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RESUMO

A &gua € um recurso natural indispensavel para a manutencao da vida do homem e dos
seres vivos em geral. No entanto, sua qualidade estd sendo cada vez mais comprometida,
principalmente pelo processo de urbanizacéo e diferentes atividades antropicas. A pressdo
seletiva exercida pelo uso do antibidtico vem ocasionando a selecdo de bactérias resistentes,
sendo o ambiente aquéatico considerado um favorecedor da disseminacdo de genes de
resisténcia aos antibidticos, constituindo-se em problema atual de saude publica e ambiental.
Desse modo, o objetivo do estudo foi verificar a ocorréncia do perfil de resisténcia de
Escherichia coli frente aos antibioticos B-lactdmicos, além de identificar fenotipicamente os
isolados produtores de beta-lactamases de espectro estendido (ESBL). Foram analisadas
amostras de &guas superficiais oriundas de diferentes recursos hidricos (rio, lago e praia),
coletadas no periodo de abril/2017 a outubro/2018. Foi realizada a analise microbioldgica das
amostras de agua atraves da técnica do Substrato Cromogénico Definido ONPG-MUG. Apés a
obtencdo dos isolados de E. coli, foram realizados os testes fenotipicos de identificacdo
bioquimica e perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos p-lactamicos em todos os
ambientes aquaticos estudados (lago, praia, rio). Foi também realizada a pesquisa de cepas de
E. coli ambientais producdo de beta-lactamases de espectro estendido (ESBL), através do
através do método de aproximacdo de disco. O antibidtico em que os isolados demonstraram
maior resisténcia foi a Ampicilina 15 (21%). Destaca-se que do total de cepas com perfil de
resisténcia, 32% eram procedentes do lago Agua Preta (Utinga), 28% da praia do Farol, 28%
da praia do Murubira e 12% do rio Guama. Dos 70 isolados de E. coli examinados, 25 (36%)
demonstraram resisténcia a pelo menos um dos B- lactamicos testado. Destaca-se que 0 maior
percentual de isolados resistentes, foi detectado no lago Agua Preta, importante lago que faz
parte do complexo de abastecimento da cidade de Belém-PA. Nao foi verificada a producédo
de ESBL nos isolados. Os dados obtidos demonstram a necessidade de se ampliar o
monitoramento da ocorréncia de isolados de E. coli resistentes a antimicrobianos no ambiente
hidrico urbano. Visando garantir a qualidade microbioldgica da agua a ser distribuida para o

consumo da populacéo, assim como no uso recreacional.

Palavras-chave: Agua. Escherichia coli. Resisténcia. Antimicrobianos.



ABSTRACT

Water is an vital natural resource for garanteeing the life of mankind and living beings
in general. However, its quality is increasingly in harm, especially due to the urbanization
process and to different anthropic activities. The selective pressure exerted by the use of
antibiotics has led to the selection of resistant bacteria, and water environment is considered
to favor the spread of antibiotic resistance genes, representing a current public and
environmental health problem. Thus, the present study is aimed to verify the occurrence of the
resistance profile of Escherichia coli against p-lactam antibiotics, and to phenotypically
identify the isolated producers of extended-spectrum B-lactamase (ESBL). Surface water
samples from different water resources (river, lake, and beach), collected from April, 2017 to
October, 2018, were analyzed. In addition, microbiological analysis of water samples was
performed using the ONPG-MUG Defined Chromogenic Substrate technique. After obtaining
E. coli isolates, phenotypic tests of biochemical identification and susceptibility profile to -
lactam antimicrobials were performed in every aquatic environment (lake, beach, river). It
was also carried out the research of environmental strains of E. coli production of extended
spectrum P-lactamase (ESBL), by means of the disk approximation method. The antibiotic in
which the isolates showed higher resistance was Ampicillin 15 (21%). It is highlighted that
out of the strains with resistance profile, 32% came from Agua Preta lake (Utinga), 28% from
Farol beach, 28% from Murubira beach, and 12% from Guama river. Of the 70 E. coli isolates
examined, 25 (36%) demonstrated resistance to at least one of the p-lactames tested. It is
noteworthy that the highest percentage of resistant isolates was detected in Agua Preta lake,
an important lake that is part of the supply complex of the city of Belém, PA. ESBL
production was not verified in the isolates. These data demonstrate the need to increase the
monitoring of the occurrence of antimicrobial resistant E. coli isolates in urban water
environments in order to ensure the microbiological quality of water to be distributed for the

population’s comsumption, as well as for recreational use.

Keywords:Water. Escherichia coli. Resistence. Antimicrobials.



1. INTRODUCAO

A 4gua é um recurso natural indispensavel para a manutencdo da vida e por muito tempo foi
considerada como uma fonte inesgotavel. Mesmo tendo sua importancia reconhecida,
frequentemente sofre contaminacdo pela acdo do homem, gerando Vvarios poluentes que
podem provocar problemas ambientais relevantes (OLIVEIRA, 2012). Além do potencial
comprometimento na salde da populacdo, devido a presenca e disseminacdo de
enteropatdgenos veiculados pela dgua contaminada por esgotos sanitarios (AMARAL et al.,
2003).

Destaca-se que além da contaminag¢do por microrganismos, os recursos hidricos sdo também
contaminados por medicamentos, e esse problema preocupa os 6rgdos de salde publica,
levando-se em consideracdo que o Brasil é um dos maiores consumidores deste insumo de
salde. Estes contaminantes sdo oriundos do descarte de sobras de medicamentos de forma
irracional, efluentes de esgotos hospitalares e residenciais, do proprio uso ap6s a
metabolizacdo e excre¢do na forma inalterada ou metabdlitos ativos, entre outros
(REGITANO; LEAL et al., 2010; SOUZA; FALQUETO, 2015).

Entre os medicamentos contaminantes de recursos hidricos, os antimicrobianos sdo um dos
mais citados. Estes farmacos sdo amplamente utilizados para a prevencdo e tratamento de
infeccbes humanas e animais domésticos, estando presente também na pecuéria (em
fazendas); na criagdo de animais de cativeiro como na aquicultura e como aditivos alimentares
com o intuito de promover o crescimento animal. A consequéncia desses diversos usos € a
ampla liberacdo de antibioticos para 0s ecossistemas naturais impactando e mudando o
metabolismo das populagdes microbianas ambientais (SCHNEIDER et al., 2009; CDDEP,
2015).

A disseminacdo de bactérias patogénicas no ambiente aquatico, principalmente aquelas que
carregam genes de resisténcia a antibidticos, € uma preocupacdo constante ja que estes
ambientes sdo propicios para a troca de material genético entre diferentes espécies de
microrganismos (SILVA; LINCOPAN, 2012).

A classe dos antibiodticos p-lactdmicos é uma das mais utilizadas para combater infec¢des de
origem bacteriana. Para assegurar sua sobrevivéncia as bactérias utilizam varios mecanismos
de resisténcia para inibir a acdo desse farmaco e um dos mecanismos mais utilizados € a
inibicdo enzimatica mediada por p-lactamases que ap0s mutacGes deram origem as
Betalactamases de Espectro Ampliado (ESBL), que atuam inibindo os B-lactdmicos de amplo
espectro dificultando a terapia com medicamentos desta classe (STEFANIAK et al., 2005;
SAHA; JHORA, 2018).



A resisténcia bacteriana aos antimicrobianos é tdo preocupante e urgente, que 6rgaos
como Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) atualizam e elaboram ResolucGes
da Diretoria Colegiada (RDC’s) para o controle do uso de antimicrobianos, sendo que uma
das principais € a RDC N° 20 de 2011 que estabeleceu critérios para prescricao, dispensagéo e
controle de embalagens e rotulagem destes farmacos. A ultima estratégia langada pela agéncia
foi em 2017, denominado Plano de Acdo da Vigilancia Sanitaria em resisténcia aos
antimicrobianos que foi planejado a partir de recomendacdes da Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) e que devem contribuir para a prevencdo e o controle da resisténcia aos
antimicrobianos no &mbito da Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2017).

No entanto, apesar dos esfor¢os, o Brasil ainda é escasso na parte de infraestrutura,
campanhas de conscientizacdo para a populacdo, saneamento basico adequado, entre outros
agravantes que impecam que os contaminantes/poluicdo cheguem ao ambiente aquaético,
inclusive que os medicamentos recebam o destino final correto para que ndo comprometam a
salide humana e o ambiente (UEDA et al., 2009).

Na avaliacdo de contaminacdo de recursos hidricos por despejo de esgotos
domiciliares e industriais sao utilizados como parametro de qualidade microbioldgica da agua,
a presenca e quantificacdo de bactérias, em particular, do grupo coliformes, que pertencem a
familia Enterobacteriaceae, que incluem espécies patogénicas e outras habitantes da
microbiota do trato intestinal do homem e dos animais de sangue quente (OLIVEIRA et al.,
2012). Diante do cenério da disseminacdo da resisténcia bacteriana no ambiente, é relevante
verificar o comportamento da Escherichia coli quanto a resisténcia aos antibidticos [-
lactdmicos por se tratar de uma classe de medicamentos amplamente utilizados tanto na

clinica humana quanto animal.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 - FAMILIA ENTEROBACTERIACEAE

As bactérias pertencentes a familia Enterobacteriaceae de maneira geral séo
morfologicamente classificadas como bacilos Gram-negativos que podem ser imdveis ou
moveis quando apresentando flagelos peritriquios, ndo formam esporos, sdo anaerobios
facultativos e que apresentam como caracteristicas bioquimicas principais catalase positiva,
oxidase-negativa (exceto para o género Plesiomonas sp). Sdo fermentadores de glicose quase
sempre formando gas e convertem nitrato a nitrito. A temperatura 6tima para sua manutencéo
é de 37°C, e sdo destruidas a temperatura de 60°C (CROXEN et al., 2013).

As enterobactérias sdo ubiquas, podendo ser encontradas na agua, solo, vegetacao, e
colonizando de forma comensal a microbiota intestinal de humanos e animais de sangue
quente, contribuindo para que algumas funcdes fisioldgicas importantes sejam realizadas
(OLIVEIRA, 2015). No entanto, algumas bactérias pertencentes a esta familia estdo
envolvidas em processos infecciosos, inclusive os agentes que fazem parte da microbiota
normal do trato intestinal, que podem ser encontrados na comunidade e no ambiente
hospitalar, podendo causar infeccGes também em outros sitios como trato urinario,
respiratorio, na corrente sanguinea e sistema nervoso central, entre outros (LAVAGNOLI et
al., 2017).

O fato é que estes agentes podem ser isolados a partir de qualquer amostra clinica. As
principais espécies envolvidas nesses processos infecciosos sdo a Escherichia coli, Klebsiella
sp, Enterobacter sp, Serratia marcescens, Proteus sp, Shigella sp e Salmonella sp
(OLIVEIRA, 2012).

