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MORETTO, Vanessa Tibolla. Avaliacdo microbiolégica da &gua e o perfil de
resisténcia antimicrobiana em enterobactérias de colecfes hidricas de Salvador e
area rural da Bahia. 90 f. il. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia em Saude e
medicina Investigativa) - Instituto Gong¢alo Moniz, Fundacao Oswaldo Cruz, 2018.

RESUMO

INTRODUCAO: As colecdes hidricas sdo importantes cenarios na disseminacio e selecio
de bactérias resistentes. O descarte inapropriado de dejetos e a contaminacéo fecal
possuem fortes impactos ambientais e ha comunidade, sendo esta Ultima mais propensa a
contrair infeccdes através destes recursos hidricos contaminados. OBJETIVO: O objetivo
do trabalho foi avaliar o perfil microbiologico e de resisténcia antimicrobiana de colecdes
hidricas de area rural e urbana da Bahia. MATERIAL E METODOS: Para esta andlise,
amostras de cole¢des hidricas sem proximidades a hospitais ou centros de saude do distrito
de Jenipapo em Ubaira/BA (zona rural, n=3) e de Salvador/BA, nas comunidades de Dique
do Cabrito, Dique do Tororé e Lagoa do Abaeté (zona urbana, n=9) foram avaliadas e
coletadas a cada trés meses no periodo de um ano (Out/2016-Ago/2017). A quantificacdo
de coliformes totais foi realizada através do kit Coliscan EasyGel®. A triagem de
enterobactérias foi realizada em duas placas de Agar MacConkey, contendo 2ug/mL de
cefotaxima e 1ug/mL de meropenem, individualmente. A identificacdo foi realizada por
espectrometria de massa (MALDI-TOF®) e o perfil de sensibilidade por Vitek®. A presenca
dos genes de resisténcia aos betalactamicos foi analisada por PCR convencional, para os
isolados de Escherichia coli, Enterobacter cloacae e Klebsiella pneumoniae.
Os primers tinham como alvo os genes de resisténcia associados a producdo de beta-
lactamases do tipo cefotaximases (blactxwm, blasnyv, blatem) e carbapenemases (blakec,
blavim, blanom, blaspm, blaoxa-2s). RESULTADOS: A contagem média de coliformes totais
para Jenipapo foi de 1409 UFC/100 mL. Nos sitios urbanos Dique do Cabrito, Dique do
Toror6 e Lagoa do Abaeté foram 2885, 601 e 617 UFC/100 mL, respectivamente. Foram
identificadas 19 espécies de enterobactérias do total de 196 bactérias selecionadas. As
principais enterobactérias identificadas na area rural foram: E. cloacae (31%), Providencia
rettgerii (18%), E. coli (9%) e Morganella morgani (9%). Na area urbana: E. cloacae (38%),
K. pneumoniae (27%) e E coli (16%). Mais que 35% dos isolados de E. cloacae mostraram-
se resistentes a ampicilina/sulbactam. Na area urbana foram ainda identificadas cepas
de E. colie K. pneumoniae multirresistentes, 20% e 7% respectivamente. Todos o0s
isolados de P. rettgeri 12/12 (100%) e 4/4 (100%) M. morganii também demonstraram ser
resistentes a ampicilina/sulbactam. Genes associados a resisténcia foram identificados
tanto nas enterobactérias analisadas na area rural: blayim (38%), blaoxa-4s (33%), blacrx-
m (19%) e blaspn (9%); quanto na area urbana: blaoxa-4s (35%), blacrx-m (22%); blavim (19%);
blasen (19%) e blanom (2,7%); blatem (1,3%). CONCLUSOES: Os resultados apresentados
neste trabalho evidenciaram a presenca de contaminacdo fecal e de enterobactérias
resistentes nas cole¢@es hidricas na Bahia, tanto do ambiente rural quanto urbano, mesmo
distante de &areas hospitalares.

Palavras-chaves: Colecdes hidricas, Enterobactérias, Genes de resisténcia, Resisténcia
antimicrobiana



MORETTO, Vanessa Tibolla. Microbiological evaluation of water and the profile of
antimicrobial resistance in enterobacteria from water collections of Salvador and
rural area of Bahia. 90 fl. Il. Thesis (Mestrado em Biotecnologia em Saude e
medicina Investigativa) - Instituto Goncalo Moniz, Fundag¢do Oswaldo Cruz, Institute
Goncalo Moniz, Salvador, 2018.

ABSTRACT

INTRODUCTION: Water collections are important scenarios in the dissemination and
selection of resistant bacteria. Inadequate waste disposal and fecal contamination have
strong environmental and community impacts, the latter being more likely to contract
infections through these contaminated water resources. OBJECTIVE: The objective of this
work was to evaluate the microbiological and antimicrobial resistance profile of water
collections in rural and urban areas of Bahia. MATERIAL AND METHODS: For this analysis,
samples of water collections without proximity to hospitals or health centers of the district of
Jenipapo in Ubaira/BA (rural area, n=3) and of Salvador/BA, in the communities of Dam of
Cabrito, Dam of Tororé and Abaeté Lagoon (urban area, n=9) were evaluated and collected
every three months in a one-year period (Oct/2016-Aug/2017). Quantification of total
coliforms was performed using the Coliscan EasyGel® kit. Enterobacteria screening was
performed on two MacConkey agar plates containing 2 ug/mL cefotaxime and 1 pg/mL
meropenem, individually. Identification was performed by mass spectrometry (MALDI-
TOF®) and the sensitivity profile by Vitek®. The presence of beta-lactam resistance genes
was analyzed by conventional PCR for Escherichia coli, Enterobacter cloacae and Klebsiella
pneumoniae isolates. The primers targeted resistance genes associated with the production
of beta-lactamases of the cefotaxime type (blactx-m, blaswy, blatem) and carbapenemases
(blakpc, blavim, blanom, blasem, blaoxa-4s). RESULTS: The mean total coliform count for
Jenipapo was 1409 CFU / 100 mL. In the urban sites Dam of Cabrito, Dam of Tororé and
Abaeté Lagoon were 2885, 601 and 617 CFU / 100 mL, respectively. A total of 19 species
of enterobacteria were identified from a total of 196 selected bacteria. The main
enterobacteria identified in the rural area were: E. cloacae (31%), Providencia rettgerii
(18%), E. coli (9%) and Morganella morgani (9%). In the urban area: E. cloacae (38%), K.
pneumoniae (27%) and E coli (16%). More than 35% of E. cloacae isolates were resistant
to ampicillin/sulbactam. In the urban area, strains of multiresistant E. coli and K. pneumoniae
were also identified, 20% and 7%, respectively. All isolates from P. rettgeri 12/12 (100%)
and 4/4 (100%) M. morganii have also been shown to be resistant to ampicillin/sulbactam.
Genes associated with resistance were identified in both enterobacteria analyzed in the rural
area blavim (38%), blaoxa-4s (33%), blactx-w (19%) e blaspn (9%); and in the urban area:
blaox/.\-48 (35%), blaCTx-M (22%), blav|M (19%), blaspN (19%) e bIaNDM (2,7%); bIaTEM (1,3%)
CONCLUSIONS: The results presented in this study evidenced the presence of fecal
contamination and of resistant enterobacteria in the water collections in Bahia, both in rural
and urban environments, even distant from hospital area.

Key words: Water collections, Enterobacteria, Resistance genes, Antimicrobial resistance
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1. INTRODUCAO

Um grande problema de Saude Publica no Brasil € a falta de saneamento basico,
que culmina na contaminacao de recursos hidricos e deficiéncia no tratamento adequado
dos esgotos. De acordo com a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos
(United States Environmental Protection Agency) - USEPA, a quantificacao de coliformes
fecais é de grande interesse para Saude Publica, pois a deteccdo de altos niveis de
patbgenos nestes ambientes estd frequentemente associada a elevados niveis de
infeccbes nas comunidades (USEPA, 2017). Isso se deve ao fato de que a maioria dos
microrganismos patogénicos causadores de doencas transmitidas pela agua sao

predominantemente de origem fecal (PEREIRA, 2016).

Os ambientes hidricos se tornaram meios de selecao e disseminacgéo de bactérias
resistentes. O aumento histérico do uso de antimicrobianos, tanto na area médica quanto
na pecuaria, pode contribuir para a sele¢cdo de agentes microbianos resistentes a esses
medicamentos (ECONOMOU, 2015; WENDLANDT, 2015). Quando utilizados de forma
consciente, os antibiéticos se mostram eficazes, conseguindo reduzir as taxas de
infeccdo e, consequentemente, sendo capaz de extinguir o microrganismo (WHO, 2012).
Contudo, a alta eficiéncia na cura aliada a falta de regulamentacdo da venda dos
antibiéticos, que aconteceu por muito tempo, principalmente no Brasil, gerou uma grande
facilidade para a obtencao e utilizacao deste tipo de medicamento. Diante desse quadro,
evidencia-se que o uso indiscriminado de antimicrobianos cria uma pressdo seletiva
podendo favorecer a selecdo de bactérias resistentes (O'NEILL, 2016; WHO, 2017).

A emergéncia de resisténcia antimicrobiana tem alarmado as autoridades de
Saude Publica, de modo geral. Dados do Centro de Controle e Prevengédo de Doencgas
(CDC), nos Estados Unidos, estimam que mais de 2 milhdes de infec¢bes sdo acometidas
por bactérias resistentes, com mais de 23.000 mortes por ano (CDC, 2014). Se ndo forem
implementadas medidas de controle eficazes, estima-se que, em 2050, as infec¢des por
bactérias resistentes causardo 10 milhdes de mortes anualmente, superando a

mortalidade causada pelo cancer. Além disso, estima-se que o impacto no gasto mundial
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em saude sera alarmante, podendo alcancar a marca de 100 bilhdes de dolares por ano
(O'NEILL, 2016).

A vigilancia da qualidade microbiolégica da dgua e o perfil de susceptibilidade aos
antimicrobianos das enterobactérias contaminates nos recursos hidricos se fazem
necessarios para uma melhor compreensdo do potencial impacto ambiental e na
populacdo, que utiliza esses recusos hidricos para diferentes fins, com risco de contrair
doencgas transmitidas pela agua.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 POLUICOES DE AGUAS SUPERFICIAIS

A agua € um recurso natural indispesavel a vida humana e, por isso, deve estar
assegurada forma igualitaria a todos (WHO, 2011). No entanto, estima-se que 4,5 bilhdes
de pessoas em todo o mundo ndo possuem saneamento basico adequado e mais de 2,2
bilhdes de pessoas carecem de acesso a um sistema seguro de gestao de recursos
hidricos, fatores estes que influenciam diretamente na qualidade de vida da populacéo.
(WHO, 2014). A falta de saneamento concomitante a falta de acesso a agua potavel sao
a segunda maior causa de mortalidade infantil, responséaveis por 1,8 milhdo de mortes de
criangas por diarreia por ano (PNUD, 2008).

