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RESUMO

Os rios estdo presentes em todos 0s momentos da histéria da humanidade e de seus
ambientes, exercendo influéncia sobre as pessoas e sociedades. O Rio Carioca foi um dos
principais cursos d’agua utilizado para o abastecimento da cidade do Rio de Janeiro no século
XVIII. Com o adensamento populacional suas aguas foram se deteriorando pouco a pouco e
apesar de sua importancia histdrica e cultural e de ter sido tombado em janeiro de 2019, pouco
se tem feito para a melhoria da qualidade de suas aguas. No decorrer de seu atual percurso,
esse rio passa por subterrdneo proximo a diferentes hospitais, privados e publicos, além de
receber efluentes das residéncias do seu entorno, o que pode propiciar a selecdo de bactérias
multirresistentes. Tendo em vista o continuo lancamento de efluentes domeésticos e
hospitalares no Rio Carioca- RJ, e que 0s recursos hidricos podem ser importantes
reservatorios genéticos para a aquisicdo de resisténcia bacteriana aos antimicrobianos, este
trabalho buscou responder, através de estudo do tipo ecologico, qual o perfil de
susceptibilidade aos antimicrobianos de Escherichia coli isoladas e identificadas em amostras
de suas aguas superficiais. Para tanto, os parametros fisico-quimicos cor, turbidez,
condutividade elétrica, temperatura e pH foram analisados. Realizou-se a deteccdo da
presenca/auséncia de bactérias do grupo dos coliformes nas amostras obtidas, sendo
realizadas posteriormente o isolamento e identificacdo de E.coli. Os isolados foram
submetidos a testes de sensibilidade aos antimicrobianos. Foi identificada multirresisténcia a
4 diferentes antimicrobianos que corresponde a 3 diferentes classes. Com os resultados, foi
possivel constatar a diferenca da qualidade das dguas do Carioca entre 0s pontos amostrais,
além de constatar a contribuicdo deste manancial para a dispersdo e manutencdo de genes de
resisténcia. Assim sendo, este estudo pode contribuir para uma melhor compreensdo das
localidades potencialmente responsaveis pela manutencdo dos genes de resisténcia, trazendo

luz a necessidade de melhorias das estratégias de promocao da salde, sanitarias e ambientais.

Palavras-chave: Qualidade Microbioldgica; Coliformes Termotolerantes; Aguas Superficiais;

Susceptibilidade; Antimicrobianos.



ABSTRACT

Rivers are present at all times in the history of mankind and its environments,
influencing people and societies. The Rio Carioca was one of the main water courses used to
supply the city of Rio de Janeiro in the 18th century. With population densification, its waters
gradually deteriorated and despite its historical and cultural importance and having been listed
in January 2019, little has been done to improve the quality of its waters. During its current
course, this river passes underground near different hospitals, private and public, in addition
to receiving effluents from the homes in its surroundings, which can lead to the selection of
multi-resistant bacteria. Considering the continuous release of domestic and hospital effluents
in the Rio Carioca-RJ, and even though water resources can be important genetic reservoirs
for the acquisition of bacterial resistance to antimicrobials, this thesis tries to answer, through
an ecological study, what is the profile susceptibility to antibiotics of Escherichia coli isolated
and identified in samples of its surface waters. For that, the physical-chemical parameters
color, turbidity, electrical conductivity, temperature and pH were analysed. The presence /
absence of bacteria from the coliform group was detected in the samples obtained, and the
isolation and identification of E.coli was performed later. The isolates were subjected to
antimicrobial susceptibility tests. Multidrug resistance to 4 different antibiotic was identified,
corresponding to 3 different classes. With the results, it was possible to verify the difference
in the quality of the waters of Carioca between the points where we collect the water, in
addition to verifying the contribution of this source to the dispersion and maintenance of
resistance genes. Therefore, this study can contribute to improve the understanding of which
locations are potentially responsible for the maintenance of resistance genes, clarifying the
need for improvements in health promotion, health and environmental strategies.

Keywords: Environmental Hazards; Surface Waters; Natural Springs; Drug Resistance,
Microbial



LISTADE ILUSTRACOES

Figura 1- Iconografia da praia do Carioca, representacdo do ano de 1565. Atual bairro do

L =T 0 o T TSSOSO 17
Figura 2- Lagoa do Boqueirdo e 0 AQUEdULO CariOCa. .........ccvrververierieeieieenie e 18
Figura 3- Principais mecanismos de agd0 dos fArmacos ...........ccoceoereiereienenicnenenenns 26
Figura 4- Principais mecanismos de resisténcia bacteriana............ccccocceevvevivevesineinennnns 27
Figura 5— Bairros € 0 Ri0 CariOCa.......c.cccveiuieiiiiieiieeie s se ettt sre e 31
Figura 6— Mapa dos pontos de amostragem na Sub Bacia do Rio Carioca-RJ. ............. 33
Figura 7- Parametros fisico-quimicos avaliados. ............cccerieiireinniiiciee e 34
Figura 8- Espectrofotdmetro bioChrom. ............ccccoveiiiiiie e 35
Figura 9- Turbidimetro de bancada. ............c.cccooiiiieii i 35
Figura 10- Medidor de bancada multiparametros. ..........ccocvvrveivnireininneneseeeeenes 36
Figura 11- Representagéo do frasco utilizado para a coleta e reagente do Kit............... 37

Figura 12- Fotos representativas dos locais de amostragem pertencentes a Floresta da Tijuca.

Figura 13- Fotos representativas dos locais de amostragem na cidade. .............cc.cocu.... 40
Figura 14- Resultado da presenca/auséncia de bactérias do grupo dos coliformes
TEIMOTOIEIANTES. .. .iiiieiceiee ettt ettt sneenenneas 44

Figura 15- Resultado positivo para a presenca de E.coli no ponto anterior a UTR-Flamengo.

Figura 16- Teste da producéo de Indol confirmatdrio para E.coli em algumas amostras.45
Figura 17- Amostra semeada ap0s 24 horas de inCUbacao. ..........cccccvevveivevreiiesiesieenns 45
Figura 18- Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos realizados em E.coli isoladas de
AlQUMAS @MOSEIAS. ... .eevieiiec ettt e et e s e e sb e e s b e e s be e e rteesreeabeeaneas 47
Figura 19. Percurso atual do Rio Carioca-RJ. Destaque para os hospitais proximos ao rio e a
Unidade de Tratamento de Rio instalada proxima a foz............cccvevviiiienc s, 50


../../defesa-taissa.doc#_Toc73694155
../../defesa-taissa.doc#_Toc73694156
../../defesa-taissa.doc#_Toc73694157
../../defesa-taissa.doc#_Toc73694158
../../defesa-taissa.doc#_Toc73694159

LISTADE TABELAS

Tabela 1- Interpretacdo de presenca/auséncia das bacterias do grupo dos coliformes... 37
Tabela 2- Tabela de antimicrobianos selecionados para a realizacdo dos testes de
susceptibilidade, com as suas respectivas Categorias. ........ccuvvererrerieereereesieeseeie e 38
Tabela 3- Resultados dos pardmetros fisico-quimicos analisados. ............cccoeererereneene. 41
Tabela 4- Resultado do teste de susceptibilidade aos antimicrobianos, comparativo entre CLSI
Ll T (07 Y R 0] 01 (Sl = 0] o] - PSS 47



LISTADE ABREVIATURAS E SIGLAS

AMC Amoxicilina-clavulanato
AMES Aminoglicosideos

AMI Amicacina

AMP Ampicilina

ANVISA Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria

APHA American Public Health Association

ASB Ampicilina-Sulbactam

ATM Aztreonam

AWWA American Water Works Association

BrCAST Brazilian Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
CAZ Ceftazidima

CEP Comité de Etica e Pesquisa

CETESB Companhia Ambiental do Estado de Sdo Paulo

CFO Cefoxitina

CFz Cefazolina

CIP Ciprofloxacino

CLSI Clinical and Laboratory Standards Institute
CNS Conselho Nacional de Saude

COMLURB Companhia Municipal de Limpeza Urbana

CONAMA Conselho Nacional do Meio Ambiente

CPM Cefepime

CPTEC Centro de Previsdo do Tempo e Estudos Climaticos
CTX Cefotaxima

DEA Disfuncdo Entérica Ambiental

DNA Acido Desoxirribonucleico



DSSA
E.coli
EMB
ENSP
ETA

ETE

ETP
EUCAST
FIOCRUZ
FUNASA
FTR

GEN

|

ICMBIO
INEPAC
INPE
IPM
ITAL
LABMICRO
LvX
MER
mS/cm
MUG
OMS
OPAS

pH

POP

Departamento de Saneamento e Salde Ambiental
Escherichia coli

Eosina Azul de Metileno

Escola Nacional de Saude Pablica Sérgio Arouca
Estacdo de tratamento de agua

Estacdo de tratamento de Esgoto

Ertapenem

European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
Fundacéo Oswaldo Cruz

Fundacdo Nacional da Saude

Fator de Transferéncia de Resisténcia
Gentamicina

Intermediério

Instituto Chico Mendes de Conservacéo e Biodiversidade
Instituto Estadual do Patrimonio Cultural
Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais
Imipenem

Instituto Tecnoldgico de Alimentos

Laboratério de Microbiologia

Levofloxacino

Meropenem

Milisiemens por centimetro

Caldo Lauryl Sulfato MUG

Organizacdo Mundial da Saude

Organizacdo Pan Americana de Saude

Potencial Hidrogenidnico

Procedimento Operacional Padrao



PPT
R

S

SDD
SISBIO
SISGEN
SUT
TSA

uC

UNT
UTR

WEF

Piperaciclin-Tazobactam

Resistente

Sensivel

Susceptibilidade Dose-Dependente

Sistema de Autorizacdo e Informagéo em Biodiversidade
Sistema Nacional de Gestdo do Patrimonio Genético
Sulfametaxazol-Trimetropim

Teste de Sensibilidade aos Antimicrobianos
Unidade de cor

Unidade Nefelométrica de Turbidez

Unidade de Tratamento de Rio

Water Environment Federation



SUMARIO

1 LN EI0] 5161070 I 13
2 REFERENCIAL TEORICO ....ooviiiieeeeeeeeeeeee ettt 17
2.1 HISTORICO DO RIO CARIOCA- RJ..oveiiieieceeeeeeeeee et 17
2.2 SANEAMENTO, SAUDE EAMBIENTE. ..ot 19
2.3 BIOINDICADORES DA QUALIDADE DAS AGUAS ........cooooeeveeieeeee 22
2.3.1 ENterobDACIEraleS .......cocooiiiiii i 22
2.3.2 Coliformes totais € termotolErantes ..........cccvveicviiiiiie i 23
2.3.3 ESChEriChia COlI ....uuviiiiiiiiii e 23
2.4 RESISTENCIA BACTERIANA AOS ANTIMICROBIANOS.........ccovvvveeennn 24
3 (@] =3 = 1 V@ LT 30
3.1 OBJETIVO GERAL .....coooiieetee ettt ettt sttt 30
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS: ...ttt e et 30
4 MATERIAIS E METODOS ..ottt 31
41  TIPODE ESTUDO ....coiiiiiiieeiceceeeee ettt n sttt 31
4.3  QUESTOES ETICAS. ..ot e eses s enss st nes s 32
44 AMOSTRAGEM. ......ocoiiitiieeeeeeeeee ettt 32
45 CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA .....cooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 33
T R = 1 - 10 111 1 0T O 0] 34
4.5.2 Par@metro TUMDIEZ .......ccooiiiiiicee et 35
4.5.3 Parametro CondULIVIAAE .........ccceovuiiiiiiiiiiic e 35
46 IDENTIFICACAO E ISOLAMENTO ......c.oviviiiieeieesee et enes s 36
4.7 TESTE DE SENSIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS (TSA) ................. 38
5 RESULTADOS E DISCUSSAOQ .......oooiiieieeeeeeeeeeeeeee et ese s 40
5.1  PARAMETROS FISICO-QUIMICOS........coevieeeeiieeieeeeeiee s 41
5.2  IDENTIFICACAO E ISOLAMENTO ......ooviieeeeeieeeieeesee s, 44
5.3 TESTE DE SENSIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS.........ccccoovvverinan. 46
6 CONCLUSOES.......ooeieeceeeee ettt 56
REFERENCIAS ...ttt ettt ettt 57
ANEXO A- Parecer de iSPENSA........c.eeiuieiiieiiieiieesieesre et steesre et sre e sreessaeaaeesnnes 71

ANEXO B - Validagdo de método de analise microbioldgica...........cccovvvvviiiincinnnnns 72



13

1. INTRODUCAO

No ano de 1504, o navegante Portugués Gongalo Coelho aportou na foz de um largo
rio, quando, num de seus bracos proximo ao morro da Vilva 0s portugueses ergueram uma
casa de comércio pertencente a Coroa, apelidada pelos indios Tamoios de “Cari-Oca” (“Casa
de Branco”). Este rio foi fundamental para o estabelecimento da cidade do Rio de Janeiro,
devido a facilidade de se obter 4gua limpa em abundéancia, sendo também chamada de Aguada
dos Marinheiros, pois era um dos locais em que 0s marinheiros proviam-se de agua
(DELGADO, 1990).