A contaminacdo ambiental por esses agentes € de grande preocupagdo em relagdo a
salde publica. A presenca de E. coli em aguas de consumo, superficial e recreacional é
indicativo de contaminacéo fecal, por estar em grande quantidade no trato gastrointestinal do
homem e animais homeotérmicos, e ainda por este ser seu habitat primario (PEIL et al., 2015).

Destaca-se que a alta concentracdo destes microrganismos no ambiente aquatico,
implicara na baixa qualidade da agua, que serd considerada impropria para uso no
abastecimento publico em particular, uma vez que pode ser um indicativo importante da
presenca de outros agentes entéricos causadores de enfermidades hidricas. A ocorréncia destes
agentes nesses ambientes pode ser originaria de lancamento de esgotos domesticos e efluentes
industriais nos corpos hidricos, urbanizacdo desenfreada, poluentes presentes na atmosfera e

que sdo arrastados pela chuva, mudangas climaticas, entre outros fatores (TARDOCCHI et al.,
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2014; CHANDRAN; MAZUNDER, 2015).

O lancamento de dejetos humanos nos ecossistemas aquaticos contribui para a
propagacdo de microrganismos patogénicos e resistentes aos antimicrobianos, que podem
afetar a salude da populacdo. Varios estudos demonstraram evidéncias da ocorréncia de
isolados de membros da familia Enterobacteriaceae com perfil de resisténcia aos
antimicrobianos no ambiente aquético (VASCONCELOS et al., 2010; CAMPOS et al., 2015).

Este fato é de interesse para a saude publica, levando em consideracdo que o ambiente
aquatico esta contribuindo para a transferéncia dos genes de resisténcia, e consequentemente
aumento de multirresisténcia nesta familia, ocasionando faléncia terapéutica no tratamento de
algumas enfermidades provocadas por essas bactérias (VASCONCELOS et al., 2010; SILVA e
LINCOPAN, 2012).

2.2 - Escherichia coli
2.2.1 - Aspectos Gerais

Entre as bactérias pertencentes a familia Enterobacteriaceae a Escherichia coli é a
mais pesquisada por ser um comensal habitante do trato intestinal humano e de animais de
sangue quente, sendo considerada importante indicadora de contaminacdo fecal do ambiente
aquatico e de alimentos (RASHEED et al., 2014).

E uma enterobactéria que foi considerada no inicio inofensiva, entretanto, em
condicdes onde o hospedeiro € suscetivel, o comensalismo existente pode ser quebrado,
fazendo com que a partir deste acontecimento, a bactéria torne-se capaz de causar infeccdes
intestinais e extra intestinais (NATARO; KAPER, 1998; RASHEED et al., 2014).

Destaca-se que as variedades de importancia clinica estdo frequentemente associadas
com a diarreia infantil, septicemia, meningite neonatal, infeccdo urinaria, entre outras
enfermidades (HAMELIN et al., 2007; CHO et al., 2018).

Quanto ao perfil soroldgico, as E. coli abrangem um namero extenso de grupos e
sorotipos, e a classificagcdo é baseada na identificacdo de antigenos O (somatico), H (flagelar)
e K (capsular) (KAPER, 1998; NATARO). Deste modo, sdo descritas seis categorias de E.
coli patogénicas que podem causar infec¢do intestinal no homem e que sdo denominadas
como E. coli diarreiogénicas, sendo que a classificacdo destes patotipos depende de algumas
particularidades, principalmente seus fatores de viruléncia que envolvem a presenca de
adesinas fimbriais e ndo fimbriais, toxinas, invasinas, entre outros (SOUZA et.al., 2016). Elas
sdo classificadas em: E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteropatogénica (EPEC), E.

coli produtora da toxina Shiga (STEC) (enterohemorragica/EHEC), E. coli enteroinvasiva


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cho%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29738574
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(EIEC), E. coli enteroagregativa (EAEC) e E. coli com aderéncia difusa (DAEC) (CAMPOS
et. al., 2004; ROCHA et al., 2017). As E. coli que estdo envolvidas em processo infeccioso
extra intestinal sdo denominadas como EXPEC (Extraintestinal Pathogenic E. coli) (KAPER
etal., 2004).

2.2.2 - Classes Diarreiogénicas

a) Escherichia coli enteropatogénica (EPEC).

Das variantes de E. coli diarreiogénicas, a EPEC foi a primeira identificada em 1945
pelo pesquisador John Brey. Seu estudo teve inicio a partir de um surto de gastroenterite
infantil ocorrido no Reino Unido que estaria sendo causada por uma cepa patogénica de E.
coli. Os achados de seu estudo reforcaram o reconhecimento da capacidade patogénica da E.
coli denominada enteropatogénica, esta categoria foi associada a importantes casos de
diarreias em criangas menores de cinco anos de idade, sendo mais frequente em criangas
menores de dois anos, pertencentes as classes econdmicas menos favorecidas de paises em
desenvolvimento (OLIVEIRA, 2012; BETTELHEIM, 2014).

As EPEC podem ser veiculadas pela &gua e alimentos contaminados. A colonizagdo da
bactéria ocorre no intestino delgado, a partir da sua aderéncia as células epiteliais onde causa
lesdes denominadas “attaching and effacing” (A/E), neste tipo de lesao ocorre a destruicdo
das microvilosidades do intestino e rearranjo do citoesqueleto celular, o desfecho dessas acGes
é a formacdo de uma estrutura comparada a um pedestal ao qual a bactéria permanece aderida
ao epitélio (KAPER et. al., 2004; ROCHA et al., 2017). A consequéncia da lesdo A/E, € a
deficiéncia na absorcdo de nutrientes pelo intestino, promovendo desequilibrio eletroquimico
e consequentemente a diarreia (SHAW et al., 2005; CLARK, 2016). Geralmente, o quadro de
diarreia provocada pela EPEC é agudo, podendo ainda ser leve ou grave, acompanhada de
vomito e febre baixa (RODRIGUEZ-ANGELEZ, 2002).

As EPEC foram classificadas em EPEC tipica (EPC-t) e atipica (EPEC-a), elas
apresentam algumas similaridades, como a ndo producgéo da toxina Shiga (stx) e a capacidade
de causar a lesdo A/E. O fator que as diferencia geneticamente é a presenca do plasmideo
EAF (EPEC adherence factor) na EPEC tipica, esse plasmideo é responsavel por transportar o
gene bfpA que por sua vez € responsavel por sintetizar a fimbria BFP (bundle forming pilus).
As fimbrias dédo inicio a adesdo da EPEC no epitélio intestinal, além de manter as bactérias
ligadas entre si (GOMES et al., 2016; ROCHA, 2017).

O padrdo de aderéncia entre as duas espécies de EPEC também apresentam diferenca
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ja que na EPEC-t apresenta unicamente o padrdo de adesdo localizado (AL) enquanto que a
EPEC-a apresenta o padrdo “Localizada Like” (LAL) mas, também pode apresentar a adeséo
difusa (AD) e adesdo agregativa (AA) (TRABULSI; ALTERHUM, 2015).

As EPEC-t ocorrem somente em humanos enquanto que as EPEC-a sdo isoladas de
humanos e de varios animais como bovinos, suinos, bubalinos equinos, aves e animais
domeésticos (ISHII et al., 2007; WATSON, 2017).

b) Escherichia coli enteroinvasora (EIEC).

A EIEC é reconhecida como um patégeno causador de diarreia. No homem apds
invasdo do cdlon, promove intensa reacdo inflamatoria, resultando em lesdes semelhantes as
que sdo caracteristicas da shiguelose ou disenteria bacilar, como: diarreia aquosa, muco
sanguinolenta, dores abdominais, febre e mal-estar generalizado (UD-DIN; WAHID, 2014;
NAVE et al., 2016). O mecanismo de patogenicidade da EIEC se da ap6s a invasao do epitélio
intestinal e em seguida ocorrem etapas como penetracao nos enterdcitos, lise do endossomo,
multiplicacdo intracelular, movimentacdo intracitoplasméatica direcionada e migracao
basolateral o que culmina com a destruicdo do epitélio do colon (RODRIGUEZ-ANGELES,
2002; PARSOT, 2005).

Existe similaridade entre a EIEC e a Shigella sp quanto a patogenicidade, genética e
caracteristicas bioquimicas, inclusive existem dificuldades em diferenciar suas estirpes pela
sorotipagem ja que os antigenos sdo quase idénticos (UD-DIN, 2014). Ainda em relagdo a esta
semelhanca elas apresentam as mesmas invasinas de origem plasmodial (Ipa, Ics, IpgC) e
também uma enterotoxina termolabil de origem cromossomal (ShETZ2), no entanto, a EIEC
ndo produz a toxina Shiga. A EIEC é caracterizada bioquimicamente por apresentar lisina,
lactose e motilidade negativas, e essas caracteristicas a diferencia das outras E. coli
diarreiogénicas (CROXEN, 2013; LEAO, 2013; GOMES et al., 2016).

Embora a EIEC seja reconhecida como um agente etioldgico de diarreia, poucos
estudos foram realizados para estimar a frequéncia de doencas relacionadas a este patdgeno,
assim como verificar os fatores de risco individuais e potenciais reservatorios. E um agente
etioldgico considerado raro quando comparado com outros enteropatégenos causadores de
diarreia (UD-DIN, 2014).
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¢) Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC).

As ETEC estdo associadas a uma das causas mais frequentes de diarreias em criancas
de paises em desenvolvimento, € também a causa mais comum da chamada “diarreia do
viajante”, acometendo individuos que se deslocam de paises desenvolvidos para paises em
desenvolvimento, que ndo dispem de agua de boa qualidade e as condi¢des de saneamento
béasico sdo precarias (CABRAL, 2010; GOMES et al., 2016).

Desde que foi reconhecida como um patégeno de importancia clinica, os dados
estatisticos anuais relativos a ETEC demonstraram que aproximadamente 325.000 criancas
menores de cinco anos morrem por infeccdo causada por este patdgeno. Estes dados sdo de
estudos realizados em paises em desenvolvimento (CROXEN, 2013). Dados epidemioldgicos
demonstram que no Brasil, entre os anos de 1987 e 2007, houve um percentual que variou
entre 3,5 a 20,45% de doenca diarreica aguda provocada por ETEC (GOMES et al., 2016).

Esta categoria de E. coli, produz as enterotoxinas plasmidiais termolabil (LT) e a
termoestavel (ST). Nas infeccBes causadas por este patdgeno, essas toxinas podem ser
encontradas isoladamente ou em conjunto (RODRIGUEZ-ANGELES, 2002).