Poluicdo das aguas pode ser definida como qualquer alteracdo em suas
caracteristicas quimicas, fisicas e biolégicas, provocadas por interferéncias naturais ou
humanas (CABRAL, 2010). De acordo com a Companhia de Tecnologia e Saneamento
Ambiental (CETESB), o controle da poluicdo estd diretamente relacionado com a
protecdo da saude, garantia do meio ambiente ecologicamente equilibrado e a melhoria
da qualidade de vida, lei fortalecida pelo Conselho Nacional do Meio Ambiente
(CONAMA) na portaria de n° 357/05 (CETESB, 2013). De acordo com os padrdes de
balneabilidade determinados pelo CONAMA, portaria n°® 274/00, corpos d’agua que
excederem 2.500 (UFC/100 mL) de coliformes totais e 2.000 (UFC/100 mL) de
Escherichia coli sdo consideradas aguas impréprias para utilizacao.

No Brasil, a polui¢cdo dos corpos hidricos envolve com maior frequéncia o descarte
de efluentes organicos, os quais estdo mais associados a condi¢cdes precéarias de
saneamento basico e a densidade populacional (CARVALHO, 2016). Essas condicdes
sao facilmente encontradas em algumas zonas rurais, mas principalmente em areas
urbanas onde ha um crescimento desordenado e a concentracdo de habitantes é maior
(WU et al, 2011). Individuos de areas préximas a esses ambientes poluidos apresentam

maior risco de contrair doencas transmitidas pela agua (CARVALHO, 2003; FIA, 2015).
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Em ambientes rurais, a exposicdo ao ambiente aquatico é mais frequente, devido a
utilizacao das aguas para diferentes propadsitos. Por outro lado, a zona urbana apresenta
uma maior densidade populacional ao redor desses recursos hidricos, 0 que aumenta a

contaminacgao destes corpos d’agua (WU et al, 2011, FIA, 2015).

Grande parte da dispersdo e desenvolvimento de organismos bacterianos
resistentes a antibidticos esta intimamente relacionada aos ambientes hidricos (ZHOU,
2016; GONCALVES 2016). Isso acontece devido ao descarte de dejetos organicos
domésticos introduzindo diretamente bactérias do trato gastrointestinal e residuos
hospitalares sem nenhum tipo de tratamento no ambiente, sendo os corpos d"agua os
principais receptores desses poluentes (SILVA 2014; CARVALHO 2016). Outras
potenciais fontes de contaminacéo de corpos hidricos podem ser os dejetos de animais
de criacdo, que se acumulam ao longo das margens ou séo, eventualmente, levados ao
leito destes, contribuindo para a alteracdo do ecossistema microbiologico local e o préprio
uso indiscriminado de antimicrobianos aplicados na medicina veterinaria (AAM, 2009;
PEREIRA, 2016).

2.2 AMBIENTES AQUATICOS E RESISTENCIA MICROBIANA

Uma das preocupacdes ambientais esta relacionada a presenca de subprodutos e
moléculas ativas de antimicrobianos em estacfes de tratamento de esgoto e,
posteriormente, nos rios e efluentes, que levam a uma pressao seletiva de bactérias
resistentes. No entanto, os efluentes das industrias farmacéuticas possuem baixa
biodegradacéo e alta toxicidade, podendo provocar efeitos adversos, causando danos a
ecologia aquatica (ONESIOS, YU e BOUWER, 2009).

A resisténcia bacteriana aos antimicrobianos pode se dar por mutacoes
espontaneas, selecéo natural ou por transferéncia horizontal génica. Esta ultima possui
um papel muito importante na disseminacdo de genes de resisténcia, seja interespécie

ou intraespécies. A transferéncia horizontal € um processo fortemente associado a locais
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com grande variabilidade da microbiota, assim como o0s ambientes aquaticos
(BENGTSSON, 2015; LI; MANAIA, 2017).

Os antimicrobianos permanecem inalterados e ativos por um longo periodo de
tempo, ou seja, ndo sdo degradados nestes ambientes hidricos, podendo ainda exercer
pressao seletiva nas bactérias presentes neste ambiente (LI et al, 2012; SU et al, 2018).
Dessa forma, essas colec¢des hidricas tornam-se um dos meios mais potencializadores
para a selecdo de bactérias com perfis multirresistentes, contribuindo para a
disseminacéao e selecdo destes agentes e de elementos genéticos ligados a resisténcia
(Ll e al, 2012; BENGTSSON, 2014; RODRIGUEZ, 2015).

2.3 ENTEROBACTERIAS PRESENTES NAS AGUAS CONTAMINADAS E SUA
IMPORTANCIA CLINICA

O grupo das enterobactérias se caracterizam por serem bactérias bacilos Gram-
negativos, aerébias ou anaerobias facultativas, capazes de crescer na presenca de sais
biliares ou outros compostos ativos de superficie e que fermentam a glicose com possivel
producéo de &cidos, aldeidos e gas (WINN et al, 2008). Os coliformes termotolerantes
sdo bactérias capazes de fermentar a lactose com producéo de gas a 44°C em 24 horas,
sendo a Escherichia coli a principal espécie desse grupo (WINN et al., 2008). As
principais formas de contrair os coliformes séo, geralmente, através da ingestao de agua
ou alimentos contaminados (WINN et al., 2008). Bactérias dessa familia sdo amplamente
distribuidas na natureza, podendo ser encontradas no solo, aguas e vegetais e

colonizando o trato intestinal de animais homeotérmicos (RILEY 2014).

Enterobactérias como E. coli sdo consideradas indicadores de contaminagéo fecal
recente por fazerem parte do trato gastrointestinal de humanos e animais de sangue
guente (PEREIRA, 2016; RILEY, 2014). Contudo, a grande problematica ndo se atém
apenas ao fato da contaminacdo fecal nos ambientes aquaticos, mas sim a

multirresisténcia em isolados de Enterobacter cloacae, E. coli, Klebsiella pneumoniae e
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outras espécies da familia Enterobacteriaccea estarem cada vez mais presentes no meio

ambiente.

Nos humanos, essas bactérias sdo responsaveis por grande parte das infecgcbes
presentes nas comunidades e hospitais (BRIONGOS-FIGUERO, 2012; KAHLMETER,
2015). E. coli possui destaque em causar infec¢des no trato urinario, além de infeccbes
gastrointestinais (RILEY, 2014). K. pneumoniae e Enterobacter spp. estdo associadas a
infecgbes intra-abdominais e, principalmente, pneumonia, sendo Enterobacter spp
responsavel por aproximadamente 11% dos casos de pneumonia clinica (BIBERG, 2015;
FEIZABADI, 2010; BEGHI, 2018). K. pneumoniae pode ser encontrada tanto em fezes
humanas quanto na colonizacdo da nasofaringe, sendo este ultimo em menor frequéncia
(BIBERG, 2015). Dessa forma, as principais infecgbes caudadas por esse agente sao
associadas a infeccdes respiratorias, do trato urinario e gastrointestinal, podendo
apresentar altas taxas de morbi-mortalidade (WINN et al., 2008; KARANIKA, 2016).
Enterobacter spp é frequentemente associado a infecgcbes comunitarias e com maior
destaque em infec¢cdes hospitalares, representando cerca 6% de todos os isolados
nosocomiais no Brasil (OLIVEIRA, 2013).

2.4 RESISTENCIA ANTIMICROBIANA EM ENTEROBACTERIAS

2.4.1 Resisténcia as quinolonas e aminoglicosideos

Desde sua descoberta, o amplo uso de quinolonas tem contribuido para o
crescente aumento de cepas resistentes, colocando em xeque o0 uso deste
antimicrobiano (LASTOURS, 2016). Na familia Enterobacteriaceae, a resisténcia a
quinolonas e fluorquinolonas é bastante comum, principalmente em isolados de E. coli
(KIM, 2015). O uso desta classe de antibioticos & amplamente utilizado no tratamento de
infeccbes em humano, mas principalmente, na medicina veterinaria, o que pode contribuir
com o0 a disseminacdo destes genes do meio ambiente e para a comunidade
(ALSHARAPY, 2018).
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Outra classe de antimicrobianos que por muitas décadas foram drogas de
referéncia no tratamento de infec¢des por isolados da familia Enterobacteriaceae e em
endocardites causadas por Gram-positivos, do género estreptococos, enterococos e
estafilococos, sdo os aminoglicosideos (LEGGETT, 2017). Devido a sua excelente
atividade antimicrobiana e o baixo custo, houve um aumento da incidéncia de cepas
bacterianas resistentes a estreptomicina, gentamicina e amicacina (LEGGETT, 2017). E.
coli é considerada a causa mais comum de infecgdo do trato urinario (ITU) e ao longo do
tempo desenvolveu multiplas resisténcias aos betalactamicos e os aminoglicosideos, por
exemplo (SONG, 2014). A alteracdo enzimatica de aminoglicosideos por enzimas
modificadoras de aminoglicosideos é o principal mecanismo de resisténcia a esses
antibiéticos em E. coli, o que pode levar ao insucesso terapéutico quando administrado
(SOLEIMANI, 2014).

2.4.2 Resisténcia aos Beta-Lactamicos

O aumento do numero de infeccbes causadas por enterobactérias produtoras de
beta-lactamase de espectro estendido (ESBL) tem alertado a comunidade cientifica e
atenuado o uso de cefalosporinas de primeira, segunda e terceira geracao, devido a
emergéncia desses agentes resistentes. Nos Ultimos anos, decorreram surtos e
disseminacdo de enterobactérias resistentes em diversos continentes (CHERKAOUI,
2014; COCHARD, 2014). Producao de enzimas tipo CTX-M, SHV, GES e TEM em
enterobacterias € de grande relevancia clinica, visto que a presenca delas esta
fortemente associada ao insucesso terapéutico. Além disso, a resisténcia nao se
restringe apenas a uma classe de antimicrobianos, visto que os genes de resisténcia sao
transportados por plasmideos e, devido a isso, fortemente disseminados (GIRLICH,
2012).

As cefalosporinases do tipo AmpC também sdo encontradas na familia das
enterobactérias. Essas enzimas sdo capazes de hidrolisar as mais variadas classes de
antimicrobianos, incluindo os B-lactamicos (COUDRON, 2000; AL-BAYSSARI et al.
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2015). A presenca de enzimas derivadas dos genes AmpC cromossomais de micro-
organismos Gram-negativos esta frequentemente associada a multirresisténcia e podem
estar presentes em um mesmo plasmideo, facilitando a transferéncia génica (CAROFF,
2000; BOTELHO, 2015).

