/36(22,2) 

Granja (m²)  

<10.000 38/105 (36,2) p=0,169 

Linear=0,169 

 

28/105 (26,7) p=1,000 

Linear=1,000 

 
>10.000 18/36 (50) 10/36 (27,8) 

Legenda: BGNKPC/NDM pos. indica BGN positivos para os genes blaKPC ou blaNDM;  
BGNKPC/NDM neg. indica BGN negativos para um dos dois genes; 
K.pKPC/NDM  indica K. pneumoniae positiva para um dos dois genes; 

BGN carba-R indica todo BGN resistente a carbapenem com exceção de K.pKPC/NDM. 
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5.5. Sequenciamento genético de blaKPC e blaNDM 

Das 98 cepas que portavam o gene blaKPC, 95 tiveram o gene sequenciado. 

Dessas, 97,9% (93/95) possuíam o alelo blaKPC-2 e 2,1% (2/95) blaKPC-3. 

Adicionalmente, genes blaNDM de 52 das 54 cepas positivas também foram 

sequenciados. Todos os amplicons sequenciados correspondiam ao alelo blaNDM-1. 

Em contexto clínico, sabe-se que a variante blaKPC-2 é a mais frequente em 

cepas de enterobactérias em qualquer região do planeta, incluindo Brasil (PITOUT; 

NORDMANN; POIREL, 2015; WALTHER-RASMUSSEN; HOIBY, 2007; PEREIRA et 

al., 2012). Em estações de tratamento de esgoto hospitalar, a ocorrência de K. 

pneumoniae positiva para blaKPC-2 foi inicialmente reportada no Brasil em 2011 

(CHAGAS et al., 2011). Na China, o esgoto é associado a ocorrência do gene blaKPC-

2 em águas superficiais de rios; e seu tratamento é associado ao enriquecimento dos 

níveis de resistência a jusante do rio receptor (YANG et al., 2017).  

O alelo blaKPC-3 ganhou atenção nos últimos anos pois impacta diretamente em 

novas terapias. Isolados positivos para blaKPC-3 são resistentes à ceftazidima-

avibactam, antimicrobiano recentemente inserido na clínica como alternativa para 

tratamento de infecções por isolados resistentes a carbapenem (SHIELDS et al., 

2016) Relatos de K. pneumoniae portador de blaKPC-3 recuperada de estações de 

tratamento de esgoto já foram feitos no Brasil e Itália (PERILLI et al., 2013; TEIXEIRA 

et al., 2020).  

Entre os 24 alelos de blaNDM, blaNDM-1 tem o maior espectro de hospedeiros 

identificado até o momento e foi encontrado em várias espécies bacterianas 

pertencentes a 11 famílias. O alelo NDM-1 é o mais comum em cepas de K. 

pneumoniae (KAZMIERCZAK et al., 2015).  

5.6 Ocorrência do transposon Tn4401 em isolados de K. pneumoniae positivos 

para blaKPC   

No sentido de investigar a disseminação mundial de K. pneumoniae portadora 

de blaKPC, vários estudos esmiuçaram o ambiente genético em torno desse gene. Uma 

das evidências encontradas foi a presença universal de um transposon carreador de 

blaKPC, o Tn4401 (NAAS et al., 2008). Dado este fato, as cepas ambientais foram 

testadas quanto a presença de Tn4401 e em 100% (n=98) das cepas portando blaKPC, 

o transposon Tn4401 foi detectado. Sendo assim, pode-se afirmar que nas cepas de 

K. pneumoniae carba-R deste estudo, o elemento genético responsável pela 
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dispersão do gene blaKPC é Tn4401. Tn4401 já foi relatado em cepas de K. 

pneumoniae positivas para blaKPC isoladas de matrizes ambientais (OLIVEIRA et al., 

2013; PERILLI et al., 2013; PICÃO et al., 2013). Deste modo, os resultados reforçam 

a importância de Tn4401 para disseminação de blaKPC, independentemente da fonte 

de isolamento das cepas (amostras clínicas ou matrizes ambientais). 