Segundo Ogeda e colaboradores (2016), os indios que habitavam préximo a foz do Rio
Carioca, tinham uma relacdo mistica com as aguas deste manancial, acreditando que essas
aguas eram sagradas. Pois, aqueles que a bebessem teriam boa voz para cantar, as mulheres
ficariam mais formosas e 0s homens recuperariam seu vigor perdido.

ApoOs a chegada dos portugueses, o Rio Carioca acabou passando por diversas
transformacdes. De local sagrado e mistico para os indios e principal fonte para o
abastecimento da cidade, o rio foi se transformando ao longo do seu curso e sofrendo varias
interferéncias, devido as modificacdes na urbanizacdo do seu entorno associadas ao aumento
da populacéo (SCHLEE et al., 2007).

O avancgo populacional e a ocupagdo dos espacos territoriais sem um adequado
planejamento urbano a médio e longo prazo tém, como principal impacto antropogénico, o
lancamento de efluentes, propiciando além da degradacdo da qualidade da agua, a
disseminacdo de microrganismos patogénicos (virus, bactérias e protozoarios), causadores de
varias doencas (OLIVEIRA, 2017). Ndo obstante, essa mudanca tem gerado também um
impacto perceptivel na qualidade do Rio Carioca.

Esse problema, ndo é um caso isolado, e ja existem padrbes internacionais que
utilizam a deteccdo de alguns microrganismos como indicadores da qualidade das &guas, 0s
chamados “coliformes”. A maior parte das espécies bacterianas pertencentes ao grupo dos
coliformes totais, sdo dos géneros Escherichia, Klebsiella e Enterobacter, sendo Escherichia
coli a principal espécie representante deste grupo (CROXEN et al., 2013).

Apesar de ser imprescindivel a vida, a 4gua também pode se caracterizar como um
ambiente propicio para a manutencdo e propagacdo de microrganismos patogénicos. O que
coloca um corpo d’agua como o Rio Carioca, como uma potencial fonte de transmissdo de
doencas de veiculagdo hidrica. J& que no decorrer do seu curso, inimeros efluentes sdo
despejados em seu leito, muitas vezes sem tratamento prévio.

Nas aguas de um rio, bactérias podem se reproduzir e também entrar em contato com
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varias substancias que podem afetar seu desenvolvimento, com isso podem vir a selecionar
bactérias que possuam genes de resisténcia a farmacos e metais, por exemplo ( TORTORA;
FUNKE; CASE, 2012). A utilizacdo destes farmacos, de modo geral, tem ganhado destaque
mundial devido a sua utilizacéo crescente e de forma indiscriminada (NOVAES et al., 2018).

A falta de saneamento basico adequado e o langcamento de efluentes oriundos da
aquicultura, inddstrias e hospitais, entre outros, tém contribuido para o aumento de bactérias
resistentes em corpos d’agua. Essa resisténcia pode ocorrer ndo s6 por meio da selecdo natural
por genes cromossdmicos, mas também pode ser devida a diversos mecanismos, dentre eles a
aquisicdo de plasmideos (OLIVEIRA, 2017).

A resisténcia bacteriana pode ser aos metais pesados ou diretamente aos
antimicrobianos presentes no meio ambiente. Peixoto e colaboradores (2012) ressaltam que
no ambiente aquatico a permuta de genes de resisténcia é estimulada devido a movimentacao
e interacdo dos microrganismos e elementos genéticos mdveis como, por exemplo, 0s
plasmideos. Segundo os autores, os plasmideos podem possuir varios genes que codificam
para resisténcia a metais pesados, sugerindo ainda uma associacdo direta da resisténcia aos
antimicrobianos e aos metais pesados. Tal evento pode ser explicado, segundo Yates e
colaboradores (2004), pela vantagem ambiental da co-selecdo destas informagdes em um
Unico plasmideo, especialmente em ambiente aquético poluido.

Junior e colaboradores (2014) constataram que ambientes com forte pressao seletiva
induzem a selecdo de genes de resisténcia. A resisténcia aos farmacos tornou-se um sério
problema de salde publica, sendo de extrema importancia o isolamento dos microrganismos,
sua identificacdo e realizacdo de testes de sensibilidade aos antimicrobianos no laboratério
(OPAS, 2017).

Apesar das associagdes entre a qualidade da &gua e saude j& estarem comprovadas,
ainda existe uma lacuna no Brasil no que tange a estudos que auxiliem na avaliagdo de
multiplos fatores associado a qualidade da agua e suas particularidades ambientais,
socioecondmicas e culturais (FUNASA, 2013).

Entre as varias possibilidades de estudo da qualidade da agua e de sua contaminagéo,
pode-se destacar o problema gerado por efluentes hospitalares, pois suas caracteristicas
complexas podem acarretar em menor biodegradabilidade dos compostos, presenca de
microrganismos patogénicos, desinfetantes, antibidticos, agentes de limpeza, entre outros.
Essas propriedades atribuem carater nocivo a esses efluentes, causando complicagfes no
tratamento bioldgico de uma Estacdo de Tratamento de Agua (ETA) e apresentando riscos aos

ecossistemas aquaticos nos quais sdo lancados (BERTO et al., 2009; SOUZA, 2012). Além
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disso, em alguns casos, esses residuos sdo despejados diretamente nos rios sem ter nenhum
tipo de tratamento prévio ou em sistemas publicos de esgotamento, que ndo tem a capacidade
para tratar esse tipo de efluente (BERTO et al., 2009).

Mundialmente, é sabido que a qualidade das aguas tem um impacto significativo na
salde da populacdo. Deste modo, sua qualidade passou a ser avaliada através da utilizacao de
microrganismos indicadores, os “coliformes”. Os coliformes totais compreende um grande
grupo de bactérias Gram-negativas em forma de bastonete, aerébios facultativos, néo
formadores de esporos, oxidase-negativos, que fermentam lactose com producdo de gas a
aproximadamente 35°C em 24-48 horas e compreendem géneros e espécies entéricas e ndo
entéricas. Do qual Escherichia, Klebsiella e Enterobacter constituem os principais
representantes (HEALTH CANADA, 2012; CROXEN et al., 2013; WHO, 2018).

Ja os coliformes termotolerantes ou também denominados como coliformes fecais,
constituem um subgrupo dos coliformes totais e diferenciam-se pela capacidade de crescer e
fermentar a lactose com producdo de gas em elevadas temperaturas (44 +0.5°C). Este grupo
possui E.coli como seu representante principal, além de outros entéricos como Klebsiella que
também possui a capacidade de fermentar a lactose em elevadas temperaturas (BARTRAM,
BALLANCE, 1996; FENG et al., 2020). Maiores detalhes a respeito destes grupos seréo
abordados posteriormente.

Por fazer parte do grupo dos coliformes, algumas caracteristicas de E. coli sdo
compartilhadas com outras espécies deste grupo, todavia em alguns aspectos ela se destaca
(HEALTH CANADA, 2012). A bactéria E.coli é um bastonete Gram-negativo, oxidase-
negativo, que cresce em meio rico a 44-45°C, fermenta lactose e manitol com a produgdo de
acido e géas, além de produzir indol a partir do aminoacido triptofano (KONEMAN, 2018).
Por fazer parte do trato gastrointestinal de homens e animais, E. coli tornou-se um indicador
de contaminacdo fecal, sendo o mais especifico dentre os coliformes termotolerantes
(CONAMA, 2000; ADEOLU et al., 2016).

Embora o Rio Carioca tenha sido um importante afluente para a cidade do Rio de
Janeiro, conforme descrito anteriormente, esse vem sofrendo uma série de impactos
antropogénicos. No decorrer de seu atual percurso, passa pelo subterraneo proximo a
diferentes hospitais, privados e puablicos, além de receber efluentes das residéncias do seu
entorno, o que pode ter propiciado, por exemplo, na deteccdo de bactérias multirresistentes no
Rio em questdo (DE ARAUJO et al., 2016).

Tendo em vista esse continuo lancamento de efluentes domésticos e hospitalares no

Rio Carioca, e que os recursos hidricos podem ser indiretamente, importantes reservatorios
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genético para a selecdo de resisténcia bacteriana aos antimicrobianos, justifica-se o estudo
deste corpo aquético, para o isolamento e a identificacdo de bactérias do grupo dos coliformes
termotolerantes e verificacdo da sua susceptibilidade aos principais antimicrobianos, a fim de
subsidiar mecanismos que assegurem a qualidade dos mananciais e a reducdo de impactos a
salde publica e ambiental.

Nessa perspectiva, levando em consideracdo a presenca de coliformes em ambientes
impactados e considerando a presenca do despejo de efluentes de origem hospitalar e
doméstica no Rio Carioca, este estudo busca responder: qual o perfil de susceptibilidade aos
antimicrobianos de cepas de Escherichia coli isoladas e identificadas em amostras de aguas
superficiais do Rio Carioca-RJ, levando em consideracdo as especificidades de cada ponto
amostral, uma vez que o Carioca nasce em uma area preservada, na tentativa de relacionar
esse fenbmeno a presenca de hospitais ou outros pontos de contaminacdo ao longo do curso

deste Rio, fator de extrema importancia para a saide publica e 0 meio ambiente.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 HISTORICO DO RIO CARIOCA-RJ

Os rios estdo presentes em todos os momentos da histéria humana e de seus
ambientes, seja fisica ou espiritualmente, e exercem influéncia sobre as pessoas e sociedades.
Contudo os rios sdo ambientes naturais extremamente sujeitos a alteracOes de diferentes
niveis (MAUCH; ZELLER, 2008).

Com a fundacéo da cidade do Rio de Janeiro, uma série de intervenc6es foram pouco a
pouco modificando a configuracdo da bacia do Rio Carioca (SCHLEE; CAVALCANTI;
TAMMINGA, 2007).

De acordo com Ogeda et al. (2016), o Rio Carioca foi um dos principais cursos d’agua
utilizado para o abastecimento da cidade do Rio de Janeiro no século XVIII. Entretanto, este
rio ndo era de facil acesso, pois para se obter agua, se fazia necessario percorrer até a sua
nascente ou solicitar a um escravo aguadeiro, que se encarregava de coletar a agua e levar até
0 centro da cidade.