O surgimento das Metalo-beta-lactamases, detectadas também em
enterobactérias, possuem forte associacdo a bactérias multirresistentes (NORDMANN,
2011). Tendo em vista sua disseminacao plasmidial, esta enzima ja foi encontrada
também isolados de Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumannii. Em pacientes
hospitalizados em UTI ou em infeccBes nosocomiais, esta enzima tem sido relatada como

risco devido a sua capacidade de provocar surtos (KARTHIKEYAN, 2010).

Grande parte das infeccfes causadas por bactérias produtoras de ESBL séo
provenientes de infec¢cdes hospitalares graves, provenientes de pacientes das Unidades
de Terapia Intensiva (UTI) e emergéncias (KAHLMETER, 2015). Essas infeccdes
possuem forte associacdo ao aumento da morbi-mortaliadade, uso de antibiéticos de
altima escolha, tempo de internacdo e despesas publicas de saude (BRIONGOS-
FIGUERO, 2012; KARANIKA 2016). E ainda, é notoria a emergéncia de bactérias ESBL
positivas em ambientes nao hospitalares (COCHARD, 2014, PALZKILL, 2018).

2.4.2.1 Resisténcia aos Carbapenémicos

Os carbapenémicos fazem parte do grupo dos antimicrobianos beta-lactamicos e
ao longo dos anos, foram tidos como antibiéticos de ultima escolha para o tratamento de
infec¢des causadas por bactérias Gram-negativas (ARNOLD, 2011; CHERKAOUI, 2014).
A resisténcia a estes antimicrobianos tem como principal mecanimo a producdo de
enzimas capazes de hidrolisar o anel beta-lactamico, chamadas de carbapenemases. As
carbapenemases sao capazes de degradar outros antimicrobianos que ndo apenas 0s

carbapenémicos, como cefalosporinas e penicilinas (SHARMA, 2013; SEDIGHI, 2015).
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Atualmente, as classes de carbapenemases de importancia clinica produzidas por
enterobactérias sdo referentes as metalo-betalactamases, tendo os tipos IMP, VIM e
NDM mais frequentes, e as serino-betalactamases, sendo a OXA-like e KPC, as mais
frequentes (GIRLICH, 2012 e MEYER, 2011).

2.4.3 Enterobactérias Resistentes no Brasil

Paises em desenvolvimento e subdesenvolvidos tem sido potenciais fontes de
disseminacdo de infec¢cBes de bactérias resistentes, visto que as baixas condicdes
sociais e de saneamento publico possuem forte influéncia nessa disseminacgéo. Estudos
realizados por Carvalho 2003 e Fia 2015 no Brasil mostram que a alteracdo da
hidrodindmica ambiental, ou seja, contaminacéo fecal, alteracdo de pH e aumento de
matéria organica, possui influéncia na selecdo e disseminacdo destes agentes
(CARVALHO, 2003, FIA, 2015). O Brasil e grande parte da América Latina apresentaram
até poucos anos atras a venda de antimicrobianos de forma indiscriminada, fato este que

pode estar relacionado ao alto grau de resisténcia bacteriana (BONELLI, 2014).

Carbapenemases do tipo KPC, OXA-48 e VIM tém sido descritas em infec¢des por
enterobactérias em ambientes hospitalares (MEYER, 2011; SILVA, 2012). No Brasil, os
primeiros relatos de bactérias produtoras de KPC surgiram em 2009, a partir de isolados
de K. pneumoniae, nas cidades de Recife (MONTEIRO, 2009) e Rio de Janeiro
(PEIRANO, 2009). A grande problemética € que os genes codificadores de resisténcia
podem estar localizados em plasmideos, o que facilita a transferéncia entre as cepas

bacterianas e torna a disseminacao de resisténcia globalizada (FEIZABADI, 2010).

A resisténcia aos beta-lactamicos em isolados de K. pneumoniae é uma realidade
presente nas infec¢cbes hospitalares brasileiras (BIBERG, 2015). Atualmente, € possivel
observar a emergéncia de bactérias resistentes em infecgcbes de comunidades e
presentes no meio ambiente (MANAIA, 2017), ainda que a maioria dos estudos se limite
a bactérias no ambiente hospitalar.
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A administracdo dos antimicrobianos também ocorre no setor pecuario brasileiro,
0S quais sao aplicados para diferentes fins, como promotores de crescimento ou para o
tratamento de infec¢Bes dos animais. Esta administracdo também tem ocasionado uma
pressdo seletiva nas bactérias, ocasionando a selecdo de agentes resistentes
(GONCALVES, 2016; ECONOMOU, 2015). Um estudo do perfil de susceptibilidade
antimicrobiana de cepas de E. coli e Salmonella spp, isoladas de amostras fecais de
bezerros e suinos, demonstrou que 78,7% e 57,1% dos isolados foram classificadas
como multirresistentes, sendo todas as cepas multirresistentes isoladas de suinos
(92,30%), respectivamente. Demonstrando que existe a presenca de cepas
multirresistentes de enterobactérias isoladas de animais produtores de alimentos em
Minas Gerais, Brasil (SOUTO, 2017).

2.5 INTEGRACAO EM SAUDE “ONE HEALTH”

O conceito de integracdo em salde vai muito além do ambiente hospitalar. E
imprescindivel que sejam abordados e implementados programas que envolvam o estudo
do meio ambiente, do meio hospitalar e do meio comunitario para que possamos
compreender melhor o termo de salde integrada. Segundo o relatério emitido em
setembro de 2017, a OMS retrata o conceito de “ONE HEALTH” como uma abordagem
gue permiter projetar e implementar programas e politicas nos multiplos setores de modo
a trabalharem em conjunto para obter a seguranca alimentar, o controle de infec¢ces e

combater a resisténcia a antibidticos (OMS, 2017).

O conceito One Health é uma estratégia necesséaria que tem como objetivo a
garantia da Saude Publica, saude animal e ambiental, tornado a salde um obijetivo
unificado, com medidas para estreitar lacos entre os profissionais de saude e, assim,
reduzir os gastos com a saude publica, implementar medidas sécio-educativas e reduzir

0 impacto ambiental.



27

A avaliacdo microbiologica da agua e o perfil de suscetibilidade aos
antimicrobianos de bactérias presentes neste recurso hidrico se faz necessaria para uma
melhor compreensdo do impacto ambiental gerado pela contaminacdo das aguas e do
potencial impacto na populacao local que possui contato direto com este recurso hidrico,

podendo acarretar em maiores chances de contrair infeccfes por patdgenos resistentes.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a qualidade microbiolégica da agua de cole¢cbes hidricas em areas urbanas de

Salvador e uma area rural no estado da Bahia.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Quantificar a concentracdo de coliformes totais e Escherichia coli em amostras de
agua dos rios Jiquiricd e Brejdes/Ubaira, BA e nas colec¢des hidricas Dique do
Cabrito, Dique do Tororo e Lagoa do Abaeté/Salvador, BA,

e Determinar o perfil microbiolégico de enterobactérias dessas cole¢fes hidricas no
periodo de um ano;

e Caracterizar o padréo de susceptibilidade aos antimicrobianos das enterobactérias
identificadas no periodo;

e Identificar os genes de resisténcia nos isolados de Enterobacter cloacae,
Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 LOCAL DE ESTUDO

O trabalho foi realizado em duas cole¢des hidricas abertas localizadas no
povoado de Jenipapo no municipio de Ubaira, Bahia, sendo elas: rios Jiquirica e Brejoes;
e em colecbes hidricas fechadas localizadas em trés areas urbanas da cidade de
Salvador, Bahia, sendo elas: Dique do Cabrito, Dique do Tororé e Lagoa do Abaeté.
Foram avaliados trés pontos integralizando as duas colecfes hidricas da area rural e trés
pontos de cada colecdo hidrica das areas urbanas, de modo a obter uma melhor
representatividade destas colec¢des hidricas analisadas. Os pontos foram escolhidos de
acordo com as seguintes variaveis: proximidade com as habita¢c6es, local de recreacao,
presenca de saida de esgoto clandestino, possivel contato direto com o recurso hidrico

pela populacgéo.

4.1.1 Jenipapo

A comunidade do povoado de Jenipapo é composta por aproximadamente 500
habitantes. Este povoado se encontra na regiao centro-sul da Bahia a aproximadamente
270 km da cidade de Salvador. O principal meio de vida é a agricultura, pecuaria e
comércio local. Os moradores utilizam os rios Brejoes e Jiquirica para diferentes fins:
abastecimento de agua, irrigacéo de hortas, fins recreacionais. Estes rios margeiam esse
povoado e, de acordo com estudos sobre esquistossomose realizados através de um
inquérito epidemioldgico nessa area, aproximadamente 50% dos moradores relatam que
o rio é a principal rota de despejo para o esgoto doméstico (BARBOSA et al, 2013).
Nestas duas colec¢des hidricas, foram avaliados trés pontos: o ponto 1 representa o rio
Jiquirica e se encontra longe das habita¢gdes, o ponto 2 representa a jun¢do dos dois rios
e situa-se depois das habitacdes e o0 ponto 3 representa o rio Brejoes e situa-se perto
das habita¢cbes (Figura 1). Em todos os pontos avaliados foi possivel ver o despejo de

esgotos clandestinos nestas aguas.
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Figura 1: Localizacdo geografica de Jenipapo (Fonte: Google Earth)

4.1.2 Dique do Cabrito

A éarea urbana estudada localiza-se no bairro Alto do Cabrito, pertencente a bacia
hidrografica do rio do Cobre. De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica — IBGE, este bairro possui aproximadamente 4.472 habitantes, e é
considerado como um dos mais antigos da cidade. A cole¢éo hidrica foi escolhida pela
aparente falta de saneamento do esgoto local e pela proximidade de moradias
circundantes a periferia do Dique do Cabrito, o que poderia indicar um alto grau de
contaminagéo fecal e contato humano nessa colecdo hidrica. Os pontos escolhidos
representam o fluxo natural do dique. Desta maneira, foram avaliados trés pontos: o ponto
1 que representa a parte inicial do dique e onde o Rio do Cobre desagua, ponto 2 que
presesenta parte média e o ponto 3 que representa a parte final o dique (Figura 2). Nesta

colecgédo hidrica é possivel observar o descarte direto de efluentes domésticos.
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4.1.3 Dique do Torord