Apds a colonizacdo e a liberacdo das toxinas, ocorrem eventos intracelulares que
culminam no desiquilibrio i6nico com a estimulacdo da secrecdo de cloreto e a inibicdo da
captacdo de NaCl, o que provoca a diarreia aquosa profusa, podendo vir acompanhada de
caimbras, dores abdominais, vémito e febre. O quadro diarreico geralmente é leve, mas ha
casos em gue pode ser grave (QADRI et al., 2005; GOMES, 2014; SOSPEDRA et el., 2017).

As toxinas ST também sdo subdividas em STa, que estd envolvida com doencas em
humanos estimulando a secrecdo de ion cloreto, e STh que geralmente é encontrada em suinos.
E responsavel por causar dano no epitélio intestinal levando a perda das vilosidades, e ainda
estimula a secrecdo de bicarbonato pelas células do epitélio intestinal (QADRI et al., 2005;
GOMES et al., 2016).

Além das toxinas, outros fatores da patogénese de ETEC sdo marcantes como 0s
fatores de colonizacdo (CFA), pois, garantem que a bactéria se ligue fortemente e
especificamente, em receptores da mucosa intestinal favorecendo a liberagdo das toxinas para
o epitélio (CROXEN, 2013).

d) Escherichia coli enterohemorragica (EHEC/STEC).
Atualmente é denominada E. coli produtora de toxina Shiga. Constitui importante
causa de doencas veiculadas por alimentos. Os sintomas relacionados a infecgdo podem variar

desde um desconforto intestinal leve até quadros mais graves como colite hemorragica (CH),
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sindrome hemolitica urémica (SHU) e purpura trombocitopénica trombdtica (PTT)
(MITTELSTAEDT; CARVALHO, 2006; MAJOWICZ et al., 2014).

A diarreia causada por EHEC/STEC pode durar de 5 a 10 dias, e no geral é
autolimitada, a persisténcia deste sintoma pode favorecer a invasdo da bactéria para a corrente
sanguinea e a sequéncia deste episodio é a adesdo bacteriana ao endotélio renal e liberacdo de
toxinas, causando obstrucdo e micro vascularizagdo o que leva a forma mais severa da
infeccdo, a Sindrome hemolitica urémica (SHU), que é caracterizada por anemia hemolitica,
trombocitopenia e faléncia renal aguda que pode ser fatal (MITTELSTAEDT; CARVALHO,
2006; ROSA et al., 2016).

Os graves sintomas causados pelas cepas de STEC em humanos estdo relacionados
com a producdo da toxina Shiga (TS), que é considerada uma toxina potente, sendo
classificadas como Stx1 e Stx2, essas toxinas provocam danos celulares aos hospedeiros.
Destaca-se que entre as classes diarreiogénicas de E. coli, as produtoras da toxina Shiga
(EHEC/STEC) séo consideradas mais patogénicas relacionadas com infeccbes humanas
(KOOCHAKZADEH et al., 2014; ROSA et al., 2016).

Quanto aos fatores de viruléncia a Stx1 possui homologia estrutural e funcional com a
toxina Shiga que é produzida pela Shigella dysenteriae tipo 1, e possui trés variantes, ja a
Stx2 se mostra bastante heterogénea, pois apresenta sete variantes e demonstra-se que Stx2 é
cem vezes mais toxica para 0 homem do que a Stx1, outra caracteristica de Stx2 é que ela esta
mais frequentemente associada com a SHU e ainda pode causar lesao A/E no epitélio
intestinal pela presenca do gene de origem cromossomal eae como acontece na EPEC, além
da presenca de enterohemolisinas, que reforca sua patogenicidade (NGUYEN, 2012;
CROXEN; FINLAY, 2013; BASU et al., 2016).

Esse grupo de E. coli possui mais de 50 sorotipos, sendo que o O157:H7 é o mais
comum e mais bem caracterizado (MITTELSTAEDT; CARVALHO, 2006). O sorotipo O157:
H7 passou a ser considerado um importante patégeno para doencas veiculadas por alimentos a
partir da década de 80 atraves dos registros de surtos de origem alimentar nos Estados Unidos
devido a ocorréncia do sintoma de colite hemorragica que foi originado depois do consumo de
alimento contaminado por este patdgeno, e na década seguinte infeccBes causadas por EHEC
foram relatadas em mais de 30 paises com registros de grandes surtos no Japdo, Costa Rica,
Estados Unidos e Escocia (MITTELSTAEDT; CARVALHO, 2006; BERTAO; SARIDAKIS,
2007).

No Brasil apesar de ja terem sido isolados em alguns processos de doenga, ndo foram

relatados surtos causados por EHEC/STEC, criancas menores de dez anos e idosos estao entre
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0s principais grupos de risco, sendo que a frequéncia é maior em criangas menores de 4 anos
(MITTELSTAEDT; CARVALHO 2006; CALDORIN et al., 2013; CROXEN et al., 2013).

Destaca-se que as EHEC/STEC sdo encontradas na microbiota intestinal de varios
animais como ovinos, caprinos, aves, suinos, animais domésticos e bovinos. Sua transmissao
ocorre pelo consumo de &gua e alimentos contaminados e de pessoa a pessoa, sendo que 0S
alimentos de origem bovina contaminados representam um meio de transmissdo, levando em
consideracdo que o gado é o principal reservatério deste grupo de bactérias (NATARO;
KAPER, 1998; BERTAO; SARIDAKIS, 2007).

e) Escherichia coli enteroagregativa (EAEC).

As cepas de EAEC estdo associadas com diarreia aquosa e mucoide, podendo ser ou
ndo sanguinolenta, e ainda vir acompanhada de dor abdominal, vomitos e febre baixa. A
diarreia aguda, é autolimitada e mais frequente, mas dependendo de fatores inerentes ao
hospedeiro, pode ser persistente podendo ter a duragdo superior a 14 dias (GOMES et al.,
2016), em muitos casos parece causar infeccdo subclinica ou apenas colonizacdo intestinal
(LIMA et al., 2013).

A infeccdo causada por EAEC acomete principalmente criancas nos paises em
desenvolvimento, porém, pode causar diarreia persistente em adultos. E o segundo agente
mais frequentemente relacionado a gastroenterite em turistas que se deslocam para paises
subdesenvolvidos (HUANG et al., 2007; OKHUYSEN; DUPONT, 2010).

Dos fatores de viruléncia da EAEC o padrdo de aderéncia agregativa A/A é 0 mais
importante, este padrdo € responsavel pela expressdo de fimbrias denominadas aggregative
adherence factores (AAF 1, 11, 111, 1IV) (GOMES, 2016).

A EAEC produz uma toxina termoldbil e uma citotoxina termoestavel
enteroagregativa além de secretar toxinas do tipo ST e hemolisina (PIAZZA et al., 2009;
JONSON, 2015). Sé&o sugeridos trés estagios para a patogénese de EAEC: 1°- adesdo das
fimbrias agregativas ao epitélio intestinal; 2°- produgéo de biofilme e aumento da secrecdo de
muco pelos enterdcitos; 3°- resposta inflamatoria com liberagdo de citosinas provocando

danos ao epitélio intestinal e aumento de secrecdo de fluido intestinal (HUANG et al., 2007).

) Escherichia coli Difusamente Aderente (DAEC).
Inicialmente, a denominacdo E. coli difusamente, era utilizado para denominar
qualquer E. coli que aderisse as células HEp-2 e He-Laque sem formar microcol6nias tipicas

de EPEC, com a identificagdo da EAEC, a DAEC foi reconhecida como uma categoria
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independente e capaz de causar diarreia. Esta categoria tem como caracteristica de induzir
efeito citopatico através de lesGes nas microvilosidades por aderéncia das bactérias. Estdo
associadas com diarreia em criangas maiores de doze meses (KAPER; NATARO; MOBLEY,
2004).

Estudos tém revelado que DAEC é isolada na mesma frequéncia entre pacientes
sintoméaticos com quadro de diarreia, como em assintomaticos. Este patdgeno foi revelado
como causador de diarreia em pacientes internados na Franca sem a presenca de nenhum
outro patdgeno envolvido na infecgdo, demonstrando que DAEC pode estar presente também
em paises desenvolvidos (TADDEI, 2005).

E considerada uma categoria controversa e sua associagio com diarreia no Brasil ja foi
demonstrada, mas, somente em criancas com idade inferior a 12 meses (SCALETSKY, 2002),
porém, em alguns estudos DAEC foi associada em causar diarreia em criangcas com cerca de
cinco anos de idade inclusive relacionando o risco de diarreia causada por DAEC com o
aumento de idade. Estudos também demonstram a presenca de DAEC ser mais frequente em

pacientes assintomaticos do que em sintomaticos (TADDEI, 2005).

2.3 - ANTIBIOTICOS B-LACTAMICOS: VISAO GERAL

A classe dos antimicrobianos B-lactamicos, € amplamente prescrita para o tratamento
das mais diversas infeccdes. A caracteristica comum entre 0s membros desta classe, € a
presenca do anel beta-lactdmico em sua estrutura quimica. Fazem parte desta classe as
penicilinas, as cefalosporinas, os carbapenémicos e 0s monobactamicos (GOODMAN;
GILMAN, 2012). Esta classe de antimicrobianos demonstra vantagem por ter alta
especificidade, e por ser considerada de baixa toxicidade para a célula do hospedeiro
(KOHANSKI et al., 2010; RAWAT; NAIR, 2010).
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Figura 1 - Subclasse dos antibidticos B-lactdmicos, penicilinas, cefalosporinas,
monobactamicos e carbapenémicos.
Fonte: ICB/USP.BR.

Os B-lactdmicos tém a capacidade de destruir as bactérias sensiveis, através da
inibicdo da formagé&o das ligacOes cruzadas das cadeias de peptidoglicano, presentes na parede
celular da bactéria e sdo necessarias para dar rigidez, o que lhe confere protecdo. Esses
antibidticos, agem ao se ligar de forma irreversivel a enzima transpeptidase, também
conhecidas como proteinas ligadoras de penicilinas (PLPs), e sdo responsaveis pela sintese
dessas ligacGes. O resultado desses eventos, é a formacgdo de uma parede celular mais fraca,
que ocasiona lise celular. Os farmacos que fazem parte desta classe compartilham do mesmo
mecanismo de acdo, variando somente na PLP ao qual se ligara, levando em conta que cada
microrganismo possui varias PLPs (GELLATI et al., 2009; GOODMAN; GILMAN, 2012).
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Figura 2 - Representacdo de uma camada Unica de peptidoglicano (NAG/NAM) mostrando o local de

acdo dos B-lactamicos. Fonte: RANG et al., 2007.