Embora o Rio Carioca tenha sido muito importante para o desenvolvimento da cidade
do Rio de Janeiro, ainda durante o periodo colonial, ele foi sofrendo grandes alteracGes, tanto
em seu percurso quanto na qualidade de suas dguas. No ano de 1503, por ordem de Gongalo
Coelho, foi construida uma casa na foz do Rio Carioca. Os Tamoios, nativos daquela regido
(Figura 1) a chamavam de "casa de cascudo”, dando origem ao nome akarioka (CEZAR,
2016; OGEDA et al., 2016).

Figura 1- Iconografia da praia do Carioca, representacdo do ano de 1565. Atual bairro do
Flamengo

“Lagoa Rodrigo
de Freitas

Vale do Rio Carioca

Foz do Rio Carioca
Aldeia Tamoio

Praia do Flamengo . Plantacées
oy

-

Baia de Guanabara

Fonte: Cézar, 2016.
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Em 1703, apos desvio do rio, inaugurou-se o primeiro chafariz no centro da cidade,
passando a ser chamado de Largo da Carioca. Durante muito tempo o Rio Carioca continuava
a ser o fornecedor primordial de agua, porém varias modificaces foram sendo incorporadas
ao seu cenario. Durante os seculos XVII ao XVIII, a regido era composta por diversas
chécaras. Os escravos pertencentes a elas utilizavam as dguas do Rio Carioca para o descarte
de residuos de dejetos humanos, incluindo animais. Essa pratica tem lugar no processo
historico de degradacdo que foi transformando o Rio Carioca, pouco a pouco, em um riacho
extremamente poluido (SCHLEE; CAVALCANTI; TAMMINGA 2007; OGEDA et al., 2016).

Obras de saneamento comegaram a ser realizadas no ano de 1719, sendo construido
um importante aqueduto que conduzia as aguas do Carioca até determinados chafarizes
espalhados pela cidade. O Aqueduto da Carioca (Figura 2), inaugurado em 1723, atualmente
conhecido como Arcos da Lapa (FRANCA, 2007; OGEDA et al., 2016), finalizava na Lagoa
do Boqueirdo a sua frente, que depois de sucessivos aterros deu lugar ao Jardim do Passeio
Publico (1779-1783) (DIAS; ROSSO; GIORDANO, 2012).

Figura 2- Lagoa do Boqueirdo e o Aqueduto Carioca.
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Fonte: DIAS; ROSSO; GIORDANO, 2012.

Com o inicio do século XX, novos moradores foram chegando a Laranjeiras e estes
pleitearam junto a Ca&mara dos vereadores a canalizagdo do Rio Carioca, objetivando
incentivar o desenvolvimento imobiliario da regido (REBOISSON, 2016).

Em Santa Tereza, Gomes Freire construiu o reservatorio do Carioca, adjacente ao que
ele denominou de “Mae D’agua”, fonte coletiva para coleta de agua (FRANCA, 2007). Em
janeiro de 2019, o trecho denominado de “Mae D’agua” e o0 reservatorio do Rio Carioca
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foram tombados pelo Estado do Rio de Janeiro (INEPAC, 2019).

Atualmente, grande parte de seu percurso corre por subterrdneo através de diversos
bairros (Figura. 2) (OGEDA et al., 2016), passando por alguns hospitais e residéncias, que
contribuem para a reducao da qualidade de suas aguas.

Com sua nascente na Floresta da Tijuca, o Rio Carioca percorre a Rua Cosme Velho,
adentra a Rua das Laranjeiras, passa pela Rua Ipiranga, Rua Conde de Baependi,
posteriormente passa brevemente pela Praca José de Alencar, Rua Bardo do Flamengo, em
seguida avanca pela Unidade de Tratamento de Rio- Flamengo (UTR-Flamengo) e, por fim,
desagua na praia do Flamengo (REBOISSON, 2016).

Segundo Dias e colaboradores (2012), na tentativa de melhoria das condicdes de
balneabilidade da praia do Flamengo foi estabelecida em 1992 pela prefeitura, uma galeria de
cintura (parte subterranea e outra aberta) modificando o curso final do rio, com o objetivo de
minimizar o aporte de &guas poluidas na praia. Elas entdo passaram a ser concentradas e
direcionadas para a Estacdo de Despoluicdo do Rio Carioca (também denominada como
Unidade de Tratamento de Rio), cujo tratamento das aguas, somente no desemboque, nao
acarreta melhorias para o curso d’agua e ndo agrega melhoramentos diretos para a qualidade
da &gua do rio. Além disso, os mesmos autores afirmam que a estacdo somente funciona nos
periodos de seca com vazdo maxima de projeto de 300 L/s. e que em caso de chuvas o
processo € interrompido liberando a passagem do fluxo direto para a praia (DIAS; ROSSO;
GIORDANO, 2012).

Portanto, o Rio Carioca, a despeito de ter sido um importante afluente para os indios
Tamoios e também fundamental para o desenvolvimento da cidade do Rio de Janeiro
(SCHLEE; CAVALCANTI; TAMMINGA, 2007), acabou, gradativamente, devido ao
adensamento populacional, tendo suas aguas deterioradas. Apesar de sua importancia
histérica e cultural e de ter sido tombado em janeiro de 2019, pouco se tem feito para a
melhoria da qualidade de suas &guas (REBOISSON, 2016), que podem inclusive estar
funcionando como um reservatorio de microrganismos resistentes a serem despejados muitas

vezes diretamente na praia.

2.2 SANEAMENTO, SAUDE E AMBIENTE.

A &gua é um recurso fundamental para a manutencdo de variadas formas de vida,
sendo fundamental também em distintos processos industriais. No entanto, a auséncia do
saneamento ambiental adequado, estéa atrelada a poluigdo e a contaminagdo das &guas, sendo
um dos principais problemas enfrentados pela populacdo (PAIVA; SOUZA, 2018).
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A caréncia e a baixa efetividade dos servicos de esgotamento sanitario geram impactos
negativos. Sendo necessario reconhecer o ambiente como um fator determinante de agravos a
saude, no qual modificacbes podem vir a reduzir a qualidade de vida da populagéo.
Entretanto, a crescente demanda por espacos territoriais, vem causando uma forte pressdo no
meio ambiente, impactando tanto o ecossistema quanto a salde da populacdo (TEIXEIRA et
al., 2011; OLIVEIRA, 2017).

De acordo com Heller (1998), ao versar sobre saude e saneamento, € essencial
incorpora-los no contexto da relacdo entre salde e ambiente. De modo particular, o conjunto
de problemas associados ao saneamento esta estritamente associado ao modelo
socioeconémico aplicado, sendo que a populacdo mais vulneravel é aquela que esta a margem
dos beneficios do desenvolvimento, ou seja, a insalubridade do meio acomete com maior
intensidade nas popula¢Ges com menor status socioeconémico (HELLER, 1998).

O saneamento constitui o controle de todos os fatores do meio fisico do homem, que
exercem ou podem exercer efeitos deletérios sobre seu estado de bem-estar fisico, social e
mental. Deste modo, o saneamento seguro € primordial para a salde, pois proporciona a
reducdo de infeccBes, melhorando e mantendo a saude mental e bem-estar social (WHO,
2018).

A falta de sistemas de saneamento adequados gera diferentes distlrbios a populacao,
incluindo infecgdes e doencas como diarreia, doengas tropicais negligenciadas, doencas
transmitidas por vetores, disfuncdo entérica ambiental (DEA), entre outras. De modo
particular, a DEA vem sendo amplamente debatida e é caracterizada como um distdrbio
subclinico do intestino delgado, que gera inflamagdes cronicas e alteracdes derivadas no
intestino, sendo apresentada como uma importante causa de nanismo infantil. Embora as
causas da DEA sejam dificeis de pormenorizar, conjectura-se que seja causada através da
exposicdo a bactérias de origem fecal, devido a sistemas de saneamento inseguros (WHO,
2018).

No Brasil, a lei n® 11.445/2007 estabelece as diretrizes nacionais para 0 saneamento
béasico, que é fundamental para a promocédo da saude. No artigo 3° dessa lei, 0 saneamento
béasico € definido como um conjunto de servicos, infraestrutura e instalaces operacionais, que
inclui abastecimento de agua potavel, esgotamento sanitario, manejo de residuos sélidos e
manejo de aguas pluviais, devendo esses serem fornecidos de forma universal (BRASIL,
2007). No entanto, as condi¢des de saneamento ambiental no Brasil ainda séo insatisfatorias.

Conforme dados apontados pela Pesquisa Nacional de Saneamento Basico (PNSB),

em 2008, somente 55% dos municipios brasileiros possuiam rede coletora de esgoto, sendo
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que desses, somente 68,8% sofria algum processo de tratamento antes de ser langado em
corpos hidricos (PAIVA; SOUZA, 2018). De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica-IBGE, apenas 38, 2% dos municipios brasileiros informaram possuir uma politica
nacional de saneamento basico em 2017, ndo atingindo metade dos municipios do pais.
Ressalta-se ainda uma tendéncia da aplicacdo de uma politica de saneamento béasico em
municipios mais populosos (IBGE, 2018).

Em diversas localidades, a qualidade da dgua diminui devido impactos antropogénicos
como, lancamento de efluentes de fontes difusas, desmatamento, uso de pesticidas agricolas,
entre outros (OLIVEIRA et al., 2013). Embora os corpos d’agua possuam uma capacidade de
autopurificacdo, o fluxo de contaminantes lancados nos corpos hidricos é tdo grande que
excede a capacidade do sistema de se recuperar (NUNEZ et al., 2016).

Deste modo, os ambientes aquaticos tém se constituido como importantes condutores e
reservatorios indutores da aquisicdo de diferentes resisténcias microbianas (YOUSFI et al.,
2019), devido a sua diversa composicdo quimica como, por exemplo, desinfetantes, residuos
farmacéuticos ndo metabolizados e radionuclideos (is6topos instaveis) (EMMANUEL et al.,
2005; WASEEM et al., 2017).

Efluentes hospitalares possuem um elevado nivel de bactérias resistentes a
antibioticos, comprovando que em paises como Argélia, india, China, Roménia e Croéacia,
houve a contribuigéo desses efluentes na disseminagéo de microrganismos com esse perfil no
ambiente (ZHANG et al., 2012).

O efluente hospitalar constitui uma ampla gama de produtos, incluindo além da
presenca de bactérias de origem hospitalar, portadoras ou ndo de genes de resisténcia,
nutrientes, produtos quimicos variados, metais pesados, drogas metabolizadas ou nao.
Propiciando para que este se torne um ambiente seletivo e facilitador para a transferéncia de
genes de resisténcia e propagacdo destes (EMMANUEL et al., 2005; NOVAES et al., 2018).

Antibioticos com concentragdes inibitdrias e microrganismos resistentes que estejam
presentes no efluente hospitalar podem ser liberados em um corpo receptor, mesmo apos
processos de tratamento do efluente (R1ZZO; FIORENTINO; ANSELMO, 2013). Em seu
estudo, Santoro et al. (2015), relataram a presenca de Pseudomonas em diferentes etapas do
processo de tratamento de um efluente hospitalar, no qual também sinalizaram a importancia
deste microrganismo para o efetivo tratamento do efluente. Entretanto, evidenciaram a
persisténcia de hormonios e bactérias multirresistentes mesmo ap0s o tratamento do
efluente(SANTORO et al., 2015).