A colec¢éo hidrica localiza-se no bairro Torord e possui cerca de 110 mil metros
cubicos de agua, margeado pela bacia hidrogréfica do rio Lucaia. O Dique é um local
bastante utilizado para atividades de exercicio fisico, fins recreacionais e para pesca,
possuindo um fluxo populacional bastante forte nessa regido (IBGE, 2012). Nao foram
observados descarte direto de efluentes nesta colecéo hidrica, ainda que existam saidas
de esgoto presentes no local. Foram avaliados trés pontos com presenca de pieres, 0
que representa possivel contato humano com a cole¢éo hidrica, sendo eles o ponto 1,
ponto 2 e ponto 3 (Figura 3).
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Figura 3: Localizacdo geografica do Dique do Tororé (Fonte: Google Earth)

4.1.4 Lagoa do Abaeté

Localizada no bairro de Itapud em Salvador, a lagoa € situada na area de protecéo
ambiental do Parque Metropolitano Lagoas e Dunas do Abaeté, criado em 3 de setembro
de 1993 para conter a acdo predatéria do local e preservar as belezas naturais da lagoa,
localizada na bacia hidrografica do rio Ipitanga. A Lagoa do Abaeté é bastante
frequentada pela populacdo local tanto para fins recracionais quanto para atividades
como pesca (OLIVEIRA, 2010). Foram avaliados trés pontos de modo a obter a melhor
representacao do local, sendo eles: ponto 1, ponto 2 e ponto 3 (Figura 4). Os pontos 1 e
2 foram os que apresentavam maior atividade de pesca dentre os moradores da regiao.
No ponto 3, foram observadas atividades de fins recreacionais.
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4.2 ANALISE MICROBIOLOGICA DA AGUA DE COLECOES HIDRICAS

4.2.1 Coleta de 4gua

As coletas foram realizadas a cada trés meses, no periodo de outubro de 2016 a
agosto de 2017, de forma a contemplar cada estacédo do ano. Foram selecionados trés
pontos ao longo dos rios Brejoes e Jiquirica (Jenipapo) e trés pontos ao longo do Rio do
Cobre (Digue do Cabrito), Rio Lucaia (Dique do Torord) e Rio Ipitanga (Lagoa do Abaeté),
totalizando 12 pontos de coleta.

Em cada ponto foram coletados 400 mL de agua, a aproximadamente 30 cm de
profundidade do rio, colocados em frascos de vidro de 500 mL estéreis, e mantidas em
caixas térmicas em gelo quimico a 4° C até o momento das analises microbioldgicas, que

foram realizadas em até trés horas ap0s a coleta. As analises foram realizadas no
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Laboratério de Patologia e Biologia Molecular no Instituto e Pesquisa Gongalo Moniz
(FIOCRUZ), no Laboratério de Microbiologia Clinica da Faculdade de Farmacia da
Universidade Federal da Bahia (UFBA) e no setor de microbiologia do Hospital Sao
Rafael.

4.3 ANALISE MICROBIOLOGICA PARA COLIFORMES TERMOTOLERANTES E
Escherichia coli

A identificacdo de coliformes termotolerantes foi realizada com o kit Coliscan
Easygel (Microbiology Laboratories, Goshen, IN, EUA). Seguindo as orientacbes do
fabricante, 1 mL de agua de coletada foi misturado ao meio de cultura fornecido pelo kit
e homogeneizado por inversdo 10 vezes. A solucdo foi plagueada e mantida a
temperatura ambiente por 48 horas para observacdo de crescimento bacteriano. A
contagem das unidades formadoras de colénia (UFC) foi realizada manualmente. Esse
processo foi repetido posteriormente para confirmacédo do resultado. Colonias com
coloracao rosa indicam a presenca de coliformes totais, enquanto as azuis/roxas indicam
presenca de E. coli. O limite de contagem estabelecido no estudo foi de 1000 UFC/mL
(Figura 5).

Figura 5: Contagem dos coliformes totais (colénias rosas) e de E. coli (colonias
azuis/roxas) atraves do Kit Coliscan EasyGel® (Fonte: Autora).
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4.2.3 Analise microbiolégica para triagem de isolados resistentes aos
antimicrobianos e identificacdo da espécie

Para triagem de selecdo de enterobactérias resistentes, 100 uL de agua coletada
foi semeada em duas placas de meio Agar MacConkey (Merck, Darmstadt, Alemanha):
para a triagem de resisténcia aos carbapenémicos, em uma placa foi adicionado 1 pg/mL
de meropenem (ABL® 500mg, Brasil) e para a triagem de resisténcia as cefalosporinas,
em outra placa foi dissolvido 2 pg/mL de cefotaxima (SIGMA® 1g, Estados Unidos),
(adaptado por MONTEZZI et al, 2015). Para obtencéo de colonias isoladas, as amostras
foram semeadas também por diluicdes seriadas (1:1, 1:10 e 1:100) e incubadas por 24
horas em estufa bacterioldgica a 36°C + 2°C, no Laboratério de Microbiologia Clinica da
Universidade Federal da Bahia (UFBA). A partir da observacdo do crescimento
bacteriano, foram selecionadas colénias com caracteristicas morfoldgicas sugestivas de
enterobactérias para posterior identificacdo, cujo critério de inclusdo foi: colbnias
mucodides, lactose positivas e negativas, diferenca no tamanho das colbnias, coldnias
secas. Apos esta selecdo, as colénias foram semeadas em meio agar TSI (Triple Sugar
Iron) (Neogen, Lansing, Michigan, EUA) para identificacdo dos fermentadores. Todas as
bactérias fermentadoras de glicose no TSI foram re-isoladas em Agar TSA (Agar Triptona

de Soja) (Neogen, Lansing, Michigan, EUA).

A identificacdo da espécie foi realizada por meio do método automatizado, por
espectometria de massa, MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption lonization —
Time Of Flight) (VITEK®-MS, Biomérieux, Franca). O perfil de suscetibilidade aos
antimicrobianos foi determinado pelo método de microdiluicdo em caldo através do
sistema automatizado VITEK®-2 (Biomérieux, Franca), seguindo os critérios de
padronizacdo do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2017) para
enterobactérias. Foram testados o0s seguintes antibidticos: Ampicilina/Sulbactam;
Amicacina; Ceftazidima; Ciprofloxacino; Cefepime; Ceftriaxona; Cefuroxima/Axetil;
Cefotaxima; Cefuroxima; Ertapenem; Gentamicina; Imipenem; Meropenem;
Piperacilina/Tazobac; Tigeciclina. A avaliacdo da presenca de ESBL e de

carbapenemase também foi realizada através dos testes de confirmacdo seguindo os


https://www.google.com.br/search?q=Lansing+Michigan&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MC4wKso2VOIAsU0Kiiq1tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcUAc-jW90QAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwiX9JnetdDaAhXNqZAKHZngD7gQmxMIqwEoATAW
https://www.google.com.br/search?q=Lansing+Michigan&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MC4wKso2VOIAsU0Kiiq1tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcUAc-jW90QAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwiX9JnetdDaAhXNqZAKHZngD7gQmxMIqwEoATAW
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critérios do CLSI, Teste Disco Combinado e Teste de Hodge modificado,
respectivamente. Posteriormente, as amostras bacterianas foram armazenadas em meio
Caldo de Soja Tripticaseina (TSB) acrescido de glicerol (20%) a -80°C. Ambos o0s
métodos foram executados em parceria com o Laboratério de Analises Clinicas do
Hospital Sdo Rafael (HSR), Salvador, Bahia.

4.4 ANALISE GENOTIPICA PARA IDENTIFICACAO DOS GENES DE RESISTENCIA

4.4.1 Extracdo de DNA e amplificacéo

Para a extracdo de DNA dos isolados de E. cloacae, E. coli e K. pneumoniae,
utilizou-se o método de fervura, a partir da selecdo de + 5 coldnias bacterianas puras
cultivadas em Agar Triptona de Soja (TSA) por 18 a 24 horas a 36 + 1°C. As colonias
foram ressuspendidas em 100uL de agua MilliQ estéril em tubos de microcentrifuga de
1,5 mL, incubados em banho—maria a 95°C por 5 minutos e, posteriormente,
centrifugadas a 12.000 rpm por 2 minutos. Transferiu-se o sobrenadante para outro tubo
de microcentrifuga e armazenou-se a -20°C até o momento da reagcdo de PCR
(ROWLANDS et al, 2006).

A amplificacéo foi realizada através da reacdo em cadeia de polimerase (PCR)
convencional monoplex, utilizando o TopTaq Master Mix® (Qiagen, EUA) seguindo
protocolo modificado de JEMIMA (2008); RASHEED, et al (1997); YIGIT (2001); PITOUT
(2005); PEIRANO (2011) e POIREL (2011) (Tabela 1), através do
Mastercycler® Gradient da Eppendorf. Os primers utilizados na reagéo tinham como alvo
0S genes de resisténcia associados a producdo de beta-lactamases do tipo
cefotaximases (blaCTX-M, blaSHV, blaTEM) e de carbapenemases (blaKPC, blaVIM,
blaNDM, blaSPM, blaOXA-48). Foi padronizada a mesma temperatura de anelamento
para todos os primers utilizados. As condi¢cbes de temperatura no termociclador foram:
96°C por 1 minuto (desnaturagéo), 62°C por 1 minuto (anelamento), 72° por 1 minuto
(extencéo) por 35 ciclos. Para uma reacao foi utilizado 51puL de H20 (Qiagen, EUA),
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15,5uL de TopTag Master Mix® (2x) (Qiagen, EUA), 2uL do primer alvo, 2,5uL de
CoralLoad® (10x) (Qiagen, EUA) e 5uL de DNA, para um volume final de 25uL. Os
produtos amplificados foram vizualizados em gel de agarose (Invitrogen, Carlsbad,
Califérnia, EUA) a 2%, foi utilizado 8 uL SYBR® safe (Invitrogen, Carlsbad, Califérnia,
EUA).