2.4 - RESISTENCIA AOS ANTIMICROBIANOS: VISAO GERAL

Os antimicrobianos sdo indispensaveis para o tratamento de infecgdes e diminuicéo
das mortes ocasionadas por microrganismos, no entanto, o uso frequente, de forma
indiscriminada além do descarte realizado de forma inadequada dessas substancias, aumenta o
risco de bactérias desenvolverem mecanismos de resisténcia frente aos antimicrobianos.
Destaca-se que atualmente este € um problema mundial, pois com o aumento da circulagdo de
cepas resistentes as opgdes de tratamento diminuem o que pode levar a faléncia terapéutica
(TADESSE et al., 2012; HAHN et al., 2015).

A escolha correta do antimicrobiano por parte do prescritor € um fator importante que
pode evitar a pressao seletiva exercida sobre as bactérias e consequentemente, a diminuicao
de cepas resistentes. Outro fator que merece atencdo é o uso racional do antibidtico pelo
usuario, enfatizando a importancia da utilizacdo deste recurso pelo tempo correto que foi
prescrito, pois, ao utilizar o antibidtico em um tempo inferior ao determinado, o
antimicrobiano ndo completa sua acdo de inibicdo ou destruicdo da bactéria (UEDA et al.,
2009; OLIVEIRA et al., 2015).

Os mecanismos que permitem a bactéria adquirir resisténcia podem incluir a aquisi¢éo
de elementos genéticos como os transposons que vao codificar o mecanismo de resisténcia e
das mutacdes que ocorrem em consequéncia da pressdo exercida pelos antibioticos. Desta
forma, a resisténcia antimicrobiana pode surgir de qualquer uma das etapas necessarias para

que o farmaco atinja seu alvo como: o acesso reduzido do antibiotico ao patégeno, aumento
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da eliminacdo do antibidtico por bombas de efluxo, liberacdo de enzimas microbianas que
destroem o farmaco, alteragdo das proteinas microbianas que transformam os pro-farmacos
em moléculas ativas, alteracdo das proteinas alvos e desenvolvimento de vias metabdlicas
alternativas as que foram suprimidas pelo antibiético (GOODMAN; GILMAN, 2012).

Mecanismos de resisténcia bacteriana
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Figura 3 - Desenho esquematico dos principais mecanismos de resisténcia aos antibiéticos.
Fonte: BRASIL, 2007.

Os mecanismos desenvolvidos pelas bactérias para sua defesa diante dos
antimicrobianos assegurando sua sobrevivéncia no ambiente podem ser de origem intrinseca
ou extrinseca e tem relacdo com o aumento da resisténcia (LOUREIRO et al., 2016). O
mecanismo de resisténcia extrinseco estd relacionado com a habilidade das bactérias em
trocar elementos moveis (plasmideos, transposons e integrons) que estdo presentes na bactéria
e lhe confere habilidade em desenvolver mecanismos que impedem que o farmaco atinja seu
objetivo que é caracterizada como resisténcia adquirida.

A troca de elementos moveis ocorre pelos processos de conjugacao, transformacgéo e
transducdo. Outro fendmeno relacionado ao aumento da resisténcia é o da selegdo natural,
esse tipo de mecanismo é conhecido como intrinseco, é caracterizado pelo microrganismo
possuir o gene de resisténcia a determinado antimicrobiano (BARCELLOS et al., 2016;
LOUREIRO et al., 2016).

Os elementos genéticos moveis, Sd0 necessarios para que as bactérias recebam

material genético vindos de outras bactérias. Os plasmideos sdo os elementos moveis mais
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envolvidos nessas trocas, sdo caracterizados por DNA extra cromossomico, circular ou linear
de cadeia dupla e que se autorreplicam, evoluem integralizando-se ao genoma bacteriano
adicionando fungbes a bactéria como transportar genes de um fenétipo vantajoso, como por
exemplo, 0 mecanismo de resisténcia aos antibidticos (RIBEIRO; CORTINA, 2016).

Os plasmideos sdo também capazes, de transportar os genes de resisténcia de mais de
um tipo de antibidtico, sem contar que uma bactéria pode possuir mais de um plasmideo com
informacdes de mais de um gene de resisténcia a antibidticos. Contribuindo assim para o
surgimento de multirresisténcia (GUIMARAES et al., 2010; BORTOLOTI et al., 2018).

No Brasil, foi criada uma Resolugcdo da Diretoria Colegiada (RDC) N° 20/10 da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA, Ministério da Saude, que restringiu o
uso de antimicrobianos de forma irracional, através do controle da prescricdo deste
medicamento, prevenindo desta forma possiveis surtos de resisténcia bacteriana (BRASIL,
2017).

Os problemas relacionados a resisténcia de microrganismos aos antibioticos, foram
motivadores para que a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) lancasse em
2017 o Plano de Acdo da Vigilancia Sanitaria em Resisténcia aos Antimicrobianos, ¢ uma
ferramenta que segue as recomendaces de um plano da Organizacdo Mundial de Saude
(OMS). No plano, as estratégias devem contribuir para a prevencao e o controle da resisténcia
aos antimicrobianos (BRASIL, 2017). Neste documento, sdo relacionadas, as estratégias da
ANVISA a respeito dos antimicrobianos que ja estavam em execucdo anteriormente a este

plano que cita que a,

(...) ANVISA vem realizando, desde a sua criagdo, acles relacionadas a
resisténcia aos antimicrobianos, dentre as quais se destacam: a prevencéo e o
controle de infecgdes e da resisténcia em servicos de salde; a regulagdo do
controle da venda de antimicrobianos; a vigilancia de IRAS; a vigilancia de
surtos de infecgbes, novos mecanismos de resisténcia e microrganismos
multirresistentes em servicos de salde; o monitoramento da qualidade de
medicamentos, incluindo os antimicrobianos; o estabelecimento de limites para
residuos de medicamentos veterinarios em alimentos; e a verificagdo da
presenca de microrganismos resistentes em alimentos especificos
(BRASIL/ANVISA, 2017, p.13-14).

De fato, a resisténcia a antimicrobianos, é vista como um problema de saude publica,
levando em consideracdo sua vasta ocorréncia, que foi além do ambiente hospitalar,
incorporando-se a ambientes naturais, como agua e solo (KUMMERER, 2004; LOUREIRO
etal., 2016).
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2.4.1 - Beta-lactamases

O mecanismo de resisténcia mais marcante na classe dos  — lactamicos, ocorre pela
acao da enzima Betalactamase, que possui a capacidade de hidrolisar o anel B-lactamico,
inativando o antibiotico, impedindo que ele se ligue ao seu alvo, ndo permitindo que o efeito
da droga seja obtido (TEKINER; OZPINAR, 2016).

O uso das varias geragoes de antibidticos B-lactdmicos, com diferentes espectros de
acdo, favoreceram as bactérias para que elas também produzissem beta-lactamases cada vez
mais potentes. Fazendo com que as opgoes terapéuticas desta classe sejam cada vez mais
limitadas (GHAFOURIAN et al., 2015).

As beta-lactamases podem ser de origem constitutiva ou indutiva. S&o codificadas em
genes presentes em cromossomos, ou por elementos genéticos moveis como 0s transposons,
integrons e plasmideos. Atualmente as beta-lactamases podem ser classificadas conforme a
propostas de Ambler, e Bush, Jacoby e Medeiros. Na proposta de Ambler elas sdo
classificadas quanto a estrutura molecular da enzima em 4 grupos de A— D. Essa classificagdo
é conhecida como classe molecular de Ambler e provavelmente é a mais utilizada. Por outro
lado, a classificacdo de Bush, Jacoby e Medeiros leva em consideracdo o perfil de inibidores
de beta-lactamases que inclui enzimas de grupos | a IV com subdivisdes. (SILVA e
LINCOPAN, 2012; ANDRADE, 2017).

As beta-lactamases sdo diferenciadas através da sua estrutura priméria agrupadas em
diferentes familias a partir das formas parenterais conhecidas como TEM-1 e SHV-1
(WOERTHER et al., 2014; PHILIPPON et al., 2015; ALMEIDA, 2017).

. Enzimas Classe A ou Grupo |1 hidrolisam penicilinas e cefalosporinas
. Enzimas Classe B ou Grupo IlI hidrolisam carbapenémicos

. Enzimas Classe C ou Grupo | hidrolisam cefalosporinas

. Enzimas Classe D hidrolisam penicilinas e cloxacilina

. Enzimas IV (penicilinases de Pseudomonas cepacia)

Nas bactérias Gram-negativas, as beta-lactamases estdo retidas no espaco
periplasmatico, onde inativam os antibioticos, impedindo que ele chegue ao seu local de agéo,

conforme mostra a figura 4.



23

A-lactamase

........
........

parede celular

. “;- &

\ e is jous  sweam : o % *peptideoglicano
oo 3 W

periplasmatico

i o
")
o membrana celular

Figura 4 - Local de acdo das enzimas beta-lactamases em bactérias Gram-negativas.
Fonte: BRASIL/ANVISA, 2008.

Enquanto nas bactérias Gram-positivas, essas enzimas sdo secretadas para 0 meio

ambiente como exoenzimas (Figura 5).
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Figura 5 - Local de acdo das enzimas beta-lactamases em bactéria Gram-positiva.
Fonte: BRASIL/ANVISA, 2008.

As vérias enzimas que pertencem ao grupo das beta-lactamases sdo clinicamente
importantes, no entanto quando se trata da familia Enterobacteriaceae as enzimas beta-
lactamases de espectro estendido (ESBL) merecem destaque (MARTINEZ-MARTINEZ et al.,
2014). A producdo dessas enzimas tem sido de extrema importancia na deteccgdo da resisténcia
de enterobactérias aos p-lactamicos (ANDRADE, 2017).
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2.4.1.1 - Beta-lactamases de Espectro Estendido (ESBL)

As enzimas Beta-lactamases de espectro estendido (ESBL), sdo reconhecidas por
conferir resisténcia a bactéria contra os antibidticos da classe dos B-lactamicos como as
penicilinas, cefalosporinas e aztreonam (GHAFOURIAN et al., 2015; SAHA; JHORA, 2018).
Estdo presentes na familia Enterobacteriaceae e se estenderam também para outras familias de
bactérias Gram-negativas (RAWAT; NAIR, 2010).

O sequenciamento do genoma de cepas produtoras de ESBL, revelou que elas séo
derivadas das Beta-lactamases parentais TEM e SHV a partir de mutacdes pontuais em sua
estrutura primaria. Posteriormente foi descoberta outra ESBL que ndo é derivada dessas duas
enzimas, e que foi denominada CTX-M. Esta enzima, apresenta capacidade hidrolitica em
cefalosporinas de amplo espectro (PARK et al., 2012; ANDRADE, 2017).

As infeccBes causadas por microrganismos produtores de ESBL, tém demostrado ser
um grande desafio terapéutico em todo o mundo, principalmente em pacientes hospitalizados
onde os riscos para disseminacdo de ESBL estdo relacionados a administracdo indiscriminada
de cefalosporinas de espectro estendido. Internacdo hospitalar de longa duracédo, ventilagdo
mecanica e cateterismo, sdo fatores que podem ser determinantes para a colonizacdo de
bactérias produtoras de ESBL (SAHA; JHORA, 2018).