N&o menos importante, o efluente doméstico ou aguas residuais também constituem
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importantes reservatdrios de genes de resisténcia que sdo disseminados ao serem lancados em
um corpo receptor. As aguas residuais podem ser consideradas as principais rotas de disperséo
de residuos farmacéuticos juntamente com o efluente hospitalar (LE CORRE et al., 2012).
Assim, autores recomendam um tratamento prévio desses efluentes antes mesmo de serem
conduzidos para uma unidade de tratamento de efluente final (R1ZZO; FIORENTINO;
ANSELMO, 2013).

A OMS vem relatando o crescente aumento no consumo de medicamentos em todo o
mundo (WHO, 2017), conduta com influéncia direta na disseminacdo de residuos farmacos no
ambiente aquético. Sabe-se que no Brasil, nem todos possuem acesso a um sistema de
saneamento adequado(IBGE, 2018), deste modo grande parte do esgoto gerado é conduzido
de forma in natura para o ambiente. Estudos tem apontado para a deteccdo de residuos
farmacos em variados corpos aquaticos receptores de aguas residuais. Entretanto, o numero de
compostos ativos fabricados para tratamentos terapéuticos ¢ amplamente superior do que 0s
que sdo detectados no ambiente, além do fato de que muitos dos farmacos que séo
frequentemente utilizados sdo pouco investigados nos corpos aquaticos (LE CORRE et al.,
2012; RUNNALLS et al., 2010).

2.3  BIOINDICADORES DA QUALIDADE DAS AGUAS

2.3.1 Enterobacterales

A ordem Enterobacterales é formada por um grupo grande e diverso de Bactérias
Gram-negativas, anaerobicas facultativas, ndo formadoras de esporos e em forma de
bastonetes, da classe Gammaproteobacteria (ADEOLU et al., 2016), Os membros desse
grupo habitam variados nichos ecoldgicos, sendo encontrados no solo, na agua e em
associagdo com organismos vivos (BRENNER; FARMER, 2005; TORTORA; FUNKE;
CASE, 2012). Muitos membros desta ordem tém sido implicados como patdgenos em
humanos e animais, como as espécies Escherichia coli e Salmonella enterica (ADEOLU et
al., 2016).

Grande parte dos géneros desta ordem corresponde a mais de 250 espécies, estando
estas incluidas na familia Enterobacteriaceae, (grupo monofilético, catalase-positivos e
oxidase-negativos) sendo uma das familias bacterianas mais diversas taxonomicamente e
frequentemente denominadas como entéricas (ADEOLU et al., 2016).

Segundo Tortora e colaboradores (2012) os membros desta familia possuem estruturas

denominadas de fimbrias, que os auxiliam na aderéncia a superficies ou membranas mucosas.
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Estruturas semelhantes os pili, sdo especializadas na troca de informagfes genéticas entre as
células, que constantemente abarca a resisténcia a antibidticos ou a habilidade de degradar seu
meio com maior eficiéncia (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

2.3.2 Coliformes totais e termotolerantes

Os coliformes totais incluem géneros e espécies entéricas e ndo entéricas, ou seja, que
ndo fazem parte do trato gastrointestinal do homem e animais de sangue quente como, por
exemplo, a Serratia e a Aeromonas. Este grupo é caracterizado por serem bastonetes Gram-
negativos, aerdbios facultativos, ndo formadores de esporos, de oxidase-negativos, que
fermentam lactose com producéo de gas a ~35°C em 24 a 48 horas (CROXEN et al., 2013).

A deteccdo da presenca dos coliformes totais é considerada pouco Util para se
reconhecer o ambiente como contaminado (origem fecal). Mas, pode ser importante para se
atestar a qualidade sanitaria de um ambiente ou até mesmo alimento. Quando constatada sua
presenca nos corpos aquaticos, pode ser indicativo da possivel presenca de patdgenos
entéricos, sendo Escherichia coli e enterococos considerados os melhores indicadores de
contaminacdo fecal (HEALTH CANADA, 2012).

Por sua vez, os coliformes termotolerantes, também conhecidos como coliformes
fecais, sdo bactérias pertencentes ao grupo dos coliformes totais, estando presentes no
excremento humano e animal, além de solo, plantas ou efluentes que contenham matéria
organica. Este grupo ¢é caracterizado pela presenga da enzima [-galactosidade e pela sua
capacidade em fermentar a lactose, com producdo de gas em 24 horas a 44-45°C em meio
composto por sais biliares ou outros agentes tenso-ativos com propriedades inibidoras
semelhantes (CONAMA, 2000).

Alguns organismos deste grupo, ndo necessariamente possuem origem fecal, mas sua
presenca pode estar associada a presenca de bactérias de origem fecal (BARTRAM; PEDLEY
1996). Representa este grupo, Escherichia coli, algumas bactérias do género Klebsiella,

Citrobacter e Enterobacter.

2.3.3 Escherichia coli

Pertencente da familia Enterobacteriaceae, E. coli é um bastonete Gram-negativo,
oxidase-negativo, como outros membros de sua familia, mas cresce em meio rico a 44-45°C,
fermenta lactose e manitol com a producéo de acido e gas, alem de produzir indol a partir do
aminoéacido triptofano (CONAMA, 2000; CROXEN et al., 2013).

Devido ao fato de E. coli ser encontrada abundantemente no trato intestinal e nas fezes
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de humanos e animais, tornou-se um indicador ideal de contaminacdo fecal das aguas.
Embora grande parte dos tipos de Escherichia coli seja inofensiva, alguns sorotipos (ou
cepas) possuem caracteristicas que as tornam patogénicas. Ainda, vale destacar que como
indicador de contaminacao fecal, dentro do grupo dos coliformes termotolerantes, a espécie E.
coli é a mais especifica para a contaminacao fecal recente (HEALTH CANADA, 2012; WHO
2018).

Apesar de ser um organismo comensal do trato gastrointestinal em animais de sangue
quente, ganhos e perdas de genes em algumas cepas permitiram que E.coli se tornasse um
patdégeno diversificado e adaptado. Deste modo, dependendo do sorotipo, E. coli pode
ocasionar uma Vvasta gama de doencas, podendo acometer o trato gastrointestinal, trato
urinario, corrente sanguinea e sistema nervoso central (CROXEN et al., 2013).

Alguns pressupostos sdo importantes para se reconhecer um organismo como um
indicador fecal, a saber (HEALTH CANADA, 2012):

o Fazer parte do trato gastrointestinal dos animais de sangue quente;

o Estar presente em &guas contaminadas quando patogenos estéo presentes;

o Incapaz de crescer em meio aquatico, mas capaz de sobreviver por mais tempo quando
comparados aos patdgenos;

o Aplicavel em todos os tipos de guas naturais;

o A densidade da bactéria deve estar correlacionada com o grau de contaminacdo das
aguas;

o Adensidade da bactéria deve estar correlacionada a doencas associada aos nadadores;

o Os testes de deteccdo e enumeracao devem ser rapidos.

Entretanto, nem todas as bactérias atendem tais requisitos. Por tanto, E.coli juntamente
com Enterococcus foram considerados os melhores indicadores de contaminacdo fecal
recente. Estando E.coli melhor classificada como um bioindicador ideal de contaminagéo
fecal em aguas doces, por melhor se enquadrar nos requisitos citados a cima e Enterococcus
como um bioindicador em aguas salinas. (HEALTH CANADA, 2012).

A Fundagdo Nacional da Salde (Funasa) e o Ministério da Saude (MS-Brasil),
também estabelecem que seja verificada, na agua para consumo humano para garantir sua

potabilidade, a auséncia de coliformes totais e Escherichia coli (FUNASA, 2013).

2.4 RESISTENCIA BACTERIANA AOS ANTIMICROBIANOS
De acordo com Martinez (2014), a resisténcia frente a um farmaco é definida do ponto

de vista operacional, classificando a bactéria como sensivel/ susceptivel, intermediaria ou
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resistente, a depender da possibilidade de se tratar as infeccGes ocasionadas pelo agente
microbiano. Ainda de acordo com o autor, a resisténcia é uma caracteristica adaptativa, que €
conferida ap0s exposicdo aos antimicrobianos. Mas, de acordo com a ANVISA (2007),
algumas bactérias possuem resisténcia intrinseca, possuem genes que podem desenvolver um
fendtipo de resisténcia.

A introducdo da penicilina no combate a infecgfes foi um marco importante na
histéria da medicina, gerando a falsa ideia de que pacientes ndo perderiam mais suas vidas por
conta de doencas infecciosas. Entretanto, a resisténcia a penicilina foi documentada em 1940,
gerando uma nova preocupacéo para o tratamento eficaz das infec¢des (PAITAN, 2020).

De acordo com a Organizacdo Pan Americana de Salde-OPAS (2017), observa-se um
crescente numero de infecgbes dificeis de serem tratadas, devido a baixa eficacia dos
antimicrobianos. Este fato se torna de relevante preocupacdo no ambito da saude, pois gera
um maior periodo de tratamento do paciente, maior tempo de internagdo, aumento dos custos
referentes ao tratamento e maior incidéncia de mortalidade (OPAS, 2017).

Atualmente, um dos principais problemas associados aos farmacos estd relacionado
com a utilizacdo incorreta destes e sua utilizacdo de forma massiva, propiciando a
manifestagdo e a dispersdo de novas linhagens de microrganismos resistentes aos
antimicrobianos. Mudancas genéticas nas bactérias, por exemplo, possibilita que um farmaco
anteriormente inibidor sobre um determinado organismo, passe a ndo surtir mais efeito, o que
torna esta questdo de emergente preocupacdo mundial (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

As mudancas genéticas ocorridas nos microrganismos sdo amplas, podendo abranger
desde deficiéncia de porinas até a producdo de enzimas que inativam a acdo de drogas
antimicrobianas (ABRANTES; NOGUEIRA, 2017). A Figura 3 resume o0 espectro de

atividades de alguns farmacos, indicando os seus principais mecanismos de acéo.
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Figura 3- Principais mecanismos de ac¢do dos farmacos
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Fonte: TORTORA; FUNKE; CASE , 2012.

Em resumo, os principais mecanismos de acdo dos farmacos incluem a inibicdo da
parede celular, inibicdo da sintese proteica, danos & membrana plasmatica, inibicdo da sintese
dos acidos nucleicos e inibi¢do da sintese de metabdlitos essenciais (TORTORA; FUNKE;
CASE, 2016).

Para que seja eficaz e atue como um antimicrobiano, alguns pressupostos devem ser
atendidos (ANVISA, 2019):

o Ser capaz de atingir alvos moleculares, devendo necessariamente ultrapassar a barreira da
membrana celular da bactéria;

o Suscitar a morte da célula através da interagdo do farmaco com a molécula alvo;

o Preservar-se da acdo das bombas de efluxo que langcam os antimicrobianos para fora da
celula da bactéria;

o Por fim, reprimir a inativacdo mediada por enzimas que tem a capacidade de modificar o
farmaco tanto no interior quanto no exterior da célula bacteriana.

Em contrapartida, as bactérias desenvolvem mais de uma estratégia de acdo para se
defender dos antimicrobianos, modificando por vezes seu material genético (ANVISA, 2019).
Além disso, as bactérias também contam com répida reproducdo por divisdo binaria
(NOGUEIRA; MIGUEL, 2009) o que propicia a sele¢do natural das cepas resistentes.

Os mecanismos que conferem resisténcia bacteriana aos antibioticos séo distintos e
amplamente estudados, podendo se disseminar através de um ou mais mecanismos no que

tange a transferéncia de genes que conferem resisténcia (DAVIES; DAVIES, 2010). Dentre 0s
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mecanismos, podemos destacar a mutagéo, transferéncia horizontal de genes, modificacdo da
célula antibidtica, alteracGes quimicas do antibiotico, destruicdo da molécula do antibiético,
modificacdo na permeabilidade, bomba de efluxo, modificacdo dos sitios de destino e
adaptacdes celulares (MUNITA; ARIAS, 2016). Entretanto, alguns mecanismos s&o

considerados principais, para conferir resisténcia bacteriana (Figura 4).