Tabela 1: Lista dos primers utilizados nas reac6es de PCR para de deteccdo de genes de

resisténcia

Genes taman
B-lactamases alvo Sequencia(5’-3’) ho Ref.
(pb)
CTX-M F - ATGTGCAGYACCAGTAARGT sa4 Jemima,
Familia R - TGGGTRAARTARGTSACCAGA 2008
F-TTAGCGTTGCCAGTGCTC
Cefotaximases SHV 930 Rasl,hfgg,?et
Familia R - GGGTTATTCTTATTTGTCGC al,
. F - ATGAGTATTCAACATTTCCG opo  Rasheed et
Familia R - CTGACAGTTACCAATGCTTA al, 1997
F - TGTCACTGTATCGCCGTC N
KPC 900 Yigit, 2001
Familia R - CTCAGTGCTCTACAGAAAACC
F-GTTTGGTCGCATATCGCAAC )
VIM 389 Pitout, 2005
Familia R - AATGCGCAGCACCAGGATAG
F - GCAGCTTGTCGGCCATGCGGGC Peirano
Carbapenemase NDM 782 2011 '
Familia R - GGTCGCGAAGCTGAGCACCGCAT
F - AAAATCTGGGTACGCAAACG ]
SPM 271 Poirel, 2011
Familia R - ACATTATCCGCTGGAACAGG
F - GCGTGGTTAAGGATGAACAC
OXA-48 438 Poirel, 2011
R - GCGTGGTTAAGGATGAACAC



https://www.google.com.br/search?q=Carlsbad+Calif%C3%B3rnia&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MDNLKUxS4gAxi0zK87S0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQDermitQwAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwiTn5GctdDaAhUMHpAKHTbyCMQQmxMIxAEoATAN
https://www.google.com.br/search?q=Carlsbad+Calif%C3%B3rnia&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MDNLKUxS4gAxi0zK87S0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQDermitQwAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwiTn5GctdDaAhUMHpAKHTbyCMQQmxMIxAEoATAN
https://www.google.com.br/search?q=Carlsbad+Calif%C3%B3rnia&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MDNLKUxS4gAxi0zK87S0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQDermitQwAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwiTn5GctdDaAhUMHpAKHTbyCMQQmxMIxAEoATAN
https://www.google.com.br/search?q=Carlsbad+Calif%C3%B3rnia&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MDNLKUxS4gAxi0zK87S0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQDermitQwAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwiTn5GctdDaAhUMHpAKHTbyCMQQmxMIxAEoATAN
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4.4.2 Controles positivos

Foram utilizados DNA de bactérias de referéncia associadas aos genes de
resisténcia - controles positivos - gentilmente cedidos pela Dra. Joice Neves Reis

Pedreira, do Instituto de Pesquisa Goncgalo-Moniz LPBM/IGM, para padronizacdo da

reacao de PCR para cada gene avaliado no estudo.

Figura 6: Gel de eletroforese do PCR para os controles positivos aplicados no estudo. Canaleta
1: controle negativo. Canaleta 2: E. coli 300 para o gene blaTEM. Canaleta 3: E. coli 455 para
0 gene blaCTX-M. Canaleta 4: Pseudomonas aeruginosa para o gene blaSPM. Canaleta 5:
Pseudomonas fluorescens CCBH 11805 para o gene blaVIM. Canaleta 6: Cepa Klebsiella
pneumoniae ATCC 7000603 para o gene blaSHV. Canaleta 7: Raoultella ornithinlytica para o
gene blaOXA-48. Canaleta 8: Enterobacter cloacae CCB 410882 para o gene blaNDM. Canaleta
9: K. pneumoniae kpl13 para o gene blaKPC (Fonte: Autora).

4.5 ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas para comparacdo da contaminacao fecal correlacionadas
com a sazonalidade, foram realizadas através do GraphPad Prism®, através do teste ndo
paramétrico de Kruskal-Wallis (KW), sendo considerado significante P<0,05. Os dados

obtidos no presente estudo foram tabulados através do programa Excel, onde foram
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realizados testes ndo partamétricos de média, mediana, desvio padrdo. Para a
distribuicdo de frequéncias, os dados foram avaliados quanto as frequéncias relativas e

absolutas, também realizados através do programa Excel.
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5. RESULTADOS

Durante o periodo de outubro de 2016 a agosto de 2017 foram analisados 12
pontos das colecdes hidricas em 4 coletas, totalizando 48 amostras. A contagem de
média de coliformes totais para o Jenipapo (Brejées/Jiquiri¢ca) foi de 1409 UFC/mL. Nos
sitios urbanos Dique do Cabrito, Dique do Tororé e Lagoa do Abaeté as contagens
meédias foram 2885, 601 e 617 UFC/mL, respectivamente. A taxa de contaminacdo média
de E. coli para Jenipapo (Brejées/Jiquirica) foi de 657 UFC/mL. Nas cole¢Bes hidricas
urbanas, Dique do Cabrito, Dique do Tororé e Lagoa do Abaeté foram 1563, 34, 38

UFC/mL, respectivamente (Tabela 2 e Gréfico 1).

Tabela 2: Quantificagdo coliformes totais (CT) e Escherichia coli (UFC/mL) por local

estudado e sazonalidade.

Primavera Verao Outono Inverno Total
E. E. E. E. E.
Localidade CT CT CT CT CT
coli coli coli coli coli
Jenipapo 187 138 383 127 817 386 22 6 1409 657

Dique do Toror6 242 8 64 1 240 10 55 15 601 34

Dique do

829 544 1054 591 670 396 332 32 2885 1563
Cabrito
Lagoa do

259 6 150 24 107 5 101 3 617 38
Abaeté
Total 1517 696 1651 743 1834 797 510 56 5512 2292

A avaliagdo da contaminagédo fecal também foi realizada de acordo com a
sazonalidade. Em Jenipapo, a estacdo com maior presenca de coliformes totais e E. coli
foi o outono com 817 e 386 UFC/mL, respectivamente. No Dique do Torord, a

contaminacgao fecal foi maior na primavera apresentando média de coliformes totais de
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242 UFC/mL e de E. coli de 8 UFC/mL. No Dique do Cabrito, o verdo apresentou maiores
qguantidades de coliformes totais e E. coli, 1054 e 591 UFC/mL, respectivamente. Na
Lagoa do Abaeté, os coliformes totais foram encontrados em maior quantidade na
primavera, 259 UFC/mL. J& a quantidade de E. coli foi maior no verdo, com 24 UFC/mL.
A Unica localidade que apresentou diferenca estatisticamente significante foi na Lagoa

do Abaeté, entre o verdo e o inverno (P<0,05) (Gréfico 2).



Gréfico 1: Avaliacdo da contaminacdao fecal sazonal por coliformes totais
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Gréfico 2: Avaliacdo da contaminacéao fecal sazonal por E. coli (UFC/mL)
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O perfil microbiolégico das enterobactérias presentes nas colecdes hidricas
estudadas foi avaliado por localidade. Foram encontradas 19 espécies de enterobactérias
diferentes em todas as colec¢des hidricas no total das 196 enterobactérias analisadas.
Destas, 55/196 (28%) foram identificadas em Jenipapo; 59/196 (30%) no Dique do
Cabrito, 35/196 (18%) Dique do Toror6 e 47/196 (24%) na Lagoa do Abaete. A espécie
de enterobactéria mais prevalente no estudo foi E. cloacae com 65/196 isolados (33%),
seguido de K. pneumoniae com 44/196 isolados (22%) e E. coli com 31/196 isolados
(16%) (Gréfico 3).
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Analisando a distribuicdo por localidade, observa-se que em Jenipapo, foram
isoladas 11 espécies diferentes. As mais prevalentes foram E. cloacae (17/55 - 31%),
Providencia rettgerii (10/55 - 18%), E. coli (5/55 — 9%) e Morganella morganii (5/55 — 9%).
No Dique do Cabrito, foram encontradas 13 especies de enterobactérias diferentes. A
bactéria de maior prevaléncia foi E. coli (21/59 - 36%), seguido de K. pneumoniae (13/59
- 22%) e E. cloacae (13/59 - 22%). No Dique do Torord, a maior prevaléncia foi de E.
cloacae representando 74% (26/35) de todos os isolados. Na Lagoa do Abaeté 49% dos
isolados (23/47) foram de K. pneumoniae e 19% (9/47) de E. cloacae (Tabela 3).

Grafico 3: Perfil microbioldgico das enterobactérias presentes nas cole¢des hidricas
(n=196).
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Tabela 3: Perfil microbiolégico das enterobactérias presentes nas cole¢cdes hidricas
avaliadas identificadas por MALDI-TOF®

Perfil microbioldgico de

enterobactérias JEN DC DT LA Total
Citrobacter freundii 3(6%) 2(3%) - 1(2%) 6 (4%)
Citrobacter werkmanii - 1(2%) - 2(4%) 2 (1%)
Cronobacter sakazakii - - - 1(2%) 1 (0.5%)
Enterobacter aerogenes - 1(2%) - 1(2%) 1 (0.5%)
Enterobacter cloacae 17(30%) 13(22%) 26(74%) 9(19%) 65 (33%)
Enterobacter gergoviae - 1(2%) - - 1 (0.5%)
Erwinia billingiae - 1(2%) - - 1 (0.5%)
Escherichia coli 5(9%) 21(35%)  2(6%) 3(6%) 31 (16%)
Klebsiella oxytoca 3(6%) - - - 3 (2%)
Klebsiella pneumoniae 4(7%) 13(22%) 4(11%) 23(50%) 44 (22%)
Kluyvera ascorbata 2(4%) 1(2%) - ; 3 (2%)
Kluyvera intermedia - - - 1(2%) 1 (0.5%)
Leclercia adecarboxylata - - - 1(2%) 1 (0.5%)
Morganella morganii 5(9%) - - ; 5 (3%)
Pantoea agglomerans 3(6%) 2(3%) 3(9%) 1(2%) 9 (5%)
Pectobacterium carotovorum 2(4%) 1(2%) - - 3 (2%)
Providencia rettgerii 10(17%) 1(2%) - 1(2%) 12 (6%)
Serratia marcescens 1(2%) - - 2(4%) 3 (2%)
Serratia rubideae - 1(2%) - 1(2%) 2 (1%)
Total de isolados 55 59 35 47 196
N. de espécies diferentes 11 13 4 13 19

JEN — Jenipapo; DC - Dique do Cabrito; DT — Dique do Torord; LA — Lagoa do Abaeté
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Tabela 4: Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos dos isolados de E. cloacae, E. coli

e K. pneumoniae por localidade

Sensibilidade antimicrobiana JEN DC LA Total
Enterobacter cloacae 17 13 9 65 (46%)
Resistentes (R/I)

ASB 16 (94%) 13 (100%) 5(56%) 34 (52%)

ASB, IPM, HODGE + - - - 2 (3%)

ASB, MER, HODGE + - - ] 2 (3%)

ASB, ERT, HODGE + - - - 13 (20%)

GEN - - 2 (22%)  2(3%)
Sensiveis 1 (6%) - 2 (22%)  3(5%)
Escherichia coli 5 21 3 31 (22%)
Resistentes (R/1)

ASB - - 1(33%) 1(3%)

ASB, CPM, CXM, CRX, CAZ, CRO, 2 (6%)
ESBL+ - 2 (10%) -
Sensiveis 5(100%) 19 (90%) 2 (67%) 28 (20%)
Klebsiella pneumoniae 4 13 23 44 (31%)
Resistentes (R/1)

ASB, CPM, CXM, CRX, CAZ, CRO, 1 (2%)
ESBL+ - 1 (7%) -

PPT, ERT, IPM, MER - 1 (7%) - 1 (2%)
Sensiveis 4(100%)  11(86%) 4 (100%) 23 (100%) 42 (96%)
Total de isolados 26 47 35 140

ABS - Ampicilina/Sulbactam; AMI — Amicacina; CAZ — Ceftazidima; CPM — Cefepime; CRO — Ceftriaxona; CRX - Cefuroxima/Axetil;
CXM — CEFUROXIMA,; DC - Dique do Cabrito; DT — Dique do Tororg; ERT — Ertapenem; GEN — Gentamicina; | — indeterminado. IPM-
Imipenem; JEN — Jenipapo; LA — Lagoa do Abaeté; MER — Meropenem; PPT - Piperacilina/Tazobac; R- resistente; TGI- Tigeciclina.