A prevaléncia de ESBL tem sido observada em Klebsiella sp e E. coli, mas sua
ocorréncia ja foi observada em outros membros da familia Enterobacteriaceae como: Proteus
sp, Providencia sp e Enterobacter sp. Ressalta-se que as primeiras cepas de bactérias
produtoras de ESBL foram identificadas em hospitais. Este cenario mudou, j& que cepas
produtoras dessa enzima foram observadas em pacientes na comunidade. Em hospitais, as
linhagens bacterianas com perfil ESBL podem permanecer por muito tempo no ambiente
ocasionando surtos (AUGUSTI, 2007; ALMEIDA, 2017).

2.5 — IMPACTO DECORRENTE DA DISSEMINAQAO DE GENES DE RESISTENCIA
ANTIMICROBIANA NO AMBIENTE AQUATICO SOBRE A SAUDE HUMANA

A degradacdo do meio ambiente, como resultado das ac¢bGes humanas tem
comprometido a qualidade de vida da populagéo e esta ameaca é constante, de modo que, 0s
recursos naturais que sdo essenciais para a manutencdo e qualidade de vida, vém sofrendo
mudancas negativas, o resultado dessas a¢Oes é observado na alteragéo dos fatores ambientais,
como por exemplo, na mudanga da sazonalidade e na escassez e qualidade da agua para o
consumo humano (JOVENTINO et al., 2010).
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Atualmente, um dos maiores problemas enfrentados em relagdo a salde publica sdo as
doencas infecciosas e parasitarias veiculadas pela &gua, principalmente em paises
subdesenvolvidos onde a oferta deste recurso, em sua maioria, ndo estd dentro dos padrbes
aceitaveis para o consumo, tendo em vista que 0 saneamento basico muitas vezes € precario,
ineficiente ou ndo é ofertado (MARTINS et al., 2015).

A partir da premissa, que a agua é essencial para a vida. Seu acesso deve ser garantido
a todos de forma segura e livre de microrganismos, e em resposta a essa oferta, & observado
que quando a populacédo dispde de agua potavel de qualidade, € notdria a melhoria da saude e
da qualidade de vida da populagédo (CABRAL, 2010).

Com o aumento populacional, as condi¢des sanitérias de varias comunidades urbanas
declinaram devido ao aumento de descargas de origem organica em efluentes dos corpos
hidricos, contribuindo de forma significativa para o aumento da disseminacdo de
microrganismos patogénicos, incluindo os que carreiam genes de resisténcia a antibioticos
(VASCONCELOS et al., 2010).

Diante deste fato, h4 uma preocupacdo constante por parte das autoridades sanitarias
guanto ao sistema de abastecimento de dgua, destino de dejetos, tratamento de esgoto, coleta e
destinagdo de residuos sélidos gerados. Essa preocupacdo € relevante, ja que todos os fatores
citados podem convergir em sérios problemas ambientais, e consequentemente na saude
pablica se ndo forem realizados corretamente (TORRES et al., 2012).

A protecdo dos recursos hidricos, principalmente de excretas humanas e animais é
essencial para que estes recursos ndo sejam contaminados por microrganismos de origem
intestinal, inclusive os portadores de genes de resisténcia. A agua contaminada por
microrganismos de origem intestinal, representa risco de infec¢do ao ser ingerida ou ser usada
para realizar atividades como: preparo de alimentos, higiene e lazer (SA et al., 2005;
VASCONCELOS et al., 2010)

Outro fator preocupante, € o aumento da presenca de farmacos em mananciais o que
também compromete a qualidade da agua impactando de forma negativa os ambientes
aquaticos. A presenca de antibioticos na 4gua, pode por exemplo, contribuir para a sele¢éo de
bactérias resistentes (TORRES et al., 2012).

A presenca de bactérias resistentes a antibidticos, ocorre em diversos ambientes
aquaticos como rios, areas costeiras, esgoto domeéstico e hospitalar, sedimentos, aguas
superficiais, lagos, oceanos e agua potavel, o que faz com que a agua, seja considerada um

meio de disseminagdo, dispersao e evolucdo desses patdgenos.
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Por meio da agua os genes de resisténcia sdo incorporados no ecossistema aquético,
fazendo com que a populagdo de microrganismos do ambiente seja alterada (CAUMO et al.,
2010). Outro agravante para a disseminacdo de resisténcia no ambiente aquatico sdo os
lancamentos de residuos dos processos relacionados a inddstria farmacéutica, que podem
gerar toxicidade para 0 meio ambiente, ja que a grande maioria desses residuos ndo séo
biodegradaveis (ARIAS; CARRILHO, 2012).

A Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC) N° 306/04 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) que trata do gerenciamento de residuos, dispde sobre o
regulamento técnico de residuos dos servicos de salde, no entanto, este gerenciamento so tem
aplicacdo nos sistemas de salde ndo sendo estendido para o descarte doméstico de
antibioticos. Desta forma, o descarte realizado pelo consumidor final é um fator de risco para
a contaminacdo ambiental, pois através da pressdo seletiva, ocorre 0 aumento de bactérias
resistentes a antibioticos neste ambiente (ALVARENGA; NICOLETTI, 2010; BORTOLOTI,
2018).

O impacto para a salde humana diante do perfil de resisténcia bacteriana é
preocupante. Ap6s a descoberta do antibiotico, pouco tempo depois ja se observava a
ocorréncia de resisténcia, e atualmente a possibilidade de 6bitos ocasionados por infeccBes
bacterianas, particularmente no ambiente hospitalar, ¢ um fator crescente e preocupante
(VASCONCELOS et al., 2010; VIEIRA; VIEIRA, 2017).

Destaca-se que, o reconhecimento da resisténcia bacteriana aos antimicrobianos é de
grande importancia, visto como um grave problema de salde publica, ocasionando falha
terapéutica e com isso prolongamento do tratamento e internacdes onerando o servico publico
de saude. Deste modo, a conscientizacdo de profissionais para que a prescri¢do seja racional, e
ainda da populacdo para o uso e descarte adequado destes farmacos entre outros fatores
merece atencdo urgente, visando reduzir os riscos a saude humana e ambiental (ARIAS;
CARRILHO, 2012).

Dos mais variados tipos de residuos que sdo despejados nos recursos hidricos 0s
medicamentos representam um importante contaminante até porque no Brasil os antibidticos
sdo utilizados de maneira excessiva, seja no uso humano ou animal (REGINATO; LEAL,
2010). Essa condicdo foi evidenciada, recentemente, em um relatorio divulgado pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) sobre a vigilancia do consumo de antibidticos que
coloca o Brasil com uma média de uso de antibidticos superior aos paises da Europa, e
ocupando a lideranga nas Ameéricas, esses dados atribuem ao Brasil a condi¢cdo de um dos

maiores consumidores de medicamentos do mundo (WHO, 2018).
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A Organizagdo Mundial da Saude (OMS), a Organizacdo das Nagdes Unidas para a
Alimentacdo e a Agricultura (FAO) e a Organizacdo Mundial para a Saude Animal (OIE),
lancaram estratégias para minimizar a disseminacéo da resisténcia a antibioticos, objetivando:
garantir que os agentes antimicrobianos continuem a ser eficazes e Uteis para curar doencas
em seres humanos e animais; promover 0 uso prudente e responsdvel dos agentes
antimicrobianos; e garantir o acesso global a medicamentos de boa qualidade (INSSTAG et
al., 2011; DIEZ, 2013).

Essas medidas surgem a partir do termo “ONE HEALTH- Satde Unica”. Este termo
apesar de antigo, ultimamente vem sendo bastante abordado, principalmente a cada surto de
doencas registrado (WALLACE et al., 2014). A defini¢do do termo, expGe a necessidade das
abordagens integradas onde a satde humana e a satde animal séo interdependentes e ligadas a
salide dos ecossistemas em que eles estdo inseridos (INSSTAG et al., 2011).

A resisténcia antimicrobiana esta presente nesta abordagem holistica, levando em
consideracdo que o antibidtico € um insumo de salde que esta presente, na salde humana,
animal, na pecudria, aquicultura entre outros. Inclusive os dados relacionados ao uso dos
antibiéticos no manejo animal precisam ser também monitorados/fiscalizados. As medidas
preventivas sdo necessarias para a garantia da satde da populagdo em geral, dai a importancia
desta abordagem “ONE HEALTH” (INSSTAG et al., 2011; WALLACE et al., 2014).
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3-OBJETIVOS

3.1 - GERAL:

Determinar o perfil de resisténcia fenotipico aos antibidticos da classe dos f-
lactamicos, dos isolados de Escherichia coli do ambiente hidrico urbano, do municipio de
Belém (PA). Alem de verificar se estes isolados sdo produtores da enzima Beta-lactamases de
Espectro Estendido (ESBL).

3.2 - ESPECIFICOS

. Verificar a presenca da bactéria Escherichia coli em amostras de &gua superficial
(praia, lago e rio);
. Determinar o perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos da classe dos B-lactdmicos

dos isolados de Escherichia coli provenientes do ambiente aquatico.

. Identificar a presenca da enzima Beta-lactamases de Espectro Estendido (ESBL) nos

isolados de E. coli.
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4 - MATERIAL E METODOS

4.1 - TIPO DE ESTUDO E AMOSTRAGEM: O presente estudo caracteriza-se como do tipo,
descritivo e transversal. Foram analisadas amostras de dgua superficial oriundas de diferentes
cursos d’agua (rio, lago e praia). As amostras utilizadas no estudo foram coletadas no periodo
de abril/2017 a outubro/2018, e analisadas no Laboratorio de Microbiologia Ambiental, do
Instituto de Ciéncias Biologicas (ICB), Universidade Federal do Para (UFPA).

4.2 - PROCEDENCIA DAS AMOSTRAS DE AGUA

4.2.1 - Parque Ambiental (Estadual) do Utinga: As amostras de agua do Utinga foram
coletadas do lago Agua Preta (10 pontos), que junto com o lago Bolonha formam os
mananciais de abastecimento de &gua, localizado no Parque Estadual (Ambiental) do Utinga,
municipio de Belém (PA). O Parque do Utinga foi criado no Decreto Estadual N° 1.552 de
03/05/1993, visando a protecdo dos lagos Bolonha e Agua Preta das alteracdes antropicas que
possam prejudicar a qualidade da dgua utilizada no abastecimento pablico da cidade de Belém
(PA). Apresenta uma area de 1.340 ha e é considerado o maior parque ambiental em area
urbana da Amazonia. Foram coletadas amostras de agua em doze pontos de amostragens nos
meses de maio e setembro de 2017 (dez pontos de amostragem no lago Agua Preta e dois

pontos no lago Bolonha).