5.7 Frequência de genes de resistência a polimixina e tigeciclina 

 Na prática médica, os antimicrobianos tigeciclina e polimixina são, muitas 

vezes, o último recurso terapêutico para infecção por cepa de K. pneumoniae carba-

R (FRITZENWANKER et al., 201; RODRÍGUEZ-BAÑO et al., 2018). Diante disso, a 

fim de sondar a resistência a esses antimicrobianos de último recurso, 121 cepas de 

K. pneumoniae carba-R da coleção (n = 154) foram testadas quanto à presença de 

genes de resistência a polimixina (mcr-1, mcr-2 e mcr-3) e a tigeciclina (tetX).  

 Dentre os genes de resistência a polimixina testados, duas cepas (1,6% - 

2/121) foram positivas para mcr-2. Além disso, ambas as cepas também portavam 

blaKPC. Este parece ser o primeiro relato de cepas ambientais positivas para blaKPC e 

mcr-2 recuperadas do esgoto no Brasil. A co-ocorrência dos genes blaKPC e mcr é 

preocupante pois em ambiente nosocomial poucas opções terapêuticas permanecem 

ativas contra a K. pneumoniae produtora de KPC resistente à polimixina 

(ANTOCHEVIS et al., 2018). O gene tetx, determinante de resistência a tigeciclina, 

não foi detectado nas cepas analisadas. No Brasil, não foram encontrados relatos de 

casos de cepas clínicas portando tetX. 

5.8 Tipos de sequência (ST) e complexos clonais (CC) em cepas ambientais de 

K. pneumoniae carba-R 

Perfis alélicos, tipos de sequência (ST) e complexos clonais (CC) foram 

determinados em 51 cepas de K. pneumoniae carba-R (Tabela 11). Os STs 

identificados foram agrupados em seus respectivos CCs compreendendo o ST 

ancestral e seus variantes de único locus (SLV) ou de duplo loci (DLV). O perfil alélico 

foi completamente  definido em 42 cepas com definição de ST em 34 cepas [ST11 (n 

= 13); ST340 (n = 7); ST15 (n = 4); ST784 (n = 2); ST2703 (n = 2); ST17 (n=1); ST147 

(n = 1); ST273 (n = 1); ST735 (n = 1); ST855 (n = 1); ST1642 (n = 1)] (Tabela 11). Para 

oito cepas, os perfis alélicos definidos não possuíam registro no banco de dados de 

MLST do Instituto Pasteur. Além do mais, nove cepas não apresentaram amplificação 
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para o locus mdh, e foram definidas como SLV (n = 5) e DLV (n = 3); além do mais 

para uma das cepas não foi possível determinar ST (Tabela 11). 

No geral, 13 CC foram detectados (CC11, CC15, CC17, CC2703, CC1224, 

CC1859, CC3036, CC147, CC438, CC735, CC1584, CC1642, CC3539) dentre as 51 

cepas analisadas. Cepas de K. pneumoniae carba-R de CC11 (ST11, ST340 e ST855) 

(47%) foram predominantes, e foram seguidas de cepas do CC15 (9,8%), CC17(5,8%) 

e CC2703 (5,8%). Dos CCs identificados aqui em isolados ambientais, 6 (46,1%) CCs 

(CC11, 15, 17, 147, 1224 e 2703) têm sido envolvidos em casos esporádicos de 

infecção hospitalar bem como surtos hospitalares (ZHANG et al. 2017; NAVON-

VENEZIA; KONDRATYEVA; CARATTOLI, 2017). Apesar de não possuir a 

capacidade epidêmica de cepas do C11, os CC15, CC147 e CC17 são identificados 

em cepas de infecções nosocomiais sendo considerados linhagens clinicamente 

importantes (RODRIGUES et al., 2014; MARKOVSKA et al., 2017; 

PROTONOTARIOU et al., 2018). O CC11 é frequentemente detectado em cepas de 

infecções nosocomiais que predominantemente portam blaKPC (SEKI et al., 2011; 