Figura 4- Principais mecanismos de resisténcia bacteriana

1. Blogueio
Antibiético da entrada

2. Inativacao
por enzimas

Molécula-

-alvo alterada

3. Alteracdo da 4. Efluxo do
molécula-alvo antibiético

Fonte: TORTORA; FUNKE; CASE, 2012.

Martinez (2014) associa a resisténcia aos antimicrobianos a dois processos, a mutacao
e a transferéncia horizontal de genes. A mutacdo pode ocorrer em trés diferentes tipos de
genes, genes que codificam o alvo do antibi6tico; genes que codificam os transportadores dos
antibidticos e genes que codificam os reguladores responsaveis em reprimir a expressdo dos
transportadores ou elementos de descontaminacdo dos antibidticos (TORTORA; FUNKE;
CASE, 2016).

A mutacgdo € um processo natural que ocorre ao acaso, devido a varios fatores. Quando
selecionadas pelo meio ambiente, elas podem favorecer a sobrevivéncia e adaptacdo das espécies ao
meio em que estdo inseridos. Os genes mutados considerados benéficos ao organismo, podem ser
repassados de geracdo em geracdo ou entre bactérias em um meio de cultura. A transferéncia desses
novos genes pode ocorrer através de um organismo para 0s seus descendentes, sendo denominado por
transferéncia vertical de genes (WATFORD; WARRINGTON, 2020). Ou, a transferéncia também
pode ocorrer de uma bactéria para outros microrganismos de uma mesma geracdo, no qual
este processo denomina-se transferéncia horizontal de genes (MADIGAN et al., 2016).

A transferéncia genética em bactérias também pode ocorrer atraves da conjugacédo ou

transducdo. O processo de conjugacdo ocorre entre bactérias geneticamente diferentes, sendo
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necessario o contato entre os organismos. Este processo € mediado por um plasmideo
(pequeno fragmento de DNA circular) que transfere a informacéo de uma célula doadora de
gene para uma célula receptora de gene, no qual este serd transferido durante o processo de
replicacdo. No caso da transducdo, a troca da informacdo genética ocorre por intermédio de
um bacteriéfago (virus que infecta bactéria) que ao entrar na célula bacteriana seu DNA é
misturado com o DNA do hospedeiro. Caso infecte outra bactéria, pode ocorrer uma
incorporacdo entre 0 DNA da primeira e da segunda bactéria infectada. Esta nova informacéo
genética é entdo replicada a cada nova divisdo (NOGUEIRA; MIGUEL, 2009).

Alteracdes na base genética tem frequentemente conferido resisténcia aos
antimicrobianos devido a processos de mutacdo. Os genes das enzimas [-lactamases, por
exemplo, deram origem a catalisadores modificados que codificam um amplo espectro de
resisténcia (afetam uma ampla variedade de bactérias), tendo se demonstrado mundialmente
crescente (DAVIES; DAVIES, 2010).

Alteracdes na base genética também tem conferido a resisténcia bacteriana frente a
antimicrobianos da classe das quinolonas, estando associada a mutacGes cromossdmicas que
alteram as enzimas alvo e sua afinidade de ligacdo ao farmaco; mutacfes cromossémicas que
conduzem a reducdo do acumulo de drogas através da diminuicdo da captacdo ou aumento do
efluxo e através da aquisicdo de genes de resisténcia atraves dos plasmideos produtores de
proteinas de protecdo alvo (CORREIA et al., 2017).

Outro mecanismo de resisténcia bacteriana frente ao farmaco é através da producéo de
enzimas que tem como funcdo inativar a droga ou destruir a molécula (MUNITA; ARIAS,
2016). O processo de inativagdo enzimética afeta em sua maioria antibiéticos de produtos
naturais como, por exemplo, as Penicilinas, Cefalosporinas e carbapenemos. Este grupo
compartilha uma mesma estrutura, o anel B-lactamico que € alvo de enzimas p-lactamases que
seletivamente hidrolisam o anel (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

Um exemplo de aquisicdo de resisténcia através de mecanismos enzimaticos de
inativacdo dos farmacos € através da presenca de enzimas modificadoras. Nas bactérias Gram-
negativas as enzimas modificadoras de aminoglicosideos (AMES) é considerado o principal
mecanismo de resisténcia deste grupo. As AMES sdo responsaveis por modificarem os grupos
hidroxila ou amino (-OH ou —NHy) da molécula aminoglicosideo dos farmacos, resultando na
ineficacia do mesmo (RAMIREZ; TOLMASKY, 2010; MUNITA; ARIAS, 2016). De acordo
com Ramires & Tomalsky (2010), a combinacdo dos processos de mutagdo tem propiciado
para uma continua geracdo de novas variantes enzimaticas e os genes codificadores dessas

enzimas, em conjunto com outros determinantes de resisténcia, acabam propiciando em
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isolados multirresistentes.

O efluxo do antibidtico € outro mecanismo de defesa bacteriana contra a acdo do
farmaco. Basicamente, em bactérias Gram-negativas, determinadas proteinas presentes na
membrana operam expelindo o antimicrobiano de forma a impedir uma concentracao
necessaria do farmaco para que este seja eficaz. Em E.coli, a resisténcia a antimicrobianos de
amplo espectro é contribuida através da atividade de bombas de efluxo, como é o caso da
resisténcia as fluoroquinolonas, que tem sido relatada como um processo oriundo das
atividades da bomba de efluxo (PUZARI; CHETIA, 2017).
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OBJETIVOS
OBJETIVO GERAL
Isolar e identificar coliformes termotolerantes, presentes no Rio Carioca-RJ e avaliar sua

susceptibilidade aos antimicrobianos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Pesquisar a presenca de E. coli no Rio Carioca-RJ;

Verificar a susceptibilidade das bactérias isoladas a diferentes antimicrobianos
comerciais;

Comparar a qualidade da &gua nos diferentes pontos de coleta, considerando as
caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas e levando em consideracdo a
existéncia de aguas residuais proximas a estabelecimentos de salde e areas urbanas

domeésticas.
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4, MATERIAIS E METODOS
4.1 TIPO DE ESTUDO

Este estudo é do tipo ecoldgico, caracterizado pela utilizacdo de medidas agregadas
e/ou ambientais. As medidas agregadas resumem as caracteristicas de um determinado grupo
como, média, taxa de incidéncia e prevaléncia. J& as medidas ambientais, descrevem 0s
atributos fisicos de uma localidade geografica como, horas diarias de sol, clima, temperatura,
entre outras (SZKLO, 2000).

4.2 AREA DE ESTUDO

Pertencente da Bacia da Baia de Guanabara (trecho Oeste) no municipio do Rio de
Janeiro, o Rio Carioca nasce em uma area de preservacdo ambiental, na Floresta da Tijuca-RJ.
O rio passa por subterraneo por alguns bairros (Cosme \Velho, Laranjeiras e Flamengo) até
desaguar na praia do Flamengo (DE ARAUJO et al., 2016), conforme apresentado na Figura
5. Atualmente, suas &guas sdo visiveis em sua nascente, aqueduto/reservatorio Mae D’agua
(trecho tombado), no trecho do Largo do Boticario, antes da UTR-Flamengo e posterior a

mesma, onde desagua na praia do Flamengo.

Figura 5— Bairros e o Rio Carioca

— /

|‘ 4
Legenda (I D
Rio Carioca
,:| Bairros do Rio Carioca N
I:] Sub Bacia do Rio Carioca
E Sub-bacia do Rio de Janeiro

Fonte: Taissa de Souza.
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4.3 QUESTOES ETICAS

De acordo com a Instrucdo Normativa n° 03/2014 do ICMBIo, o pesquisador devera
solicitar a autorizacdo para a realizacdo das atividades previstas no art. 3° da instrucéo.
Devendo realizar o registro de forma voluntaria, para a coleta de material boténico, flngico e
microbiolégico no Sistema de Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade — SISBio,
estando vinculado ao ICMBio.

Seguindo essas instru¢cdes normativas, este projeto foi submetido ao SISBio, tendo sua
aprovacédo (N°. 73355) para a realizacdo de coletas no periodo de 02/12/2019 a 04/01/2021.

Considerando os aspectos éticos do ambito da Resolugcdo CNS n° 466/2012, o Comité
de Etica em Pesquisa da Escola Nacional de Saude Publica Sergio Arouca, CEP/ENSP, foi
consultado e emitiu o documento de dispensa de avaliacdo do projeto (Anexo A).

Este projeto também foi cadastrado no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimonio
Genético e do Conhecimento Tradicional Associado-SisGen, sob cddigo A3A15EA4.

4.3 AMOSTRAGEM

A escolha do momento da coleta seguiu as recomendacOes de evitar periodos de
precipitacdo dentro de 24 horas anteriores e considerou também que a precipitacdo acumulada
do periodo estimada estivesse entre os valores médios historicos (CPTEC/ INPE, 2020).

Foi utilizado para o trabalho de campo, um carro oficial da Fiocruz que permitiu, junto
com a autorizacdo do ICMBIo, 0 acesso aos locais de coleta restritos ao publico.

Foram coletadas amostras de agua do Rio Carioca - RJ, em 5 diferentes pontos em que
0 Rio corre a céu aberto. Dois pontos correspondentes a possivel nascente do Rio (Floresta da
Tijuca), um no reservatorio/aqueduto Mae D’agua, um no Largo do Boticério (Cosme Velho)
e um ponto antes da Unidade de Tratamento de Rio do Flamengo (UTR-Flamengo) (Figura
6).

A escolha destes pontos foi realizada com base na informacdo de que nestes locais 0
rio corre a céu aberto (REBOISON, 2016; OGEDA et al., 2016). A definicdo do local de
coleta na nascente foi realizada com o auxilio dos monitores do Parque Nacional da Tijuca,
Flavio Henrique Deveza da Cunha, Carlos Alberto de Sousa Felipe e a Coordenadora de
Pesquisa e Manejo do Instituto Chico Mendes de Conservacdo e Biodiversidade-ICMBiIo,
Katyucha Von Kossel. Como ndo havia informacdo oficial quanto ao local correto da

nascente, optou-se, a partir da indicacdo dos monitores, em realizar a coleta em dois pontos
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que convergiam para o rio, considerando que um deles provavelmente seria a nascente ou as

duas nascentes viriam a formar o rio.

Figura 6— Mapa dos pontos de amostragem na Sub Bacia do Rio Carioca-RJ.

Nascente B

Nascente A

®

Fonte: Google Earth.

As amostras foram obtidas de acordo com as recomendagdes da CETESB (2011). Para
as analises microbioldgicas, realizou-se a coleta em triplicata. Em cada ponto amostral, foram
coletadas 400 mL de amostra, sendo 100 mL em cada frasco. Deste total, 300 mL foram
utilizadas para as analises bioldgicas, ao passo que 100 mL foram utilizadas para as analises
fisico-quimicas. O material foi obtido a uma profundidade de aproximadamente 20 cm.

Posterior a obtencdo das amostras, o material foi mantido em ambiente refrigerado
(caixa térmica), ndo excedendo o intervalo de quatro horas entre a coleta e 0 processamento
do material.

As anélises bioldgicas foram todas realizadas no Laboratorio de Microbiologia do
Departamento de Ciéncias Bioldgicas da ENSP/FIOCRUZ (LabMicro), ao passo que as
analises fisico-quimicas como cor, turbidez e condutividade, foram realizadas com a
colaboracéo do Laboratorio de Andlises Fisico-Quimicas do Departamento de Saneamento e
Saude Ambiental-DSSA-ENSP/FIOCRUZ.