Image © 2008 DigitalGlobe 4
Minha Casa

“Google
Figura 6 - Imagem do Parque Ambiental do Utinga, Belém-PA.
Fonte: Google, 2018.
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4.2.2 - Rio Guaméa: Foram também coletadas amostras de 4gua superficial procedentes do rio
Guama. O rio Guama juntamente com os lagos Agua Preta e Bolonha, formam o Complexo
Hidrico do Utinga (VASCONCELOS; SOUZA, 2011). Este rio € de grande importancia para
0 abastecimento de agua do municipio de Belém ja que somente o volume dos mananciais
seria insuficiente para o abastecimento da cidade, desta forma ha um sistema de
bombeamento que realiza a capitacdo das aguas do rio Guama para complementar o volume
dos mananciais (ARAUJO JUNIOR et al., 2013). Foram coletadas amostras de 4gua em nove

pontos de amostragens no periodo de abril/2017.

Figura 7 - Rio Guama, municipio de Belém-PA
Fonte: Google, 2018.

4.2.3 - Praias da ilha de Mosqueiro: Ailha fluvial de Mosqueiro é um distrito pertencente ao
municipio de Belém-PA, que possui 20 praias de agua doce e faz parte dos principais polos
turisticos do estado do Pard (CABRAL et al., 2015). As amostras de agua foram coletadas nas
praias do Farol e do Murubira, no periodo de marco a outubro de 2018.

Figura 8 - Ilha de Mosqueiro, Belém-PA.
Fonte: ASCOM/UFPA 2015.
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4.3 - PROCEDIMENTO DE COLETA E ANALISE DAS AMOSTRAS DE AGUA: Volumes
de 1000 mL de &gua superficial (rio, lagos e praias) foram coletados em frascos de
polipropileno esterilizados, seguindo identificacdo e armazenamento em caixas isotérmicas
para exame laboratorial (CETESB/ANA, 2011). A analise microbiolégica das amostras de
agua foi realizada no Laboratério de Microbiologia Ambiental (ICB/UFPA), para a pesquisa
de indicadores sanitarios, atraveés da técnica do Substrato Cromogénico Definido ONPG-
MUG (INDEXX /Colilert®). Os procedimentos de analise microbiolégica seguiram o
Standard Methods for theExamination of Water and Wasterwater (APHA, 2005).

4.4 - ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DE Escherichia coli: A confirmacéo da presenca
de E. coli foi realizada a partir da transferéncia de inoculo dos po¢os com fluorescéncia,
quando submetidos & luz UV, para placas de Petri contendo Agar Eosina Azul de Metileno
(EMB), que € um meio seletivo e diferencial para Enterobactérias, seguindo semeadura por
esgotamento. As placas foram acondicionadas em estufa bacteriol6gica a temperatura de 35 +
2° C por 24 horas. Apds a incubacdo foram selecionadas 3 a 5 Unidades Formadoras de
Colénias (UFC) com caracteristicas macroscopicas (fenotipicas) compativeis para E. coli
(colonias com “brilho verde metalico). Na etapa de caracterizacao fenotipica (identificagdo)
procedeu-se a realizacdo das seguintes provas bioquimicas: Agar TSI (Triple Sugar Iron Agar
/ Agar Triplice Acucar Ferro); Indol; Vermelho de Metila (VM); Motilidade; Citrato de
Simmons e Agar Lisina Descarboxilase. Os isolados de E. coli foram semeados em meio de
conservacao para analises posteriores. Destaca-se que 0s procedimentos dos testes
bioguimicos seguiram as recomendac6es do Winn et al., 2018.

4.5 - PERFIL DE SUSCETIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS:

4.5.1 - Repique bacteriano: Os isolados de E. coli estocados em meio de conservacdo, foram
transferidos para o meio de triagem Agar Acucar Triplo Ferro e de conservacdo, o Agar
Nutriente, seguindo a incubacdo na estufa a 35 = 2°por 24 horas; depois desta etapa de

isolamento e identificacéo, foi realizado o antibiograma.

4.5.2 - Teste Fenotipico Antibiograma: Os isolados de Escherichia coli foram submetidos ao
teste de sensibilidade aos antimicrobianos seguindo as normas do Clinical and Laboratory
Standart Institute - CLSI, e utilizando o método de difusao em disco de Kirby-Bauer (Bauer

et al., 1966; BRASIL, 2003). Na etapa inicial foi preparada uma suspenséo dos isolados de E.
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coli em solucéo fisioldgica esterilizada até alcancar a turbidez padréo correspondente a 0,5 da
escala Mc Farland (1,5x10® UFC/mL). Em seguida, com swab de algod&o estéril, a suspensdo
foi semeada em placas de Petri contendo Agar Mueller-Hinton (MH). Apds absorcdo do
inoculo foram colocados os discos comerciais de antibi6ticos sobre a superficie do Agar MH
com a auxilio de uma pinca estéril. Em seguida as placas foram incubadas em estufa
bacterioldgica a 35 = 2° C por 24 horas. Na tabela 1 estéo listados os antibi6ticos utilizados

no teste do antibiograma.

Tabela 1 - B-lactamicos e as subclasses testadas no antibiograma e os intervalos para interpretacao
dos halos.

B-lactamicos (Subclasse) Sensivel Intermediaria Resistente
Penicilina
Ampicilina 10pug >17 14-16 <13

Cefalosporinas

Cefuroxima 30 ug > 18 15-17 <14
Cefoxitina 30ug > 18 15-17 <14
Cefazolina 30ug > 15 - <14
Ceftazidima 30ug >21 18-20 <17
Cefepima 30pug >25 19-24 <18
Ceftriaxona 30ug >23 20-22 <19

Carbapenémicos

Imipenem 10ug >23 20-22 <19
Meropenem 10pg >23 20-22 >19
Aztreonam 30ug >21 18-20 <17

Inibidores da B-lactamase

Piperacilina +tazobactam >21 18-20 <17
100/10pg

Amoxicilina+ &cido clavulanico >18 14-17 <13
309

A leitura das placas foi realizada fazendo-se a medi¢do dos didmetros dos halos de
inibicdo ao redor do disco de antibiotico de acordo com a descricdo da técnica de disco
difusdo em agar. E os resultados foram comparados com os valores de referéncia,
classificando as cepas com perfil resistente, intermediario e sensivel para cada antibidtico
utilizado (BRASIL, 2003; CLSI, 2017). No controle de qualidade do teste foi utilizada a cepa
de E. coli ATCC 25922.
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4.5.3 - Pesquisa de p-lactamases de Espectro Estendido (ESBL): Na pesquisa E. coli
produtoras de betalactamases de espectro estendido (Extended-Spectrum Betalactamase -
ESBL), foi realizada a técnica de aproximacao de disco. A diluicdo e o semeio na placa foram
realizados como descrito anteriormente no teste do antibiograma. Na sequéncia do teste um
disco de amoxicilina com acido clavulanico foi colocado no centro da placa, em seguida
foram distribuidos, com uma distancia de 30 mm de centro a centro, os discos de ceftriaxona
(30ug); ceftazidima (30ug), cefepima (30pg) e o aztreonam (30upg). As placas foram
incubadas em estufa bacterioldgica a 35 + 2° C por 24 horas. Na interpretacdo do teste é
observado o aparecimento da zona fantasma (sinergia) entre os antimicrobianos, aumento ou
distor¢do do halo que é indicativo de cepa produtora de ESBL. O resultado foi interpretado de
acordo com os critérios estabelecidos pelo Manual Clinical and Laboratory Standards
Institute para Enterobactérias (BRASIL, 2003; CLSI, 2017).

4.6 - ORDENAGAO DE DADOS e ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA: Os dados obtidos
foram organizados em planilha eletrénica do Microsoft Office Excel 2013 para elaboracdo dos
gréficos e tabelas. Justifica-se, a auséncia de apreciacio no Comité de Etica de Pesquisa por

tratar-se de amostras ambientais (agua superficial).
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5- RESULTADOS
5.1 - ISOLADOS DE Escherichia coli E PERFIL DE SUSCETIBILIDADE AOS
ANTIMICROBIANOS

Os resultados do antibiograma foram analisados utilizando-se critérios estabelecidos
pelo CLSI (2017), e a partir dos dados obtidos foram construidas tabelas, assim como gréficos
para demonstrar o perfil de suscetibilidade antimicrobiana.

Os 70 isolados de E. coli analisados neste estudo foram procedentes de trés tipos
diferentes de agua superficial (lago, praia e rio), sendo que entre os isolados bacterianos 18
(26%) eram do lago Agua Preta/Utinga; 18 (26%) da praia do Farol; 20 (28%) da praia do
Murubira, localizadas na ilha do Mosqueiro; e 14 (20%) da &gua do rio Guama.

Os isolados de E. coli foram testados frente a 12 tipos de antibidticos beta-lactamicos
e o0s resultados estdo expressos a seguir. A tabela 2 demonstra o perfil da suscetibilidade das

cepas de E. coli testadas contra os antibidticos B-lactamicos.

Tabela 2 - Perfil geral do antibiograma demonstrando a suscetibilidade dos isolados de E. coli
frente aos antibioticos da classe B-lactamicos.

Antibidticos B-lactamicos Sensivel Intermediério Resistente

N % N % N %
Amoxi+ac.clavul 20/10 pg 64 92 1 5 7
Ampicilinal0 pg 54 78 1 15 21
Piperacilina,tazobactam 100/10ug 69 99 1 0 0
Cefepima 30 g 67 96 3 0 0
Cefazolina 30 ug 50 71 13 19 7 10
Ceftriaxona 30 ug 64 91 4 6 2 3
Cefoxitina 30 pg 63 90 7 10
Ceftazidima 30 ug 68 98 1 1 1 1
Cefuroxima 30 pg 59 84 0 0 11 16
Imipenem 10 pg 51 73 17 24 2 3
Meropenem 10 pg 69 99 1 1 0 0
Aztreonam 30 ug 67 96 1 1 2 3

Os isolados de E. coli testados mostraram uma variacdo de 71 a 99% de sensibilidade.
Os antibioticos Meropenem e Piperacilina+Tazobactam foram os que demonstraram maior
eficiéncia no teste, onde 99% dos isolados de E. coli testados foram sensiveis a estes farmacos,
o menor percentual de sensibilidade foi observado para o antibi6tico Cefazolina, com 71% de
sensibilidade.