NICOLETTI et al., 2012; PEREIRA et al., 2012; TOLENTINO et al., 2019). Neste 

estudo, 95,8% (23/24) das cepas pertencentes ao CC11 também portavam blaKPC 

(Tabela 11). Além disso, cepas do CC11 foram detectadas em todas as ETEs 

avaliadas, com exceção da ETE São Sebastião. Isto evidencia a disseminação de 

cepas do CC11 carba-R em matrizes ambientais do Distrito Federal. Além do mais, 

estes resultados revelam que parte considerável de cepas ambientais de K. 

pneumoniae carba-R pertencem a linhagens genéticas de notório potencial epidêmico 

(CC11) (MATHERS; PEIRANO; PITOUT, 2015). Ao contrário da predominância de 

blaKPC em cepas pertencentes ao CC11, 100% (5/5) das cepas de K. pneumoniae 

carba-R do CC15 portavam blaNDM. Apesar de não haver linhagem predominante na 

disseminação de blaNDM, cepas pertencentes ao CC15 (ST14, ST15) são relatadas na 

literatura como um dos tipos mais comuns em K. pneumoniae portando blaNDM 

(POIREL et al., 2010; GISKE et al., 2012). O CC2703 também já foi relatado em cepas 

clínicas de K. pneumoniae em estudo realizado em hospitais de Brasília (SILVA, 

2019). Ademais, não encontramos na literatura relatos sobre os demais CC 

detectados.   
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Tabela 11. Perfil alélico, tipo de sequência (ST), complexo clonal (CC) e gene bla 