4.4 CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA

Parametros fisico-quimicos como pH e temperatura foram mensurados no local de
amostragem. Com a finalidade inicial de determinar o pH no local e momento da coleta foi
utilizada a Tira Universal de pH 0-14 da KASVI® (Figura 7.A) seguindo as instrucées do
fabricante. O pH foi confirmado logo que chegamos da coleta no LabMicro em pHametro
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Luca 210® (Figura 7.B), seguindo o POP (procedimento operacional padrdo) do Laboratério.
Para a obtencdo da temperatura in situ, foi utilizado o Termdmetro de méaxima e
minima digital da INCONTERM (Figura 7.C).

Figura 7- Pardmetros fisico-quimicos avaliados.

100 tiras.
S, 6 78

A

Fonte: Taissa de Souza.

Legenda: (A) Fita universal de pH; (B) pHametro de mesa; (C) Termdmetro digital.

A obtencdo dos pardmetros cor, turbidez e condutividade seguiram as recomendagdes
do Standard Methods for the Examinitionof Water and Wastewater, 23th ed (APHA et al.,
2017) e foram realizados no DSSA-ENSP/Fiocruz.

4.5.1 Parametro Cor

O método espectrofotométrico utilizado baseia-se na capacidade do padrdo de
Cloroplatinato de potassio (K,PtClg), gerar cores semelhantes a aparéncia natural das aguas,
ao receber determinadas quantidades de Cloreto de Cobalto (CoClxH20). A verdadeira cor e
sua unidade ¢ denominada como uC (unidade de cor).

O parametro cor foi determinado através do espectrofotdmetro BioCHrom Libra S80
(Figura 8), a um comprimento de onda que variou entre 450 e 465 nm, com a utilizacdo do
padrdo platina-cobalto. O espectrofotometro foi aquecido de acordo com as recomendacfes
do fabricante. Foram utilizadas solugdes e curvas padrdes, de acordo com o método 2120 C
do Standard Methods for the Examinitionof Water and Wastewater (APHA et al., 2017).

Uma célula do espectrofotometro foi preenchida com &gua e posteriormente, o
aparelho foi zerado. Por conseguinte, lavou-se uma célula do aparelho com a amostra, sendo,
por conseguinte preenchida pela mesma. A leitura da cor foi realizada através da utilizagdo de
leituras de absorbancia e curva padréo relativos a absorbancia e uC (APHA et al., 2017).
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Figura 8- Espectrofotdometro bioChrom.

Fonte: DSSA/ENSP

4.5.2 Parametro Turbidez

Foi utilizado o Turbidimetro de bancada TL2350 da HACH (Figura 9) que mensura
unidades nefelométricas de turbidez (UNT), de acordo com APHA (2017). Este método esta
fundamentado na comparacdo da intensidade da luz dispersa pela amostra, sob condicgdes
definidas (LEAO et al., 2014; APHA et al., 2017).

Figura 9- Turbidimetro de bancada.

Fonte: DSSA/ ENSP

4.5.3 Parametro Condutividade

A condutividade elétrica foi utilizada como medida indireta da salinidade, sendo
definida como a capacidade que uma substancia aquosa possui de transportar correntes
elétricas. Sendo assim, a condutividade foi mensurada com o auxilio do medidor de bancada
multiparametros Thermo Scientific Orion Versa Star™ (Figura 10) que mede a condutividade

através de uma celula de condutividade que foi calibrado no momento do uso, seguindo o
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método 2510 B do Standards Methods (APHA, 2017).

Figura 10- Medidor de bancada multiparametros.

Fonte: DSSA/ENP

45  IDENTIFICACAO E ISOLAMENTO

A deteccdo das bactérias do grupo dos coliformes termotolerantes foi realizada através
do Kit comercial COLItest® (LKP, 2019). O COLlItest, ¢ um método cromogénico e
fluorogénico baseado na capacidade de E. coli produzir B-galactosidase e B-glucuronidase,
gerando cores amarelas ou fluorescentes ao metabolizarem nutrientes presentes no meio de
cultura. O kit foi elaborado para a deteccdo simultdnea da presenca de coliformes totais e
fecais. O substrato & composto por substdncias quimicas, nutrientes, MUG (4-
methylumbelipheril-b-D-glucuronide) e inibidores de bactérias Gram positivas, que na
propor¢do correta, favorece o crescimento de bactérias Gram negativas e propiciam a
identificacdo de E. coli, por meio do uso da fluorescéncia e o teste do indol (LKP, 2019). O
COLlItest® é validado frente a APHA/AWWA/WEF, descrito no Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater (LKP, 2019), pelo ITAL (Instituto Tecnoldgico de
Alimentos) sob analise n°: MB -1836/05 (Anexo B) e aprovado e utilizado no Brasil por
laboratdrios de pesquisas e universidades (MORAIS, et.al., 2016; DOZZO, 2011).

Para a identificagdo da presenca ou auséncia de bactérias do grupo dos coliformes, foi
adicionado um substrato (reagente) do kit (Figura 11.B) em cada frasco contendo amostra
(Figura 11.A). O recipiente foi devidamente fechado e agitado, sendo submetido & incubagédo
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a 35+ 1 °C por 24 horas. O procedimento foi realizado em cada uma das amostras. Os
resultados foram lidos e interpretados de acordo com a tabela disponibilizada pelo fabricante
(Tabela 1).

Figura 11- Representacéo do frasco utilizado para a coleta e reagente do Kit

Fonte: Taissa de Souza.

Legenda: (A) Recipiente transparente e ndo fluorescente (B) Substrato do Kit Colitest.

Tabela 1- Interpretacdo de presenca/auséncia das bactérias do grupo dos coliformes.

Crescimento Mudanca de Reativo de
COL Itest® . cor para Fluorescéncia Kovacs
(turbidez)
amarelo (Indol)
Negativo -ou + - - -
Coliformes totais + + - -
Escherichia coli + + + +

Fonte: Adaptado, LKP (2019).

Ap0s a deteccdo da presenca de E. coli (fluorescéncia positiva), foi realizado o teste do
Indol, com utilizacdo de reativo confirmatorio (Kovacs) para a presenca de E. coli. Nos casos
confirmados, procedeu-se o isolamento da bactéria, de acordo com metodologia adaptada,
proposta por Costa e Hofer (1972).

Placas de Petri contendo meio cromogénico indicador (UriSelect™4) solidificado, e
meio EMB foram utilizadas para a semeadura por esgotamento, com o auxilio de uma alga
bacterioldgica contendo a amostra, sendo este procedimento realizado em todas as amostras
positivas para E.coli. O método da semeadura por esgotamento permite isolar as bactérias que
estdo em grande quantidade e obter coldnias isoladas (TORTORA, 2016). Apds a semeadura,

as placas foram incubadas a 35°C £ 1°C durante 18 horas.
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4.6 TESTE DE SENSIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS (TSA)

O teste de sensibilidade foi realizado de acordo com o manual Clinical and
Laboratory Standards Institute - CLSI, 2019, disponibilizado de forma gratuita pela ANVISA
- Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2019).

A partir da cultura descrita anteriormente, foi retirada uma colonia isolada da placa, sendo
adicionada a um recipiente com solucdo fisiologica estéril, que foi ajustado de acordo com o
tubo 0.5 da escala de McFarland, correspondendo a uma escala de grandeza de 1,5 x 10°
bactérias. Seguindo os procedimentos indicados, um swab estéril foi mergulhado neste
recipiente e com o auxilio deste, foi realizado o esgotamento por induto continuo na superficie
de outra placa de Petri contendo meio Miueller Hinton. Posteriormente, ap6s tempo de
secagem determinado, foram alocados sobre o meio de cultura os discos de antimicrobianos
listados nos manuais supracitados, que estavam disponiveis no Brasil e de uso rotineiro no
laboratério (Tabela 2). Subsequentemente, a placa foi incubada a 35 + 1 °C durante 16-18
horas em estufa bacteriol6gica.

Tabela 2- Tabela de antimicrobianos selecionados para a realizagdo dos testes de

susceptibilidade, com as suas respectivas categorias.

Penicilina

Ampicilina (AMP) 10 ug

B-lactamicos

Piperaciclina-tazobactam

Amoxicilina-clavulanato (AMC) 30 ug (PPT) 110 g

Ampicilina-sulbactam (ASB) 20 ug

Cefens

Cefazolina (CFZ) 30 ug Cefoxitina (CFO) 30 ug Ceftazidima (CAZ) 30 ug
Cefepime (CPM) 30 pg Cefotaxima (CTX) 30 ug

Monobactamas

Aztreonam (ATM) 30 ug

Carbepenémicos

Ertapenem (ETP) 10 pg Meropenem (MER)10 g Imipenem (IPM) 10 ug
Aminoglicosideos

Amicacina (AMI) 30 pg Gentamicina (GEN) 10 ug

Fluoroquinolonas

Ciprofloxacino (CIP) 5 pg Levofloxacino (LVX) 5 ug

Antagonista da via do folato

Sulfametoxazol-Trimetoprim (SUT) 25 pg

Fonte: Adaptado, CLSI (2019).
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Para a verificagdo da susceptibilidade da bactéria ao antimicrobiano, foi realizada a
medicao dos halos formados com o auxilio de um paquimetro, sendo o halo medido em mm.
A susceptibilidade foi avaliada de acordo com a tabela disponibilizada nos manuais CLSI
(2019) e BrCAST-EUCAST (2019), a partir dos quais, dependendo do tamanho do halo de
auséncia de crescimento formado, a bactéria foi classificada como Resistente (R),
Intermediaria (1), Susceptibilidade Dose-Dependente (SDD) ou Sensivel (S).

Vale destacar que alguns antimicrobianos possuem concentracdes diferentes entre 0s
manuais BrCAST e CLSI. Deste modo, seriam necessarias concentracdes menores do CAZ e
CTX para a avaliacdo da susceptibilidade de acordo com o BrCAST (2019). Concentragdes
menores desses antimicrobianos ndo estavam disponiveis para uso no laboratério no momento
das analises, portanto foi possivel testar CAZ e CTX apenas de acordo com o manual CLSI
(2019).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A coleta realizada no dia 28 de janeiro de 2020, data definida pelo fato de ndo ter sido
registrada precipitacdo nas ultimas 24 horas anteriores ao dia da coleta, permitiu a obtencéo
de amostras nos cinco pontos onde o rio ndo estava subterraneo (Figuras 12 e 13), abrangendo
a nascente (Figura 12.A e 12.B), reservatorio Mae D’agua (Figura 12.C), largo do boticério

(Figura 13.A) e antes das aguas receberem tratamento na UTR-Flamengo (Figura 13.B).

Figura 12- Fotos representativas dos locais de amostragem pertencentes a Floresta da Tijuca.

Fonte: Tal's de Souza.

Legenda: (A) Nascente 1A, (B) Nascente 1B e (C) Mée D'agua.

Figura 13- Fotos representativas dos locais de amostragem na cidade.

Fonte: Taissa de Suz. .
Legenda: (A) Largo do Boticario e (B) Anterior a UTR-Flamengo.

Um sexto ponto seria coletado apos a UTR, mas, de acordo com um funcionario da
Companhia Municipal de Limpeza Urbana - COMLURB que se encontrava dentro da
Unidade de Tratamento, a mesma ndo estava operando naquele dia, devido a falta de energia
gue ocorreu em torno das 10hs da manha. Ainda de acordo com este funcionario, a Unidade
estava sem nenhum responsavel técnico. Mesmo com o auxilio de um gerador externo, a
Unidade nédo estava conseguindo realizar suas operacfes. Deste modo, a mesma agua que
estava entrando na UTR, estava saindo na Foz do Carioca, no caso a Praia do Flamengo.
Sendo assim, ndo se realizou a coleta de amostras de agua na Foz do Carioca.