A taxa de sensibilidade intermediaria variou de 0 a 24% sendo que o maior percentual
desta constatacdo € para o antibidtico Imipenem 24%, enquanto o menor percentual foi

demonstrado para Cefuroxima e Cefoxitina, com 0%, respectivamente.
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O percentual de resisténcia variou de 0 a 21% sendo que a maior taxa foi demonstrada
para os isolados testados contra o antibiotico Ampicilina (21%), e 0 menor para Imipenem e
Ceftazidima (1%). Destaca-se ainda que os isolados de E. coli testados ndo demonstraram
resisténcia aos antibidticos Meropenem, Cefepime e Piperacilina+Tazobactam. Nota-se que
nenhum antibiético mostrou 100% de eficiéncia frente isolados bacterianos testados neste
estudo. No quadro 1 estéo listados 25 isolados de E. coli, do total de 70, que mostraram perfil

de resisténcia a no minimo um (1) e no maximo sete (7), dos doze (12) antibidticos testados.

Quadro 1 - Perfil de resisténcia de Escherichia coli oriundas do lago Agua Preta, praia do Murubira e
Farol (Mosqueiro) e rio Guama4, coletadas no periodo de abril de 2017 a outubro de 2018, municipio
Belém (PA).

Registro LOCAL RESISTENCIA
PA 4.7 Lago Agua Preta CFZ, AMC, CRX, AMP, CFO
PA 1.2 Lago Agua Preta AMP
PA 1.1 Lago Agua Preta AMP
PA 12.2 Lago Agua Preta IPM
PA 11 Lago Agua Preta AMP
PA 1.3 Lago Agua Preta AMP
PA 1.4 Lago Agua Preta CRX, AMP
PA5.1 Lago Agua Preta CRX
M 2.1 Praia Murubira CRX, CFO
M 1.1.4 Praia Murubira CRX
M 1.3 Praia Murubira AMP
M 2.4 Praia Murubira CFZ, CRO,
M 3.1 Praia Murubira CFZ, CRO, CAZ, CRX, ATM, AMP, CFO
M 1.4 Praia Murubira AMP
M 3.3 Praia Murubira AMP
F24 Praia Farol AMP
F223 Praia Farol CFZ, AMC, AMP, CFO
F224 Praia Farol CFZ, AMC, CRX, AMP, CFO
F34 Praia Farol CFZ, AMC, CRX, ATM, CFO
F3.2.1 Praia Farol IPM
F21 Praia Farol CFZ, AMC, AMP, CFO
F1.1 Praia Farol CRX
P6.1 Rio Guama CRX
P62t Rio Guama CRX
P92 Rio Guama AMP

Legenda: AMP (Ampicilina); ATM (Aztreonam); AMC (Amoxicilina + Clavulanato); CAZ (Ceftazidima); CFO
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(Cefoxitina); CFZ (Cefazolina); CPM (Cefepime); CRX (Ceftriaxona); CRO (Cefuroxima); IMP (Imipenem); PPT
(Piperacilina + Tazobactam); MER (Meropenem).

Os dados apresentados na tabela 3 demonstram que a maior ocorréncia de resisténcia
foi observada para o antibiotico Ampicilina (AMP) com 15 cepas, sendo que a maior
frequéncia desta ocorréncia foi observada em isolados do lago Agua Preta, dos 8 pontos
estudados em 6 foram encontradas cepas resistentes a este antibiotico. Outra frequéncia a se
destacar é que os isolados de E. coli resistentes a Ampicilina (AMP) e a Cefuroxima (CRX)

ocorreram em todos os cursos d’agua avaliados.

Tabela 3 - Frequéncia de isolados de E. coli com perfil de resisténcia procedentes do ambiente hidrico
urbano, municipio de Belém — PA.

AMC AMP ATM CAZ CFO CFZ CRO CRX IPM

Ambiente Hidrico

Lago Agua preta 1 6 - - 1 1 - 3 1
Praia Farol 4 4 1 4 4 3 1
Praia Murubira - 4 1 1 2 2 2 3 -
Rio Guama - 1 - - - - - 2 -
Total 5 15 2 1 7 7 2 11 2

Legenda: AMP (Ampicilina); ATM (Aztreonam); AMC (Amoxicilina + Clavulanato); CAZ (Ceftazidima); CFO
(Cefoxitina); CFZ (Cefazolina); CPM (Cefepime); CRX (Cefuroxima); CRO (Ceftriaxona); IMP (Imipenem); P
PT (Piperacilina + Tazobactam); MER (Meropenem).

A figura 9 demonstra o percentual de isolados resistentes em relacdo ao total
(25/100%), e o local de origem dos isolados de E. coli, destacando que o maior percentual
(8/32%) foi identificado no lago Agua Preta; o percentual dos isolados oriundos de agua

praias foram iguais (7/28%) e o menor percentual estd demonstrado no rio Guama (3/12%).
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Percentual de ocorréncia de isolados de E.coli Resistentes e local de
origem

N25

ELago A.Pretan=8 MHPraia Faroln=7 &Praia Murubiran=7 HRio Guams n=3

Figura 9 — Frequéncia dos isolados de E. coli com perfil de resisténcia e local de origem.

Os dados da figura 10 sdo referentes ao percentual de isolados que demonstraram
sensibilidade intermediéria identificados em cada curso d’agua, em relagdo ao total das cepas
(29/100%) com esta caracteristica. Percebe-se que (13/45%) os isolados do lago Agua Preta
revelaram ter sensibilidade intermediéria aos antibioticos testados, inclusive esse valor € bem
superior quando comparado aos demais isolados de E. coli que demonstraram este perfil. No
caso de agua de praia foi observado perfil intermediario dos isolados das praias do Farol
(8/28%) e do Murubira (7/24%); e o menor percentual foi demonstrado nos isolados de E. coli
procedentes do rio Guama (1/3%).

Percentual de ocorréncia de isolados de E.coli com sensibilidade
intermediaria elocal de origem

3%

N29

ELago A. Preta n=13 ®Praia Farol =8 = Praia Murubira n=7 HRio Guama n=1

Figura 10 - Frequéncia dos isolados de E. coli com perfil intermediario e local de origem
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5.3 - DETECCAO DE ESBL

O teste fenotipico para a deteccdo da producdo de ESBL foi realizado com quatro (4)
isolados que apresentaram resisténcia a alguma das Cefalosporinas de terceira geragdo, como
Cefotaxima, Ceftriaxona e Ceftazidima. E a confirmacéo desse perfil fenotipico foi realizado
através do teste de aproximacdo de disco, para a deteccdo de ESBL. Destaca-se que 0s

resultados revelaram que nenhum isolado de E. coli produziu a enzima ESBL.
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6 — DISCUSSAO

A deteccdo de cepas de E. coli originadas de ambiente aquético e que sdo resistentes a
antibioticos particularmente os B -lactamicos é relevante, por se tratar de uma classe muito
utilizada na terapéutica tanto em ambiente hospitalar quanto ambulatorial (SUAREZ;
GUDIOL, 2009).

Na analise geral em relagdo ao perfil de suscetibilidade (Tabela 2), os isolados
demonstraram maior percentual do fendtipo resistente para o B-lactamico Ampicilina que é
um integrante da subclasse das penicilinas. Observou-se que, das 70 cepas 15 (21%)
demonstraram este perfil, 0 mesmo percentual foi relatado por Oliveira et al. (2012) no estudo
sobre a ocorréncia de E. coli multirresistentes em praias de Lajeado - TO. Schneider et al.
(2009) demonstraram o perfil de resisténcia de E. coli em aguas superficiais e encontraram
um percentual de 36,5% de resisténcia para Ampicilina. Este percentual foi préximo ao
encontrado por Franca e Melloni (2014), que utilizaram em seus estudos &guas de rio e de
cachoeira, e demonstraram resisténcia das cepas para a Ampicilina em 36,6%. Em um estudo
mais recente, CHO et al. (2018) detectaram a resisténcia a Ampicilina em 32,4% de cepas de
E. coli isoladas da bacia hidrografica do Alto Oconee, no nordeste da Gedrgia.

Os achados mencionados reforcam os demonstrados neste trabalho. Entretanto, séo
percentuais inferiores aos encontrados por Amaya et al. (2012), que informaram 100% de
resisténcia a Ampicilina em E. coli quando estudaram diferentes fontes aquaticas em Leon, na
Nicaragua. E o oposto também foi relatado nos resultados de Vasconcelos et al. (2010) que
demonstram 100% de sensibilidade para este antibiotico. A variacdo dos percentuais
demonstrados pode indicar que a ocorréncia de resisténcia antibacteriana em corpos d’agua
deve-se a alguns fatores como: proximidade com éareas de cultivo; esgotos hospitalare;,
sazonalidade (periodo chuvoso); entre outros (VASCONCELOS et al., 2010).

Na continuacdo da andlise geral em relacdo ao perfil de suscetibilidade, pode-se
destacar outros B-lactamicos que os isolados de E. coli demonstraram ser resistentes e que
fazem parte da subclasse das Cefalosporinas, esses antibidticos foram classificados em quatro
geracOes dependendo da ordem de seu desenvolvimento, propriedades estruturais comuns e
espectro antimicrobiano (MELLA et al., 2001). Foram testados seis antibidticos deste grupo, e
em cinco foi detectada resisténcia dos isolados, foram eles: a Cefuroxima (14%) (segunda
geracdo), Cefoxitina (9%), Cefazolina (9%) (primeira geracdo), Ceftriaxona (3%) e
Ceftazidima (1%) (terceira geracao).

Hahn et al. (2015) relataram 32,4% de resisténcia para Cefoxitina em Gram-negativos.

Akiba et al. (2016) ao estudar a resisténcia de E. coli a algumas Cefalosporinas determinaram
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100% dos isolados resistentes a Cefazolina, percentual bem acima do mencionado no presente
estudo. A resisténcia a Ceftriaxona foi de 3% neste estudo, resultado bem préximo ao
encontrado por Amaya e colaboradores que relataram 4%.

Ao analisar a ocorréncia de perfil fenotipico de Enterobactérias resistentes aos p-
lactdmicos, Santos (2018) relatou 8,6% das cepas como resistentes a Cefuroxima, percentual
menor que o encontrado neste estudo (14%).

A Unica Cefalosporinas em que os isolados ndo apresentaram resisténcia foi a
Cefepima. Este resultado é um bom indicativo j& que esta Cefalosporinas é de 4% geracao
considerado um antibi6tico menos suscetivel a inativacdo enzimatica pela AMPc, mas que sao
frequentemente inativadas pelas ESBLs. No entanto, estudos relatam que este antibidtico vem
mantendo sua atividade contra E. coli resistentes a outras Cefalosporinas (THOMSON,;
MOLAND, 2001; NOGUEIRA et al., 2006).

O Aztreonam é o Unico representante da classe dos monobactamicos e a deteccdo da
resisténcia para este B- lactamico foi de 3% nas cepas testadas de E. coli. Alguns trabalhos
também demonstraram a resisténcia a este antibiotico, porém com percentuais acima, como o
de Abreu et al. (2010) que relataram 12,8%, e mais recentemente Bortoloti et al. (2018) que
detectaram porcentagem média de 15% em amostras de agua de praias.