associados a cepas ambientais de K. pneumoniae carba-R 

Isolado ETE4 Alelos bla rpoB gapA mdh pgi phoE infB tonB ST CC 

133.3 Alagado NDM-1 1 3 1 1 1 3 4 11 11 

241.6 Alagado KPC-3 1 3 1 1 1 3 4 11 11 

229.6 Brazlândia KPC-2 1 3 1 1 1 3 4 11 11 

49.1 BSB Norte KPC-2 1 3 1 1 1 3 4 11 11 

273.3 BSB Sul KPC-2 1 3 1 1 1 3 4 11 11 

69.1 BSB Sul KPC-2 1 3 1 1 1 3 4 11 11 

261.1 Paranoá KPC-2 1 3 1 1 1 3 4 11 11 

261.2 Paranoá KPC-2 1 3 1 1 1 3 4 11 11 

262.1 Paranoá KPC-2 1 3 1 1 1 3 4 11 11 

306.4 Paranoá KPC-2+NDM-1 1 3 1 1 1 3 4 11 11 

289.1 Planaltina KPC-2 1 3 1 1 1 3 4 11 11 

285.3 Rec. Emas KPC-2 1 3 1 1 1 3 4 11 11 

53.3 Rec. Emas KPC-2 1 3 1 1 1 3 4 11 11 

229.4 Brazlândia KPC-2 1 3 1 1 1 3 18 340 11 

229.5 Brazlândia KPC-2 1 3 1 1 1 3 18 340 11 

237.4 BSB Norte - 1 3 1 1 1 3 18 340 11 

297.3 Gama KPC-2 1 3 1 1 1 3 18 340 11 

297.2 Gama KPC-2 1 3 1 1 1 3 18 340 11 

77.4 São Sebas.4 KPC-2 1 3 1 1 1 3 18 340 11 

265.2 Vale A.4 - 1 3 1 1 1 3 18 340 11 

237.5 BSB Norte KPC-2 1 3 1 1 1 3 26 855 11 

169.1 Brazlândia KPC-2 1 3 1 1 1 3 272 SR² 11 

49.3 BSB Norte KPC-2 1 3 1 1 324 3 4 SR² 11 

306.5 Paranoá KPC-2+NDM-1 1 3 1 1 1 3 512 SR² 11 

237.6 BSB Norte NDM-1 1 1 1 1 1 1 1 15 15 

81.5 Planaltina NDM-1 1 1 1 1 1 1 1 15 15 

173.3 Rec. Emas NDM-1 1 1 1 1 1 1 1 15 15 

253.1 São Sebas.4 NDM-1 1 1 1 1 1 1 1 15 15 

149.5 Gama NDM-1 1 1 1 1 1 1 504 SR² 15 

265.1 Vale A.4 KPC-2 4 2 1 1 4 1 4 17 17 

145.3 BSB Norte KPC-2+NDM-1 5 2 1 1 27 1 4 784 17 

145.4 BSB Norte KPC-2+NDM-1 5 2 1 1 27 1 4 784 17 

301.1 BSB Norte KPC-2 4 3 6 1 7 4 38 147 147 

142.1 Paranoá NDM-1 4 3 6 1 7 4 4 273 147 

125.1 Sobradinho NDM-1 4 3 6 7 1 4 512 SR² 438 

293.3 Alagado KPC-2+NDM-1 21 17 28 20 113 19 166 735 735 

71.2 BSB Sul NDM-1 38 18 NA¹ 63 142 67 106 
DLV-

ST1224 
1224 

71.3 BSB Sul NDM-1 38 18 NA¹ 63 142 67 106 
DLV-

ST1224 
1224 

45.1 Brazlândia KPC-2+MCR-2 13 18 NA¹ 16 25 22 165 SLV-ST1584 1584 

269.1 Sobradinho KPC-2 18 50 147 20 150 19 272 1642 1642 
46.4 Brazlândia KPC-2+MCR-2 37 18 NA¹ 108 98 22 227 SLV-ST1859 1859 
46.5 Brazlândia KPC-2 37 18 NA¹ 108 98 22 227 SLV-ST1859 1859 

294.1 Alagado KPC-2+NDM-1 8 2 11 1 9 1 24 2703 2703 
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Tabela 11. Perfil alélico, tipo de sequência (ST), complexo clonal (CC) e gene bla 
associados a cepas ambientais de K. pneumoniae carba-R (continuação) 

Isolado ETE4 Alelos bla rpoB gapA mdh pgi phoE infB tonB ST CC 

161.5 BSB Sul NDM-1 8 2 11 1 9 1 24 2703 2703 

294.2 Alagado KPC-2+NDM-1 8 4 11 1 9 1 24 SR 2703 

221.1 BSB Sul KPC-2 1 42 NA¹ 16 32 22 411 
DLV-

ST3026 3036 

109.1 BSB Sul KPC-2 13 42 NA¹ 16 32 22 411 SLV-ST3026 3036 
257.1 Sobradinho - 105 20 NA¹ 223 193 23 286 SLV-ST3539 3539 
293.1 Alagado KPC-2+NDM-1 18 50 53 20 187 19 148 SR² ND3 
293.2 Alagado KPC-2+NDM-1 18 50 282 20 187 19 148 SR² ND3 
71.1 BSB Sul NDM-1 38 12 NA¹ 63 142 67 106 ND³ ND³ 

¹ Alelo não amplificado       
²Perfil alélico sem registro  
³ ST/CC não determinado  
4 Vale do Amanhecer/São Sebastião 

 

5.9 Análise filogenética de isolados clínicos e ambientais de K. pneumoniae 

carba-R  

A fim de evidenciar possível relação filogenética entre cepas clínicas e 

ambientais de K. pneumoniae carba-R, um dendrograma foi construído com base no 

alinhamento de sequências concatenadas (2.598 pares de base) de seis genes 

essenciais (rpoB; gap; mdh; pgi; phoE; infB) (Figura 9). No total foram selecionadas 

90 cepas para a construção da árvore filogenética: 40 cepas ambientais de K. 

pneumoniae deste estudo e uma coleção de 50 cepas K. pneumoniae carba-R 

recuperadas de amostras clínicas de hospitais brasilienses previamente caracterizada 

em estudo anterior (SILVA, 2019). O dendrograma ainda reuniu características 

fenotípicas (resistência a todos aminoglicosídeos ou quinolonas testados) e genotípica 

(positividade dos genes blaKPC ou blaNDM) que reforçam o agrupamento dos clados 

(Figura 9).  

De 13 CCs dispostos no dendrograma, 5 (38,4%) CC (11, 15, 17, 147 e 2703) 

foram compartilhados entre cepas ambientais e clínicas de K. pneumoniae carba-R. 