Em Jenipapo, 16/17 (94%) dos isolados de E. cloacae foram Ampicilina/Sulbactam

resistentes e os 5/5 (100%) isolados de E. coli e 4/4 (100%) isolados K. pneumonie

demonstraram sensibilidade a todos os antimicrobianos testados.

Na colecéo hidrica do Dique do Cabrito, todos os 13/13 (100%) isolados de E.

cloacae foram Ampicilina/Sulbactam resistentes. Foram encontrados 2/21 (10%) isolados

de E. coli e 1 (8%) isolado de K. pneumoniae produtores de ESBL e resistentes a todos

os carbapenémicos testados.
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No Dique do Toror6, 17/26 (65%) isolados de E. cloacae demonstraram ser
resistentes a um dos carbapenémiicos testados e HODGE positivos. A Lagoa do Abaeté
apresentou 2/9 (22%) isolados de E. cloacae resistentes a Gentamicina e 1/3 (33%)
isolado de E. coli Ampicilina/Sulbactam resistente.

A analise de sensibilidade antimicrobiana das outras espécies de enterobactérias
avaliadas no estudo (Apéndice 1) demonstrou 1/6 (17%) isolado de Citrobacter freundii;
2/3 (66%) isolados de Citrobacter werkmanii, 1/1 (100%) Cronobacter sakazakii e 2/2
(100%) isolado de Enterobacter aerogenes resistente a Ampicilina/Sulbactam na Lagoa
do Abaeté. No Dique do Cabrito, 2/2 (100%) isolado de Enterobacter aerogenes, 1/2
(50%) Serratia rubidaea e 1/1 (100%) isolado de Pectobacterium carotovorum
demonstraram ser resistente a Ampicilina/Sulbactam. Todos os isolados de Providencia
rettgeri 12/12 (100%) desmonstraram ser resistentes a Ampicilina/Sulbactam. Em
Jenipapo, 4/4 (100%) dos isolados de Morganella morganii também demonstraram ser
resistente a Ampicilina/Sulbactam.

Todos os isolados de Enterobacter gergoviae (1), Erwinia billingiae (1), Klebsiella
oxytoca (3), Kluyvera ascorbata (3), Kluyvera intermedia (1), Leclercia adecarboxylata (1)
e Serratia marcescens (3) demonstraram ser sensiveis a todos o0s antimicrobianos
testados.

A analise molecular dos isolados de E. cloacae, E. coli e K. pneumoniae
demonstrou presenca do gene de resisténcia aos betalactamicos do tipo cefotaximases
de maior prevaléncia foi o0 CTX-M 20/93 (21%) (Tabela 5). N&o foi encontrado gene de
resisténcia em isolados sensiveis nos testes fenotipicos. Apenas um isolado apresentou
presenca do gene TEM 1/96 (1%). Em relacdo as carbapenemases, o gene de maior
prevaléncia foi OXA-48 32/96 (32%), seguido de VIM 22/93 (24%) e SPN 16/93 (17%).
Apenas dois isolados apresentaram presenca do gene NDM 2/96 (3%). Vale ressaltar
gue no presente estudo, nenhum isolado avaliado apresentou presenca dos genes KPC
e SHV (Tabela 5).



Tabela 5: Identificacdo da presenca dos genes de resisténcia por localidade

Gene de Jenipapo
resisténcia -

n (%)

CTX-M 4 (19)
SHV 0
TEM 0
KPC 0
SPM 2 (10)
NDM 0
OXA-48 7 (33)
VIM 8 (38)
Total 21 (22)

Dique do
Cabrito

4 (27)
0
1(7)
0
2 (13)
0
3 (20)
5 (33)
15 (16)

Dique do

Tororo

4 (12)

0

0

0
6 (18)
1(3)
12 (36)
10 (30)
33 (34)

Lagoa do Total
Abaeté

9 (33) 20 (21)

0 0
0 1(2)
0 0

7 (26) 16 (17)

1(4) 2(3)

9 (33) 32 (33)

1(4) 22 (24)

27 (28) 96

48

A descricdo da presenca dos genes de resisténcia por isolado de E. cloacae, E.

coli e K. pneumoniae encontra-se nas Tabelas 6, 7, 8 e 9. Em Jenipapo, pode-se observar

gue foram encontrados 4 (24%) isolados de E. cloacae com presenca de mais de um

gene de resisténcia. O unico isolado de K. pneumoniae apresentou presenca de OXA-48

e 0s 3 (60%) isolados e E. coli apresentaram presenca de OXA-48, CTX-M e VIM,

respectivamente.

Tabela 6: Genes de resisténcia e resultados confirmatérios de resisténcia dos isolados de
E. cloacae, E. coli e K. pneumoniae em Jenipapo

Enterobactéria

Gene de resisténcia

ESBL HODGE (n)

E. cloacae Negativo Negativo  SPN1 (2)
Negativo Negativo  OXA-48 (2)
Negativo Negativo  VIM (3)
Negativo Negativo  CTX-M, VIM (1)
Negativo Negativo  OXA-48, VIM (1)
Negativo Negativo  CTX-M, SPN1 (1)
Negativo Negativo  OXA-48, CTX-M, VIM (1)

E. coli Negativo Negativo  VIM (2)
Negativo Negativo  OXA-48 (1)
Negativo Negativo CTX-M (1)
Negativo Negativo  VIM (1)

K. pneumoniae Negativo Negativo  OXA-48 (2)
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No Dique do Cabrito, pode-se observar que 2 (10%) isolados de E. coli que

demonstraram ser produtoras de ESBL, também apresentaram genes de resisténcia.

Apenas 1 (8%) isolado de K. pneumoniae produtora de ESBL, também demonstrou

presenca de um gene de resisténcia. Dois isolados de E. cloacae (15%) apresentaram

presenca de mais de um gene de resisténcia.

Tabela 7 Genes de resisténcia e resultados confirmatoérios de resisténcia dos isolados de

E. cloacae, E. coli e K. pneumoniae no Dique do Cabrito

Enterobactéria

Gene de resisténcia

ESBL HODGE (n)

E. cloacae Negativo Negativo SPN1 (1)
Negativo Negativo CTX-M (1)
Negativo Negativo VIM (1)
Negativo Negativo OXA-48 (1)
Negativo Negativo VIM, TEM (1)
Negativo Negativo  VIM, SPN1 (1)

E. coli Positivo Negativo VIM, CTX-M (1)
Positivo Negativo CTX-M (1)
Negativo Negativo VIM (1)

K. pneumoniae Negativo Negativo OXA-48 (2)
Negativo Negativo CTX-M (1)

No Dique do Tororg, os 11 (42%) isolados de E. cloacae HODGE positivos também

apresentaram genes de resisténcia, sendo a maioria aos genes de carbapenemase. Os

7 (27%) isolados de E. cloacae que se apresentaram sensives pelo método VITEK-2

também apresentaram presenca de genes de resisténcia pelo método de PCR. Os 4

(30%) isolados de K. pneumoniae apresentaram genes de resisténcia.
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Tabela 8: Genes de resisténcia e resultados confirmatérios de resisténcia dos isolados de

E. cloacae, E. coli e K. pneumoniae no Dique do Tororé

Enterobactéria

Gene de resisténcia

ESBL HODGE (n)
E. cloacae Negativo Negativo CTX-M (1)
Negativo Negativo NDM (1)
Negativo Negativo SPN1 (2)
Negativo Positivo  VIM (4)
Negativo Positivo  OXA-48 (2)
Negativo Negativo OXA-48 (1)
Negativo Positivo  OXA-48, SPNL1 (2)
Negativo Positivo  OXA-48, CTX-M (1)
Negativo Positivo  OXA-48, VIM (4)
Negativo Positivo  OXA-48, SPN1, VIM (1)
K. pneumoniae Negativo Negativo OXA-48 (1)
Negativo Negativo OXA-48, VIM (1)
Negativo Negativo SPN1 (1)
Negativo Negativo CTX-M (1)

Na Lagoa do Abaeté, quatro isolados (44%) de E. cloacae apresentaram um gene

de resisténcia e um (11%) isolado de mesma espécie apresentou mais de um gene de

resisténcia aos carbapenémicos. Trés (23%) isolados de K. pneumoniae apresentaram

multirresisténcia. Dois isolados (50%) de E. coli desmonstraram presenca dos genes

CTX-M e SPN avaliados no estudo.

Tabela 9: Genes de resisténcia e resultados confirmatérios de resisténcia dos isolados
de E. cloacae, E. coli e K. pneumoniae na Lagoa do Abaeté

Enterobactéria VITEK-2 Gene de resisténcia
ESBL HODGE (n)

E. cloacae Negativo Negativo CTX-M (1)
Negativo Negativo NDM (1)
Negativo Negativo SPN1 (1)
Negativo Negativo OXA-48 (2)
Negativo Negativo OXA-48, SPN1 (1)

E. coli Negativo Negativo CTX-M (1)
Negativo Negativo SPN1 (1)

K. pneumoniae Negativo Negativo CTX-M (3)
Negativo Negativo  SPN1 (3)
Negativo Negativo OXA-48 (4)
Negativo Negativo CTX-M, VIM (1)
Negativo Negativo CTX-M, SPN1 (1)

Negativo

Negativo

OXA-48, CTX-M (2)
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6. DISCUSSAO

Estima-se que as doencas oriundas a partir da ingestdo de agua de ma qualidade
gue enontram-se associadas a falta de saneamento basico sejam responsaveis por 4%
de todas as mortes do mundo, anualmente (PRUSS, 2002; TROEGER, 2017). Os
resultados deste estudo indicaram que todos os locais avaliados demonstraram estar
contaminados por coliformes totais e E. coli. Acredita-se que a taxa elevada de coliformes
termotolerantes decorre, principalmente, da excrecédo de fezes humanas dos esgotos
domeésticos nos corpos d’agua, vitso que essas enterobactérias habitam principalmente
o0 colon de animais homeotérmicos (GEORGE, 2001; RILEY, 2014; COCHARD, 2014).