Esse fato corrobora a informagéo de Dias e colaboradores (2012), de que a estacdo
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nem sempre estd operando de forma adequada, 0 que acarreta possiveis riscos a saude dos
banhistas (DIAS; ROSSO; GIORDANO, 2012).

5.1 PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS

A Tabela 3 apresenta os resultados dos parametros fisico-quimicos obtidos
(temperatura, pH, turbidez, condutividade elétrica, salinidade e cor aparente).

A temperatura média foi de 30.04°C, apresentando menor temperatura na nascente e
maiores no Largo do Boticario e no Flamengo (anterior a UTR). Todos o0s pontos

apresentaram temperaturas superiores a 25°C.

Tabela 3- Resultados dos parametros fisico-quimicos analisados.

Variaveis Nascente A Nascente B Mée D'agua Lg.do Bot.  Antesda UTR

22°24°34.07“S 22°94'34.34"S 22°56'43.73"S 22°56'22.68"S  22°56'00.48"S

Coordenada 15 112173370 43°2247.65"0 43°12'31.72'0 43°1204.99°0 43°1020.56"0
Hora da coleta 09:45 10:13 11:19 11:48 12:30
Tem('?,ecr;““ra 27.6 29 29.9 31.9 31.8
pH 6 6 6 6 6
Turbidez
(NTU) 6.1 0.501 1.16 22 30.2
Condutividade
elétrica 62.4 51 69.7 212.6 374
(mS/cm)
Salinidade 41.72 33.49 47.04 158.09 202.12
Cor (Uc 42 7 10 44 460
média)

Legenda: Nasc- Nascente. Lg. do Bot- Largo do Boticario

Tais resultados estdo de acordo com os encontrados pelo projeto de monitoramento da
qualidade das aguas, intitulado “Observando os rios” estando vinculada a Fundagdo SOS
Mata Atlantica. De acordo com os dados disponibilizados, a temperatura da dgua na altura de
Cosme Velho e na Foz do Rio Carioca (Flamengo), apresentava-se em janeiro de 2020 com
26°C e 30°C, respectivamente (SOSMA, 2020).

Temperaturas a cima dos 30°C observadas no Largo do Boticario e no Flamengo
(anterior a UTR), podem estar associadas as a¢fes antropicas nessas localidades, uma vez que
nesses pontos, o Rio Carioca ja cursou proximo a residéncias e estabelecimentos de satde. No

entanto, alguns autores associam temperaturas elevadas a incidéncia solar na lamina d’agua na
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estacdo do verdo (SILVA; SARCOMANI, 2001; COSTA, 2016).

Alvarenga et. al (2012), associaram a cobertura vegetal e o baixo fluxo das &guas
como um fator importante na regulacdo da temperatura das aguas. N&o obstante, Costa (2016)
constatou temperaturas superiores a 25°C em rios contribuintes a Baia de Guanabara-RJ,
valores esses encontrados posterior as 8h da manha, atribuindo este fato a incidéncia solar ao
longo do dia. Percebon et al.(2005), analisaram a temperatura das aguas dos principais rios de
Blumenau-SC, observando temperaturas frias/baixas em areas que possuiam vegetacdo e
temperaturas elevadas/quentes com médias superior aos 20°C em areas consideradas poluidas
devido ao adensamento populacional (PERCEBON, et al.2005).

O Rio Carioca segue seu curso em sua maioria por subterraneo, aflorando novamente
em poucos trechos. Na nascente, este rio segue encoberto pela vegetacdo, bem como no
Aqueduto/reservatorio Mae d’agua. No Largo do Boticario o0 rio segue com pouca
luminosidade, devido a presenca de algumas construcdes e arvores que bloqueiam a total
incidéncia solar no rio. A maior incidéncia solar sobre este Rio ocorre em um pequeno trecho
no Flamengo, antes das aguas serem tratadas na UTR. Deste modo, temperaturas superiores
aos 30°C encontradas nos dois Ultimos pontos amostrais podem estar associadas a outros
fatores que ndo seja relacionado a incidéncia solar. Do ponto de vista fisico, a temperatura é
inversamente proporcional a concentracdo de oxigénio dissolvido, podendo-se dizer que,
quanto menor sua concentra¢do, mais poluido o curso d’agua se encontra (BUZELLI,
CUNHA-SANTINO, 2013). Esse dado corrobora visivelmente com a qualidade da agua nos
pontos de coleta, sendo o ultimo ponto, 0 mais comprometido pela poluicao.

O paréametro pH, foi comum em todos os pontos de amostragem, apresentando um
potencial hidrogeni6nico igual a 6,0 (acido). A Resolucdo Conama 357/2005 estabelece um
pH entre 6 e 9 para as aguas doces de classe | a IV, de modo a preservar o equilibrio das
comunidades aquaticas.

O enquadramento dos corpos hidricos em classes foi instituido em 1997, estando o
enquadramento dos corpos aquaticos a cargo dos Comités de Bacias Hidrograficas-CBH,
sendo dever do Conselho estadual dos recursos hidricos validar. Atualmente, o Rio Carioca
ndo possui um enquadramento de suas aguas, 0 que de certo modo dificulta assegurar sua
qualidade, uma vez que enquadrado a Resolugcdo Conama 274 assegura a obrigatoriedade de
se alcancar e manter a qualidade deste recurso de acordo com o0 seu enquadramento
preponderante (INEA, 2010; CONAMA, 2005).

Bumen et al. (2010) associaram os valores de pH (6.8-7.3) encontrados no rio Sinos no

sul do Brasil ao lancamento de efluente industrial e doméstico ao longo do rio, observando
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uma pequena variacdo entre os pontos amostrados. Chatanga et. al (2019) ao analisarem os
parametros fisico quimicos do rio Mohokare em Lesoto na Africa, observaram variagoes
significativas entre os pontos de amostragem em todos os parametros analisados, exceto o pH.
Os autores associaram tais diferencas ao langcamento de efluentes de industrias téxteis,
assentamentos humanos e a sistemas de tratamento de aguas residuais naquela regido.

Por outro lado, alguns autores associam o pH das &guas as caracteristicas geoldgicas e
de relevo. Segundo Maier (1978), rios que percorrem sobre formacdes igneas (que se
originam no interior da terra), tende a ter um pH &acido, comumente em torno de 6. Ainda de
acordo com o autor, rios acidos encontram-se, frequentemente em terrenos alagadicos e de
formagdes silicosas. De acordo com o plano de manejo do Parque Nacional da Tijuca, o Rio
Carioca esta inserido em uma area geomorfoldgica que possui em sua formacdo o quartzo e
solo do tipo latossolo (ICMBIO, 2008), ambos acidos.

O parametro turbidez apresentou maior valor no ponto anterior a UTR-Flamengo, com
30.2 NTU e menor na nascente B, com 0.501 NTU. Conforme apresentado na tabela 3, houve
uma consideravel diferenca entre o valor encontrado na nascente A e na nascente B, que pode
estar associado a maior presenca de particulas de solo presentes na amostra da nascente A no
momento da analise. Na Figura 12A e 12B pode-se evidenciar que o local de coleta da
nascente A possuia uma maior quantidade de lama, diferentemente da nascente B.

Do mesmo modo que a turbidez, o parametro cor também apresentou consideravel
diferenca entre a nascente A e a nascente B, sendo que dentre os pontos amostrais, 0 que
apresentou o maior valor de cor média foi o ponto anterior a UTR.

Tanto a turbidez quanto a cor sdo influenciados por distintos fatores, entre eles a
presenca de matéria organica e substancias em suspensdo. Maier (1978) documentou que a
existéncia de poluentes organicos, aumentam os valores de turbidez e cor. Observando os
valores encontrados, nota-se uma tendéncia no aumento desses pardmetros entre a nascente B
e 0 ponto anterior a UTR. Ressalta-se ainda o elevado valor desses parametros no local de
amostragem anterior a UTR-flamengo, valores estes consideravelmente superiores aos demais
pontos.

Devem-se levar em consideracédo as especificidades de cada ponto amostral. Uma vez
que o Rio carioca nasce em uma area preservada e posteriormente adentra na malha urbana,
valores tdo elevados para os parametros de turbidez e cor no ultimo ponto de amostragem
podem sinalizar a deterioracdo das aguas do Rio Carioca ao longo de seu percurso, estando o
ultimo ponto amostral mais degradado.

Os parametros condutividade eletrica e salinidade, também apresentam valores
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crescentes entre a nascente B e o Gltimo ponto amostral (UTR-Flamengo).

Assim como outros pardmetros, a condutividade elétrica e a salinidade séao
influenciadas por diferentes fatores. A salinidade pode estar associada tanto ao tipo do solo e
sua composicdo geoquimica (BRITO, 2005) quanto ao impacto das atividades antropicas e
influéncia das marés (COSTA, 2016). As aguas de uma nascente geralmente possuem baixa
salinidade, em torno de 0.5%, (OLIVEIRA; CAMPOS; MEDEIRQS, 2010). Deste modo, a
salinidade na nascente (A e B) e reservatorio Mie D’agua podem estar associadas a
composicdo geoquimica daquela localidade. Entretanto, os crescentes valores observados no
Largo do Boticério e anterior a UTR-Flamengo podem ser explicadas devido ao aumento do
total de sais dissolvidos, em virtude do possivel lancamento de efluentes nessas localidades,
corroborando parcialmente com os estudos de Santos et al. (2009), que atribuiram o aumento

dos teores de sais a influéncia do despejo de efluentes no Rio de Contas.

5.2 IDENTIFICACAO E ISOLAMENTO

Nos testes realizados para a confirmacdo da presenca ou auséncia de bactérias do
grupo dos coliformes (Figura 14), 99,9% foram positivas e 0,1 % (que correspondeu a uma
das triplicatas da Nascente B), foi negativa para a presenca de bactérias deste grupo, ndo
ocorrendo a fermentacdo da lactose ap6s 24 horas de incubacéo.

Figura 14- Resultado da presenga/auséncia de bactérias do grupo dos coliformes
termotolerantes.

Fonte: Taissa de Souza.
Legenda: (A) Nascente 1A (B) Nascente 1B, (C) Mie D’agua, (D) Largo do Boticario, (E) Anterior a UTR-

Flamengo, (F) controle negativo para a presenca de bactérias do grupo dos coliformes, (G) controle positivo para
a presenca de bactérias do grupo dos coliformes

Das 15 amostras, as 14 positivas foram submetidas ao transiluminador, resultando em
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fluorescéncia em todas as amostras, conforme ilustrado (Figura 15). O teste da presenca do
indol, evidenciado apds adicdo do reativo de Kovacs (Figura 16) foi também positivo em

todas as 14 amostras, confirmando a presenca de Escherichia coli.

Figura 15- Resultado positivo para a presenca de E.coli no ponto anterior a UTR-Flamengo.

Fonte: Taissa de Souza

Figura 16- Teste da producao de Indol confirmatdrio para E.coli em algumas amostras.

Fonte: Taissa de Souza

Das amostras com crescimento no meio cromogénico (UriSelect™4) e meio EMB
(Figura 17) foi retirada uma colonia de E.coli correspondente a cada ponto amostral, para a
realizacdo do TSA.

Figura 17- Amostra semeada ap6s 24 horas de incubacéo.
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Fonte: Taissa de Souza

Legenda: (A) Meio cromogénico e (B) EMB.