Cepas pertencentes ao CC11 (n = 47) foram predominantemente (47/90 - 52,2%) 

compartilhados entre cepas clínicas (n = 24) e ambientais (n = 23). Diferentemente, 

para outros complexos clonais não foi verificada distribuição tão equânime em função 

do ambiente de recuperação das cepas. Outras 16 cepas (17,8%) pertenciam ao 

CC2703 sendo 3 cepas ambientais e 13 clínicas. A ocorrência de Kp carba-R do CC11 
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em matrizes ambientais já foi relatada no Brasil, mostrando que a disseminação 

comunitária de cepas carba-R de potencial epidêmicos está em curso no Brasil 

(OLIVEIRA et al., 2013; CERDEIRA; et al., 2017; NASCIMENTO et al., 2017)  

Dentre os agrupamentos gerados no dendrograma, 4 clados (com valor de 

bootstrap variando de 65 a 74) agruparam cepas clínicas e ambientais de K. 

pneumoniae carba-R. Cepas destes clados corresponderam a 31% (18 cepas clínicas 

e 10 ambientais) do total de cepas analisadas. O clado 1 (com valor de bootstrap 74) 

reuniu cepas clínicas e ambientais do CC15, todas (n=7) com resistência a quinolonas 

(levofloxacino, ácido nalidíxo e ciprofloxacino) e positivas para blaNDM. Por sua vez, o 

clado 2 (com valor de bootstrap 69) agrupou um maior número de cepas ambientais e 

clínicas (n=15) caracterizadas, em sua maioria (73,3%), por pertencer ao CC2703, ser 

resistente a aminoglicosídeos (amicacina e gentamicina) e portar blaNDM. Os clados 3 

e 4 (ambos com bootstrap de 67) foram caracterizados, respectivamente, por agrupar 

cepas positivas para blaKPC; e por agrupar cepas positivas para blaNDM resistentes a 

quinolonas.  

Clados com valores de bootstrap acima de 80 agruparam apenas cepas clínicas 

(bootstrap de 87) ou cepas ambientais (bootstrap de 100) (Figura 9). 

As comparações genômicas de K. pneumoniae de diversas fontes são raras, 

contudo mostram evidências de que cepas ambientais e nosocomiais espalham-se 

por diferentes ramos filogenéticos; mas que em alguns casos, cepas de fontes 

diferentes compartilham mesmo clado, sugerindo que algumas linhagens são 

competentes para sobreviver a habitats diferentes (RUNCHAROEN et al., 2017). 

Estudo de análise genômica realizado na Áustria mostrou que cepas ambientais e 

clínicas de K. pneumoniae compartilhavam clusters (LEPUSCHITZ et al. 2019). Além 

disso, apresentavam semelhantes perfis de resistência antimicrobiana, mesmo 

conjunto de genes de virulência e mesmo conteúdo de plasmídeos (LEPUSCHITZ et 

al. 2019). Corroborando estes achados, estudo mostrou que cepas de K. pneumoniae, 

incluindo aquelas reconhecidas como patógenos hospitalares de distribuição global, 

podem alcançar e proliferar em vários habitats, proporcionando oportunidade de troca 

genética com uma ampla gama de espécies bacterianas (WYRES; HOLT, 2018). 

K. pneumoniae carba-R de CC11 tem notável habilidade de adaptação em 

ambiente nosocomial, além de notória capacidade de transportar diferentes classes 

de carbapenemases (KPC, NDM, OXA-48, VIM, NDM) (WOODFORD; TURTON; 
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LIVERMORE, 2011). Nesse cenário, a ocorrência em matrizes ambientais de cepas 

de K. pneumoniae de CC11 portando genes de carbapenemases mostra a capacidade 

de adaptação dessa linhagem e alerta sobre a disseminação ambiental de cepas com 

potencial risco para a saúde pública. 

 Este é o primeiro estudo que relatou a ocorrência de K. pneumoniae portando 

blaKPC/NDM em corpos d´água no Distrito Federal. A demonstração da ocorrência de 

isolados de K. pneumoniae multirresistentes no esgoto confirma que este é um 

reservatório complexo e diverso que contribui para a disseminação da resistência. A 

ocorrência de isolados multirresistentes de importância clínica no ambiente representa 

um risco potencialmente grave para a saúde humana (BERENDONK et al., 2015). 