A associacdo de uma penicilina com inibidor de B-lactamase também foram incluidos
no estudo, sendo eles a amoxicilina+ac.clavulanico, onde os isolados demonstraram
resisténcia em 6%, e a Piperacilina+Tazobactam, que ndo foi constatada a resisténcia a este
antibidtico nesse estudo, sendo eficaz em 99% das cepas. A associacdo amoxicilina+
Clavulanato no estudo de Amador et al. (2015) mostrou um alto percentual de cepas de E. coli
resistentes para este tipo de farmaco em 43,5% de seu estudo sobre o perfil de resisténcia em
aguas residuais tratadas e langcadas no rio Mondego, Coimbra, Portugal. Em contrapartida,
neste estudo, foi observado um percentual de 6% das cepas resistentes para esta associacao.
Quando ha resisténcia a um inibidor da B-lactamase, os pesquisadores tém sugerido a acdo de
outro mecanismo de resisténcia além de ESBL (RODRIGUES; MESQUITA, 2016).

Em relagdo os Carbapenémicos foram testados dois representantes desta subclasse o
Imipenem, onde a deteccdo de resisténcia entre os isolados de E. coli foi de 1%, enquanto o
Meropenem nenhum isolado foi resistente. Destaca-se que esta constatacdo é satisfatoria, pois
os Carbapenémicos estdo inseridos na terapia antibacteriana de escolha em infec¢Ges no
ambiente hospitalar causadas por bactérias Gram-negativas multirresistentes, incluindo as
Enterobactérias produtoras de ESBL (NORDMANN et al., 2009).
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Ao observar a ocorréncia das cepas resistentes aos antibioticos em cada recurso
hidrico, os isolados resistentes a ampicilina foi mais frequente. No lago Agua Preta foi
detectada maior frequéncia de isolados resistentes, sendo que dos oito (8) isolados analisados,
seis (6) demonstraram resisténcia a este antibiotico (Tabela 3). Ressalta-se que varios estudos
relatam a ocorréncia deste antibiotico no ambiente hidrico, como citado anteriormente neste
estudo. Deve-se destacar também que a Cefuroxima foi detectada em todos os cursos d’agua
analisados, sendo que esta constatacdo pode ser devido ao despejo de esgoto hospitalar no
ambiente hidrico urbano, ja que esta Cefalosporina é bastante utilizada no ambiente hospitalar
(HARRIS, 2015).

A constatacdo da resisténcia de E. coli a um farmaco bastante utilizado na clinica em
amostras ambientais, alerta a comunidade de salde ja que este agente esta envolvido nas mais
variadas infeccdes em humanos e animais (CAUMO et al., 2010).

O maior percentual de resisténcia antimicrobiana aos p-lactamicos em relacdo ao local
de origem das cepas na analise da figura 9, foi registrado no lago Agua Preta (32%) este fato é
preocupante pois, este recurso faz parte do manancial do sistema de abastecimento hidrico da
cidade de Belém (PA). Este resultado ¢ diferente do encontrado Vasconcelos et al. (2010) que
também avaliaram o perfil de resisténcia de dguas de locais de abastecimento publico e ndo
identificaram estirpes resistentes aos B-lactamicos. Ja& Bortoloti et al. (2016) corroborando
com este trabalho, identificaram cepas de E. coli resistentes a antibiéticos incluindo os f-
lactimicos em um percentual de até 61%, ao estudarem varias fontes de agua de
abastecimento populacional em periodos chuvoso e seco.

Vasconcelos e Souza (2011) detectaram alguns determinantes para a contaminagédo do
manancial do Utinga onde esta localizado o lago Agua Preta como: despejo de residuos na
area pela populacdo do entorno; auséncia de coleta regular dos residuos sélidos localizados
nas proximidades do Parque Ambiental do Utinga, onde estdo localizados os lagos; e esgotos
oriundos do entorno e de bairros distantes; entre outros.

Os isolados originados das aguas de praia Farol e Murubira revelaram o mesmo
percentual de resisténcia (28%). Os resultados deste estudo para estes cursos d’agua, sdo
superiores aos relatados por Oliveira et al. (2012), que na avaliacdo de aguas de praias
detectaram que 19,5% das bactérias E. coli foram resistentes aos antibidticos, inclusive aos [3-
lactamicos.

Ao pesquisarem a resisténcia de E. coli a antimicrobianos em agua de praia em
Quebec, Turgeon et al. (2012) identificaram 27,9% e 38,4% de isolados resistentes nos anos

de 2004 e 2005. Em um estudo mais recente, Ebomah et al. (2018), demonstraram que 100%
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das estirpes de E. coli foram resistentes aos antimicrobianos entre eles os -lactamicos.

As praias do Farol e do Murubira, pertencem ao distrito de Mosqueiro, municipio de
Belém (PA), a contaminacdo hidrica dessas praias & decorrente entre outros fatores, da
alteracdo ambiental devido ao desmatamento, desbarrancamento e pela ocupacdo desordenada
(CABRAL, et al., 2015). As aguas recreacionais tém sido associadas como um potencial
reservatorio de resisténcia antimicrobiana de E. coli (Hamelin et al., 2007).

Dentre os isolados de E. coli analisados neste trabalho, o menor percentual de
resisténcia detectado foi do rio Guama (12%). Hahn et al. (2015) relacionaram bactérias
Gram-negativas a resisténcia antimicrobiana incluindo aos da classe de interesse deste estudo
em 77,3% dos isolados provenientes do Rio dos Sinos (RGS), inclusive com valor bem acima
do encontrado neste estudo.

Para Oliveira et al. (2012), a degradacdo dos recursos hidricos vem ocorrendo de
maneira constante e de vario modos, destacando o despejo direto de esgoto em rios, uma vez
que as areas do entorno serem habitadas de maneira desordenada, o que faz com que o destino
final, dos mais variados tipos de residuos sejam os cursos d’agua mais proximos,
representando risco a salde e ao bem-estar da populacdo. Santos et al. (2014) em seu estudo
sobre a qualidade da agua do rio Guama e da baia do Guajara relatam que residuos sélidos e
liquidos alcangam os principais cursos d’agua da cidade de Belém de forma direta ou indireta,
sem receber qualquer tipo de tratamento, aumentando dessa forma a contaminacdo desses
recursos.

Neste estudo a pesquisa para a deteccdo da enzima ESBL também foi realizada. As
ESBL séo reconhecidas tipicamente pela sua capacidade hidrolitica apresentada frente as
Penicilinas, Cefalosporinas e o Aztreonam (BUSH; FISHER, 2011). Destaca-se que nesse
estudo ndo foram detectados isolados produtores de ESBL. As prevaléncias, assim como, as
caracteristicas fenotipicas dos isolados produtores dessa enzima variam dependendo da regido
em que o estudo é realizado. No entanto, E. coli € uma das espécies em que a enzima € mais
frequentemente detectada (FREITAS et al., 2003).

Entretanto, varios estudos ja evidenciaram a ocorréncia de ESBL em isolados
bacterianos procedentes de ambientes aquaticos. Hassen et al. (2018), demonstraram 29,1%
em isolados de Enterobactérias procedentes de aguas superficiais e de estacbes de tratamento
na Tunisia. Gekenidis et al. (2018) detectaram 22% em aguas de irrigacdo. Liu et al. (2018)
evidenciaram um percentual menor 2,8% em E. coli isoladas da agua de rio.

A producdo desta enzima entre as Enterobactérias geralmente é associada as taxas

mais altas de faléncia terapéutica e mortalidade em pacientes com quadro de bacteremias
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quando comparadas com o mesmo quadro onde as bactérias ndo sdo produtoras de ESBL.
Ressalta-se que muitos outros mecanismos de resisténcia estdo presentes entre as
Entreobactérias, originando multirresisténcia as varias classes de antibidticos (GASTALHO et
al., 2014; FRIEDMAN et al., 2016).

Os cursos d’agua envolvidos no estudo estdo localizados no municipio Belém-PA,
onde os baixos indices de saneamento basico se refletem nos altos indices de doencas de
veiculacdo hidrica, além de problemas ambientais relevantes. Esses problemas sé&o
influenciados entre outros, pelo aumento demografico desordenado e pelo langamento de
esgoto sem tratamento nos corpos receptores dos recursos hidricos (SOUSA et al., 2018).

A resisténcia antimicrobiana é um tema relevante, por tratar-se de um problema de
impacto na saide humana e no meio ambiente, varios estudos abordaram a preocupacéo de
diversos paises com a presenca de fa&rmacos no ambiente aquatico, principalmente por nao
haver parametros aceitaveis de tais substancias nesse ambiente e por sua capacidade de
persisténcia no ambiente podendo ocasionar prejuizos aos seres humanos e na biota
(CARVALHO et al., 2016).

Por fim, os resultados desse estudo demonstram a necessidade de monitoramento do
ambiente aquético, tendo em vista a detec¢do de isolados de E. coli com perfil de resisténcia
aos antibidticos procedentes de diferentes cursos d"agua, receptores de efluentes domésticos e
industriais, dos centros urbanos onde ha deficiéncia dos servicos de saneamento basico, como

no municipio de Belém-Para.
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7 - CONCLUSAO

. Foi observado, a ocorréncia de Escherichia coli resistentes a antimicrobianos f-
lactdmicos em todos os ambientes aquaticos estudados (lago, praia, rio). Revelando que a
disseminacdo dos genes de resisténcia vem ocorrendo nestes ambientes. Representando

potencial risco para a populagéo.

= A ocorréncia de resisténcia antimicrobiana foi detectada em 36% dos isolados

. A ampicilina foi o antibiético em que os isolados demonstraram maior resisténcia.
Confirmando que, as E. coli demonstram prevaléncia desta caracteristica fenotipica para este

antibidtico, entre os B-lactamicos.

. O maior percentual de isolados resistentes, foi detectado no lago Agua Preta,

importante corpo d’agua que faz parte do complexo de abastecimento da cidade de Belém-PA.

. O uso racional dos antibioticos e legislacdo especifica para o destino deste recurso em
todas as atividades, visando a mitigacdo da disseminacdo, haja visto que a presenca de
Escherichia coli resistentes e multirresistentes € um possivel indicativo de contaminacao
provenientes de esgoto hospitalar, residencial e de atividades que envolve o uso de

antibidticos.

. E necessario ampliar o monitoramento da ocorréncia de isolados de E. coli resistentes
a antimicrobianos no ambiente hidrico urbano visando garantir a qualidade microbioldgica da
agua a ser distribuida para o consumo da populacédo, tendo em vista que o rio Guama e o lago
Agua Preta sd0 mananciais de abastecimento de agua do municipio de Belém-PA.
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