A literatura descreve que taxas de urbanizacdo ao redor dos recursos hidricos e
utilizacdo destes como rota de esgoto esta relacionada a uma maior contaminacao fecal
e poluicdo em geral (CARVALHO, 2003; RODRIGUEZ, 2015; CARVALHO, 2016). Isso
pdde ser observado nos dados aqui relatados. As duas localidades com maior densidade
populacional e proximidade dos residentes no entorno dos corpos hidricos, Jenipapo e
Dique do Cabrito, foram as que apresentaram maiores taxas de contaminacgao fecal. A
descricdo da presenca de algum tipo de saneamento basico em apenas 50% das
residéncias de Jenipapo foi realizada por nosso grupo (BARBOSA et. al 2013). Dados
similares ndo foram obtidos no Dique do Cabrito, mas é possivel observar evidentes
saidas de esgoto ao longo do corpo d"agua avaliado. Os outros dois sitios avaliados
apresentaram taxas menores de contaminacao. O Digue do Tororo fez parte do Programa
de Saneamento Ambiental da Bahia intitulado “Bahia Azul” que foi concluido em 2004.
Este programa visou reduzir o despejo de esgoto em recursos hidricos, o que pode ter
contribuido para a diminuigdo da contaminacao fecal. A Lagoa do Abaeté € uma area de
protecdo ambiental, logo, ndo existem residéncias regulares ao seu entorno,
consequentemente, o despejo de dejetos domésticos no local € minimizado. A
contaminacéo fecal pode se dar devido as fezes de animais presentes na regido e/ou
banhistas que utilizam as aguas avaliadas. De acordo com a resolucdo 357 do CONAMA,
todas as colec¢Oes hidricas avaliadas nao estdo aptas ao uso em recreacao de contato

secundéario, na irrigacdo e em atividades de pesca, pois apresentaram contaminacao por
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E. coli e coliformes totais acima do limite de 2000 UFC/100mL e 2.500 UFC/100mL,
respectivamente, que corresponde a 20 UFC/mL e 25 UFC/mL (CONAMA, 2015).

A avaliacdo nas diferentes estagbes do ano demonstrou nao interferir de forma
significativa no nivel de contaminacéo fecal nos locais avaliados, exceto na Lagoa do
Abaeté, no comparativo entre a estacao verdo em relacdo ao inverno (P<0,05). Como
descrito anteriormente, trata-se de uma area de lazer onde a presenca de banhistas
aumenta nos meses mais quentes (dezembro e janeiro). O aumento da densidade
populacional, junto com determinados habitos, pode explicar esse aumento
bacterianonas contagens de coliformes. E importante ressaltar que apenas uma coleta
em um Unico momento de uma estacao dificilmente representard os dados de toda uma
estacdo. Desta maneira, os resultados encontrados devem ser avaliados com certa
cautela. Nas outras localidades, as tendéncias observadas, mesmo sem significancia
estatistica, podem ter possiveis explicacdes. Em Jenipapo, foi observado um aumento
na taxa de contaminag¢ao no outono, o que pode estar relacionado a uma forte estiagem
gue ocorreu na regiao naquele ano. O discreto aumento da contaminacao fecal do Dique
do Torord no inverno pode estar associado a maior precipitacdo pluviométrica de média
mensal, que de acordo com os dados do Instituto do Meio Ambiente e Recursos Hidricos
(INEMA) demonstrou ser maior nos meses de abril, julho e agosto, podendo ocasionar o
escoamento de lixo para dentro desta colecao hidrica (INEMA, 2017). Durante o periodo
de chuva, o escoamento de margens sem vegetacao natural por gramineas em areas
antropizadas, como diques, por exemplo, pode contribuir para o aumento da

contaminacdao e poluicdo destes recursos hidricos (FARAGE et al.,2010).

Em relacdo a analise do perfil microbiolégico das enterobactérias das colecdes
hidricas avaliadas, foram identificadas 19 espécies diferentes de enterobactérias. As
espécies isoladas podem ser encontradas naturalmente em aguas naturais, solo e
plantas, além de esgotos domeésticos (BETTEGA, 2006). A enterobactéria mais
prevalente foi E. cloacae (65%), seguido de K. pneumoniae (44%), E. coli (30%),
Providencia rettgerii (12%), Citrobacter freundii (6%) e Morganella morganii (5%),
demonstrando uma grande variabilidade de bactérias potencialmente patogénicas nestes

recursos hidricos. E. cloacae possui grande importancia clinica, visto que € capaz de
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colonizar diversos instrumentos hospitalares, podendo gerar infeccbes oportunistas.
Desempenha também um papel importante em infec¢des relacionadas a assisténcia a
saude do trato respiratério inferior, infec¢ges intra-abdominais, endocardites e infec¢des
cutaneas e de tecidos moles (WANG, 2010). K. pneumoniae possui grande relevancia
em infecc¢des do trato respiratério, principalmente em pneumonias e choques sépticos e
e tida também como uma das espécies mais comum em infec¢des hospitalares com perfil
de multirresisténcia, presente na familia Enterobacteriaceae (BIBERG, 2015). E. coli,
possui grande relevancia clinica em relacdo as infec¢des do trato urinario, sendo a maior
responsavel pelas infec¢des do trato urinario adquiridas na comunidade (VAN DER BlJ e
BRIONGOS-FIGUERO, 2012).

Nas colecdes hidricas de Jenipapo, as enterobactérias mais encontradas foram E.
cloacae (31%) e Providencia rettgerri (18%), que sdo comumente descritas em aguas
superficiais, no solo e em esgotos (LI et al., 2015). Nas comunidades urbanas, podemos
observar que, no Dique do Cabrito, E. coli (36%) foi a enterobactéria mais prevalente,
podendo indicar contaminacao fecal recente nesta colec¢do hidrica (GEORGE, 2001;
RILEY, 2014). No Dique do Toror6 e Lagoa do Abaeté, a prevaléncia foi de isolados de
E. cloacae (74%) e K. pneumoniae (19%) e de isolados de K. pneumoniae (49%) de E.
cloacae (19%), respectivamente. Acredita-se que grande parte das enterobactérias
encontradas nas comunidades rurais e urbanas chegue as localidades por ndo existir um
saneamento basico correto, e isso pode ser indicado pela alta quantidade de bactérias
identificadas que sdo descritas em dejetos domésticos contendo fezes (CARVALHO,
2016). Além disso, € importante destacar que esses corpos d’agua encontram-se
contaminados por enterobactérias patogénicas de grande importancia médica
(TROEGER, 2017).

A resisténcia antimicrobiana € um dos grandes desafios da medicina moderna. As
previsdes futuras sao alarmantes e estima-se que em 2050, as infec¢gdes geradas por
bactérias resistentes causarao uma mortalidade maior que o cancer, com uma estimativa
de 10 milh6es de mortes anualmente (O'NEILL, 2016). A contaminacdo fecal e a
dispersédo de resisténcia antimicrobiana parecem estar intimamente relacionadas com a

densidade populacional e o descarte inapropriado de dejetos nas proximidades de corpos
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d"agua (RODRIGUEZ, 2015). As colecdes hidricas se tornaram fontes potencializadoras
de transferéncia génica de multirresisténcia. O meio ambiente também tem se
demonstrado como cenario propicio a essa disseminacao, pois, mesmo onde ndo existe
descarte direto de dejetos hospitalares, existe a presenca de bactérias resistentes nestes
ambientes (WU, 2011).

A andlise do perfil de sensibilidade aos antimicrobianos testados indicou que 16
(94%) isolados de E. cloacae em Jenipapo, 13 (100%) no Dique do Cabrito, 26 (100%)
no Digue do Toror6 e 5 (55%) na Lagoa do Abaeté eram resistentes a
Ampicilina/Sulbactam, algo esperado, visto que existe uma tendéncia a resisténcia a
Penicilina por parte deste microrganismo (DUARTE et al, 2008). De acordo com um
estudo realizado por Pires e colaboradores em 2007, cerca de 62% dos isolados de E.
cloacae avaliados eram resistentes a Ampicilina e eles creditaram este fato ao uso
indiscrimidado historico deste farmaco para infec¢cdes do trato urinario na medicina clinica
(PIRES et al, 2007; DUARTE et al, 2008).

No Dique do Cabrito, foram observados dois isolados de E. coli (10%) e um isolado
de K. pneumoniae (7%) produtores de ESBL. Essa resisténcia aos beta-lactamicos pode
ser ocasionada pelas enzimas da classe A de Ambler, que € o exemplo das
cefotaximases (CTX-M), as quais possuem alta atividade hidrolitica, principalmente em
relacdo a cefotaxima e ceftriaxona, tendo sido a primeira enzima relatada capaz de
hidrolisar cefalosporinas de espectro estendido em niveis clinicos significativos
(FEIZABADI, 2010; VAN DER BIJ, 2012). Nas enterobactérias, a resisténcia pode ocorrer
devido a possivel expressdo de beta-lactamases e da hiperproducdo da enzima
codificada cromossomicamente, a AmpC, que é frequentemente associada a resisténcia
a cefalosporinas de terceira geracao e ao possivel mecanismo de resisténcia ligadas as
alteracdes da DNAgirase, provocadas por mutacdes cromossémicas e/ou em genes que
regulam a expressdo de bombas de efluxo, gerando resisténcia as cefalosporinas
(MEYER, 2011). As infec¢Oes por bactérias produtoras de ESBL sdo de grande
importancia para a Saude Publica, pois sdo enzimas capazes de hidrolisar e,

consequentemente, inibir uma gama de antibiéticos beta-lactamicos (SHARMA, 2013).
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Foi observado um isolado de K. pneumoniae (7%) no Dique do Cabrito e 15
isolados de E. cloacae (57%) no Dique do Torord resistentes ao meropenem, imipenem
e ertapenem. Existem duas classes de enzimas relacionadas a resisténcia aos
carbapenémicos de grande importancia descritas, principalmente em enterobactérias que
sdo as metalo-betalactamases (IMP, VIM e NDM) e as serinocarbapenemases (KPC e
as OXA-carbapenemases) (CHERKAQUI, 2014). Além do aspecto clinico de progndstico
potencialmente fatal para o individuo infectado, um dos principais alardes frente a este
tipo de resisténcia é devido a transferéncia génica por plasmideos inter e intra espécies
(CHERKAOUI, 2014; KARANIKA, 2016).