Sabe-se que uma infecção humana por isolados de K. pneumoniae com o perfil de 

resistência semelhante ao identificado em isolados neste estudo seria um desafio para 

o tratamento com os medicamentos disponíveis. Além do mais, é difícil dimensionar a 

extensão do uso da água pela população assim como os possíveis impactos. O lago 

Paranoá, por exemplo, está localizado na região central do Distrito Federal e ocupa 

uma área de 48 km². É um dos principais pontos turísticos de Brasília sendo utilizado 

em práticas recreativa, incluindo pesca, pela população. Mas não só o lago Paranoá, 

como outros corpos d´àgua de menor volume presentes no DF são ligados a estações 

de tratamento de esgoto e utilizados para recreação 

 Apenas poucos países preconizam o tratamento primário de esgoto hospitalar 

antes da sua descarga na rede principal de esgoto (HOCQUET; MULLER; 

BERTRAND, 2016). Atualmente nenhuma regulamentação nacional no Brasil estipula 

o tratamento do esgoto hospitalar e, isso pode estar contribuindo para a disseminação 

de isolados bacterianos multirresistentes de importância clínica. Além de bactérias 

multirresistentes os esgotos hospitalares contêm metais pesados, desinfetantes e 

antimicrobianos que favorecem a permanência de isolados resistentes e oferecem 

ambiente propício para transferência horizontal de genes de resistência 

(BERENDONK et al., 2015). É necessário o desenvolvimento de tecnologias e 

implementação de medidas em relação ao esgoto que reduzam a contaminação 

ambiental por bactérias multirresistentes de importância clínica assim como de 

contaminantes que exercem pressão seletiva.  
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Figura 9. Dendrograma demonstrando a relação filogenética entre cepas 

ambientais e clínicas de K. pneumoniae carba-R. Legendas: “EKp” -  cepas 

ambientais; “CKp” – cepas clínicas; linha interna azul indica resistência a 

aminoglicosídeos (amicacina e gentamicina); linha intermediária verde-escuro indica 

resistência a quinolonas (levofloxacina, ciprofloxacina e ácido nalidíxo); linha externa 

indica complexos clonais. 
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6. CONCLUSÃO 

O estudo avaliou a ocorrência de K. pneumoniae resistente a carbapenem em 

matrizes ambientais (água e esgoto) associadas a estações de tratamento de esgoto 

localizadas no Distrito Federal. O esgoto é a principal fonte de isolamento de K. 

pneumoniae portando blaKPC ou blaNDM (blaKPC/NDM). Corroborando este fato, K. 

pneumoniae portando blaKPC/NDM não ocorre em matrizes ambientais não impactadas 

por esgoto. A ocorrência de K. pneumoniae portando blaKPC/NDM no esgoto foi 

estatisticamente associada a demandas hospitalares (número de internações) e 

comunitárias (volume de tratamento de esgoto e número de residências atendidas 

pelo sistema de tratamento) atendidas pelas ETEs.  Além disso, a disseminação de 

K. pneumoniae portando blaKPC/NDM para corpos d`água ocorre em pelo menos 45% 

das estações de tratamento de esgoto analisadas. Cepas de K. pneumoniae de 

potencial epidêmico (complexos clonais 11, 15 e 147) conduzem predominantemente 

a disseminação ambiental de blaKPC/NDM. A ocorrência de linhagens epidêmicas de K. 

pneumoniae portando blaKPC/NDM em matrizes aquáticas demonstra o potencial de 

sobrevivência dessas cepas no ambiente.  
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7. PERSPECTIVAS 

-Submeter para verificação do Instituto Pasteur, dados de sequenciamento abordando 

perfis alélicos identificados em isolados de K. pneumoniae e que não possuem registro 

no banco de dados de MLST; 

-Ampliar o número de pontos testados nos corpos d`água aceptores de esgoto para 

avaliar a extensão da dispersão de K. pneumoniae carba-R provocada pelas ETEs; 

-Ampliar o perfil de susceptibilidade testado em cepas ambientais de K. pneumoniae 

carba-R;  

-Comparar complexos clonais em isolados ambientais e clínicos de K. pneumoniae 

suscetíveis e resistentes a carbapenem. 
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