Tendo em vista que a familia Enterobacteriaceae possui uma vasta variabilidade
de espécies, nosso estudo se ateve a descricdo dos genes de resisténcia e os perfis de
susceptibilidade a trés de grande importancia clinica e potencialmente patogénicas,
sendo elas: E. coli, E. cloacae e K. pneumoniae (BETTEGA, 2006). A analise por PCR
demonstrou que a maior frequéncia de resisténcia aos beta-lactamicos foi pelo gene
blaCTX-M (22%), que pode estar relacionado as cefotaximases. Isto refor¢a os dados da
literatura que admitem que a producdo de cefotaximases € um dos mecanismos mais
comuns de resisténcia as cefalosporinas de terceira geracdo (DEHSHIRI et al, 2018).
Esse grupo de enzimas cefotaximases tem sido frequentemente relatado na
epidemiologia de resisténcia aos beta-lactamicos, muito provavelmente devido ao fato da
facil disseminacéo, considerando que esta localizado em sequéncias méveis, como 0s
plasmideos (FEIZABADI, 2010; VAN DER BIJ, 2012). Os outros genes avaliados que
possuem enzimas que pertecem a classe A de Ambler e estdo distribuidas no grupo 2 de
Bush, que correspondem aos genes blaSHV e blaTEM, ndo demonstraram grande
prevaléncia no estudo. Apenas uma enterobactéria demonstrou ter o gene blaTEM (1%)
e nenhuma demonstrou presenca do gene blaSHV (PALZKILL, 2018; DEHSHIRI et al,
2018).

A resisténcia aos carbapenémicos por perda ou diminuicdo da expressdo de
porinas também tem sido relatada em diversas espécies da familia Enterobacteriacae.
Estudos in vivo sugerem que as bactérias com esse tipo de mutacéo séo originarias de

espécies capazes de produzir AmpC ou ESBL que foram anteriormente expostas aos
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carbapenémicos (PRAJAPATI, 2018; YAFEI et al., 2018). Nas ultimas décadas, a
producdo de enzimas de AmpC também possui alta relevancia e contribuicdo com as

altas taxas de resisténcia aos beta-lactamicos e carbapenémicos (CHAUDHARY, 2018).

Em relacéo as enterobactérias, E. coli, K. pneumoniae e E. cloacae, sdo relatadas
como bactérias portadoras de AmpC, principalmente em infec¢cées nosocomiais (PAVEZ
et al, 2008; CHAUDHARY, 2018). Entre as cabapenemases, OXA-48 foi o gene de
carbapenemase mais prevalente no presente estudo, em 33% dos isolados, e pertence
a classe D de Ambler e ao grupo 2D de Bush. Essas enzimas estdo associadas a
resisténcia a todas as classes de cefalosporinas, carbapenémicos e penicilinas. Esta
ocorréncia pode estar relacionada a sua facil disseminacao plasmidial (ARGENTE et al,
2018).

O gene blaVIM (24%) foi o segundo mais prevalente no estudo, seguido de blaSPM
(17%), que correspondem as metalobetalactamases (ROSCHANSKI, 2018;
KHODADADIAN, 2018). As metalobetalactamases (MBLs) pertencentes a classe B em
Ambler e classe 3 de Bush, possuem a capacidade de hidrolisar todos os beta-lactamcos,
com excecdo dos monobactamicos, como o Aztreonam (SEDIGHI, 2015). Possuem um
mecanismo de resisténcia dependente de ions de zinco divalentes no sitio ativo da
enzima (SEDIGHI, 2015).

O gene blaNDM foi encontrado exclusivamente em dois E. cloacae no presente
estudo. Estudos descritos na literatura apontam que isolados resistentes de bactérias
Gram-negativas com producdo de carbapenemases também podem estar
correlacionadas com a inducdo de uma resposta ao uso do imipenem e cefalosporinas
de terceira geragcdo (JIA; MULLER, 2018). Apesar da sua vasta disseminacdo e
prevaléncia em K. pneumoniae e outros isolados de enterobactérias, nenhum isolado
demonstrou ter presenca do gene blaKPC avaliado no estudo, o que esta relacionado
com a presencga de outros mecanismos que ndo este na influéncia da resisténcia aos
carbapenémicos (MULLER, 2018).

Nas areas avaliadas, rural e urbana, é importante destacar que mesmo sem existir

nenhum indicio de dejetos hospitalares nos rios estudados, ainda foram encontradas
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enterobactérias com mais de uma resisténcia. Em Jenipapo, por existir animais de criacéo
e pecuaria na regido, acredita-se que o uso indiscriminado de antibiéticos na pecuaria
também pode contribuir na selecdo de agentes resistentes (CHANG; ECONOMOU,
2015). Um estudo realizado por Furlan em 2018 demonstrou que foram detectados genes
blaSHV e blaCTX-M-Gpl em amostras de solo, agua e fezes de porcos em uma criacao
de suinos no Brasil, indicando a disseminacéo de bactérias resistentes a beta-lactamicos
entre os porcos da fazenda e o ambiente ao seu redor (FURLAN, 2018). Outros indicios
que apoiam este fato é a proximidade do leito do rio com cria¢des de animais e despejo
direto de esgotos domésticos (SOUTO et al, 2017).

Nas areas urbanas, a densidade populacional e a falta de saneamento basico
possuem influéncia na contaminacgédo fecal em ambientes hidricos e, consequentemente,
na disseminacdo e selecdo de resisténcia antimicrobiana. Todavia, independente da
forma de surgimento desta resisténcia, a possibilidade de transferéncia horizontal
plasmidial resulta na troca de informacdo genética entre esses micro-organismos,
gerando uma resisténcia adquirida (ZHOU, 2016). Uma grande relevancia deste trabalho
€ que foram observadas bactérias resistentes mesmo fora do ambiente hospitalar fato
este que reforca que, mesmo em ambientes hidricos que nédo possuem interferéncia
direta de residuos hospitalares nas proximidades, € possivel encontrar enterobactérias
resistentes (SU et al., 2018).
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7. CONCLUSOES

Todos os locais avaliados no presente estudo apresentaram contaminacao fecal
por E. coli e coliformes totais. As colecfes hidricas encontram-se ndo aptas ao uso de
balneabilidade, de acordo com a RDC 357/05 instituida pelo CONAMA, 2015. Acredita-
se que a densidade populacional e falta de seneamento basico adequado possuem

influéncia na taxa de contaminacéo.

A analise do perfil microbiolégico nas colecGes hidricas evidenciou que a

enterobactéria mais prevalente foi E. cloacae, seguido de K. pneumoniae e E. coli.

Dentre as enterobactérias avaliadas, a maior resisténcia foi ao antimicrobiano
ampicilina/sulbactan. Em Jenipapo, E. coli e E. cloacae foram sensiveis a todos os
antimicrobianos testados. No Dique do Cabrito, dois isolados de E. coli e um isolado de
K. pneumoniae foram ESBL positivas. No Digque do Torord os isolados de E. cloacae
foram HODGE positivos e ampicilina/sulbactam resistentes. A Lagoa do Abaeté

demonstrou isolados de E. cloacae resistentes a gentamicina e ampicilina/sulbactam.

Foram encontradas enterobactérias resistentes em todas as colec¢des hidricas
avaliadas. Os genes de resisténcia mais encontrados foram relacionados as
cefotaximases, blaCTX-M e aos carbapenémicos blaOXA-48, blaVIM e blaSPM.

O meio ambiente parece estar associado a disseminacédo e selecdo de bactérias
resistentes, fato evidenciado pela presenca de resisténcia bacteriana sem o descarte
direto de desejos hospitalares, demonstrando que as infec¢des comunitarias podem ser

contraidas através destes ambientes contaminados.
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Apéndice 1: Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos nos isolados identificados no

estudo por localidade

Sensibilidade antimicrobinana

Enterobacter cloacae
N&o sensiveis
ASB
ASB, IPM, HODGE +
ASB, MER, HODGE +
ASB, ERT, HODGE +
GEN
Sensiveis
Escherichia coli
N&o sensiveis
ASB
ASB, CPM, CXM, CRX, CAZ, CRO, ESBL+
Sensiveis
Klebsiella pneumonia
N&o sensiveis
ASB, CPM, CXM, CRX, CAZ, CRO, ESBL+
PPT, ERT, IPM, MER
Sensiveis
Citrobacter freundii
N&o sensiveis
ASB
Sensiveis
Citrobacter werkmanii
N&o sensiveis
ASB
Sensiveis
Cronobacter sakazakii
Sensiveis
Enterobacter aerogenes
N&o sensiveis
ASB
Sensiveis

Enterobacter gergoviae
Sensiveis

JEN

17

16 (94%)
1 (6%)
5

5 (100%)
4

4 (100%)
3

3 (100%)

DC

13

13 (100%)

21

2 (10%)
19 (90%)
13

1 (7%)
1 (7%)
11 (86%)
2

2 (100%)
1

1 (100%)

1

1 (100%)

1 (100%)

DT

26

9(34%)
2(8%)
2(8%)

13 (50%)

2

2 (100%)
4

4 (100%)

LA

5 (56%)

2 (22%)

2 (22%)
3

1 (33%)
2 (67%)
23

23 (100%)
1

1 (100%)

2

2 (100%)

1
1 (100%)
1

1(100%)



Erwinia billingiae

Sensiveis - 1 (100%) - -
Klebsiella oxytoca

Sensiveis 2 (100%) . i -
Kluyvera ascorbata

Sensiveis 2(100%)  1(100%) ; ;
Kluyvera intermedia

Sensiveis - - - 1(100%)

Leclercia adecarboxylata
Sensiveis - - - 1(100%)

Morganella morganii
N&o sensiveis

ASB 4 (100%) - - -
Sensiveis - - - -
Pantoea aglomerans
N&o sensiveis

ASB - - - 1 (50%)
Sensiveis 2(100%)  2(100%) 2 (100%) 1 (50%)
Pectobacterium carotovorum
N&o sensiveis

ASB - 1 (100%) - -
Sensiveis 2 (100%) - - -
Providencia rettgeri
N&o sensiveis

ASB 10 (100%) 1 (100%) - 1 (100%)
Sensiveis

Serratia marcescens

Sensiveis 1 (100%) - - 2 (100%)
Serratia rubidaea

N&o sensiveis

ASB - 1 (100%) - -
Sensiveis - - - 1 (100%)
Total de isolados 55 59 35 47

ABS - Ampicilina/Sulbactam; AMI — Amicacina; CAZ - Ceftazidima; CIP — Ciprofloxacino; CPM — Cefepime; CRO —
Ceftriaxona; CRX - Cefuroxima/Axetil; CTX — Cefotaxima; CXM — CEFUROXIMA; ERT — Ertapenem; GEN — Gentamicina;
IPM- Imipenem; MER — Meropenem; PPT - Piperacilina/Tazobac; TGI- Tigiciclina.