As 4guas ambientais estdo sujeitas a contaminagdo por E.coli atraves da acdo humana
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(SOUZA; GASTALDINI, 2014; SUZUKI et al., 2019) ou através de outros animais de sangue
quente, todavia, a deteccdo de bactérias entéricas em animais de sangue frio ja foi
anteriormente relatada (MORENO et al., 1973), sugerindo que esses também possam
contribuir para a deteccdo dessas bactérias no ambiente. Dentre as acdes humanas, destacam-
se vazamento de esgotos, fossas sépticas e descarga de aguas residuais. Dentre as fontes de
contaminacdo de origem animal, podemos destacar residuos provenientes de animais de
estimacao e selvagens em parques e escoamento de fazendas de gado (CHO, et al. 2020).

Os pontos amostrais do reservatorio/ aqueduto Mae D’4gua, Largo do Boticario e
anterior a UTR-Flamengo, constituem importantes regides de ocupacOes residenciais
(SCHLEE; CAVALCANTI; TAMMINGA, 2007), além de possuir unidades hospitalares
préximos ao Rio que podem ter contribuido para a deteccdo de bactérias de origem fecal
nessas localidades (DE ARAUJO et al., 2016).

Fazendo um paralelo com os testes fisico-quimicos apresentados anteriormente, é
possivel que a deteccdo do aumento desses parametros estudados sejam um forte indicio da
contribuicdo do langcamento dos efluentes para a detec¢do da presenca de isolados de E.coli

resistentes.

5.3 TESTE DE SENSIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS

Na Tabela 4, apresentamos a classificacdo comparativa da susceptibilidade dos
isolados de E.coli frente aos discos de antimicrobianos utilizados, de acordo com o manual
CLSI (2019) e 0 BrCAST-EUCAST (2019), estando suscintamente representado pela Figura
18.

Como ¢é possivel observar (tabela 4), no que se refere as amostras analisadas, ndo
houve diferenca significativa entre as duas publicacbes (CLSI e BrCAST). Entretanto, ao
seguir a recomendacdo do CLSI (2019) foi possivel testar a susceptibilidade frente ao CAZ e
CTX, analise que de acordo com o BrCAST, ndo poderia ser realizada, ja que seriam
necessarios discos destes antimicrobianos com concentragcfes menores do que as disponiveis

para uso no LabMicro.
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Tabela 4- Resultado do teste de susceptibilidade aos antimicrobianos, comparativo
entre CLSI e BrCAST. Fonte: Propria.

Agente antimicrobiano Nascente A Nascente B Mée D'agua Largo do Boticario Antes da UTR

CPM 30 g SIS SIS SIS SDD/I SIS
CFO 30 ug Sis S/S s/s s/s S/S
CAZ 30 g S/* S/* S/* S/* S/*
ATM 30 pg S/S S/s sis sis S/s
CTX 30 pg S/i* S/ S/* S/* S/*
AMC 30 pg S/S S/s s/s sis S/s
SUT 25 ug S/s S/s s/s s/s R/R
AMP 10 pg SIS SIS s/s s/s R/IR
PPT 110 pg SIS S/S s/s s/s S/s
ASB 20 g S/S S/s s/s sis S/s
CFZ 30 pg SIS SIS S/s sis S/S
AMI 30 pg SIS S/S s/s s/s S/s
LVX 5 ug S/S S/s s/s sis R/R

CIP5 ug S/S S/s s/s sis R/IR
MER 10 pg SIS S/s s/s sis S/s
IPM 10 pg S/S S/s s/s sis S/s
ETP 10 ug S/S S/s s/s s/s S/s
GEN 10 pg SIS S/S SIS S/s S/S

Legenda: Sensivel (S), Susceptibilidade dose-dependente (SDD), Intermediario (1), Resistente (R), Néo testado
(*). Interpretacdo CLSI/BrCAST

Figura 18- Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos realizados em E.coli isoladas de
algumas amostras.

4

Fonte: Taissa de Souza.

Legenda: Teste de sensibilidade realizado em meio Mieller Hinton (A) Nascente A, teste de susceptibilidade
frente a Piperaciclina-tazobactam (halo formado-28 mm), Ampicilina (halo formado-22mm), Amicacina (halo
formado-21 mm), Sulfametoxazol-Trimetoprim (halo formado-26 mm), Cefazolina (halo formado-24 mm) e
Ampicilina-sulbactam (halo formado- 22 mm). (B) Nascente B, teste de susceptibilidade frente ao Levofloxacino
(halo formado-28 mm), Ciprofloxacino (halo formado-31 mm), Imipenem (halo formado-26mm), Ertapenem
(halo formado-34 mm), Gentamicina (halo formado-20 mm) e Meropenem (halo formado-33mm). (C) Largo do
Boticario, teste de susceptibilidade frente ao Levofloxacino (halo formado-28 mm), Ciprofloxacino (halo
formado-27mm), Gentamicina (halo formado-18 mm), Meropenem (halo formado-29 mm), Imipenem (halo
formado-27mm) e Ertapenem (halo formado-30 mm). (D) Anterior a UTR-Flamengo, teste de susceptibilidade
frente a Piperaciclina-tazobactam (halo formado-28 mm), Ampicilina (halo formado-7 mm), Sulfametoxazol-
Trimetoprim (halo formado- 0 mm), Cefazolina (halo formado-25 mm), Ampicilina-sulbactam (halo formado-18
mm) e Amicacina (halo formado-23 mm).
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No largo do boticario, embora a classificacdo frente ao CPM possua nomenclatura
diferente (Tabela 4), ambas possuem o mesmo significado, ja que possivelmente doses mais
altas poderiam resultar na susceptibilidade do isolado frente a este antimicrobiano (RIVERA
etal., 2016; CLSI, 2019; BRCAST, 2019).

Todos os isolados de E. coli das nascentes ¢ Mae D’agua demonstraram-se Sensiveis
aos 18 antimicrobianos utilizados. Apesar desta sensibilidade ser esperada, um estudo
realizado por Ogura et al. (2020) detectaram isolados de Escherichia coli resistentes em
amostras de aguas superficiais oriundas de uma area preservada, evidenciando a necessidade
de maiores estudos a cerca dos percursos de distribuicdo e dispersdo dessas cepas portadoras
de genes de resisténcia no ambiente natural preservado (OGURA et al., 2020). Em nosso
estudo, ndo foram identificados isolados resistentes nos pontos inseridos em area preservada.

A susceptibilidade de isolados de E.coli provenientes de aguas superficiais frente a
gentamicina, amicacina, amoxicilina-clavulanato, meropenem, imipenem, cefazolina,
ceftazidima, cefepime, cefotaxima, cefoxitina, aztreonam, ja foi anteriormente documentada
em diferentes localidades (CANAL, 2010; VIEIRA et al., 2010; SCHNEIDER et al. 2011;
OGURA et al., 2020). Esses estudos associaram o perfil de susceptibilidade encontrado a
origem das aguas e a emissdo de efluentes. Assim sendo, corroborando com esses estudos,
podemos considerar que o lancamento de efluentes de origem hospitalar e doméstico no Rio
Carioca influenciou a diferenca quanto ao perfil de susceptibilidade encontrado na nascente e
no ponto anterior a UTR-Flamengo.

Os locais de amostragem das nascentes estdo inseridos em uma area de mata, estando
sob a protecdo de uma unidade de conservacdo e sem nenhum indicio de ocupacdo humana.
Por outro lado, embora o reservatério/aqueduto Mae D’agua também esteja inserido em uma
unidade de conservagdo e que este seja um patrimdnio tombado, seu entorno possui um
consideravel numero de edificaces.

Apesar dessa diferenca, se considerarmos somente a deteccdo de coliformes
termotolerantes, a densidade populacional interferiu de forma pouco intensa na qualidade
bioldgica das &guas do Rio Carioca, ja que ocorreu a detecgdo de bactérias de origem fecal
nos trés pontos amostrais que estdo teoricamente mais preservados (apenas uma das triplicatas
foi negativa). Todavia, por outro lado, ndo foram encontrados isolados resistentes nestas
localidades. Esses achados reforgam a significativa contribuicdo dos efluentes lancados nos
rios e oceanos para a detec¢cdo de bactérias portadoras de genes de resisténcia, a possibilidade

de contribuicdo dos animais para a deteccdo de bactérias entéricas no ambiente natural
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preservado e a importancia das aguas superficiais para a dispersdo destes.

E importante considerar também que esse tipo de analise qualitativa, apesar de descrita
no Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater, pelo ITAL e amplamente
utilizada no Brasil (TIARINI, 2020), ndo determina a quantidade de E.coli em dispersdo no
local, somente sua presencga ou auséncia, fato que pode interferir na avaliacdo da qualidade da
agua de forma geral. Por outro lado, reduz o tempo da anélise e possibilita adaptagcdo de
outras metodologias como o isolamento e a deteccdo de resisténcia avaliada nesse estudo.

Isolados resistentes ao Sulfametoxazol-trimetoprim, Ampicilina, Levofloxacino e
Ciprofloxacino foram encontrados no ponto amostral anterior a UTR-Flamengo (Tabela 4),
Resultados similares também foram documentados em rios da cidade de Cascavel-PR que
recebem efluentes, sendo identificados isolados de E.coli resistentes a ampicilina,
ciprofloxacino e sulfametoxazol-trimetoprim, com susceptibilidade a gentamicina. Segundo
0s autores, a resisténcia encontrada foi compativel com os medicamentos que eram
amplamente distribuidos pelas redes de farméacias primarias (MALAGI et al., 2020).

Semelhante ao nosso estudo, Blaak e colaboradores (2015) também detectaram a
presenca de isolados de E.coli resistentes em amostras de aguas superficiais de diferentes
fontes (rios, canais, riachos, lagos e Mar do Norte) da Holanda, sendo possivel observar a
diferenga quanto ao perfil de resisténcia, que variou de acordo com o local de coleta, tipo do
corpo d’agua, nivel de contaminag@o do corpo d’agua e a época do ano. Ainda de acordo com
0s autores, as aguas residuais comunitarias bem como as aguas residuais provenientes de
ambiente hospitalar colaboraram para a presenca de Escherichia coli portadora de genes de
resisténcia nas &guas superficiais analisadas (BLAAK et al., 2015).

Podemos considerar que o Rio Carioca pode ser dividido quanto ao nivel de
contaminacdo de suas aguas. Em nossos estudos, conforme apresentado anteriormente, foi
possivel observar um expressivo aumento dos valores das varidveis fisico-quimicas
analisadas. O ponto amostral que se apresentou com os maiores valores dos parametros fisico-
quimicos foi também a unica localidade que foi constatada a presenca de bactérias portadoras
de genes de resisténcia, corroborando com os estudos de Blaak e colaboradores (2015) que
também detectaram uma mudanga do perfil de resisténcia de acordo com o nivel de
contaminag¢do do corpo d’agua.

Deste modo, o ponto anterior a UTR-Flamengo pode ser caracterizado como um
ambiente seletivo, e propicio para a aquisicdo da resisténcia bacteriana. Levando em
consideracdo 0 aumento expressivo dos pardmetros de condutividade elétrica, salinidade e

turbidez, pode-se sugerir a baixa qualidade das aguas do Rio Carioca. As aguas no ponto
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anterior a UTR, podem estar mais degradadas devido ao somatdrio de todas as acdes
realizadas ao longo de seu percurso e por ser o ponto amostral em que as &guas do Carioca ja
percorreram préximo a unidades de saude, constituindo desta forma um grande reservatorio
para a manutencdo de genes de resisténcia.

Conforme apresentado anteriormente, o Rio Carioca sofreu uma série de alteracbes em
Seu percurso, que propiciaram para a degradacdo da qualidade de suas &guas. Em seu atual
percurso, recebe o afluxo de diversos focos de contaminacdo além de percorrer proximo a

unidades hospitalares (publico e privado) conforme apresentado na figura 19.

Figura 19. Percurso atual do Rio Carioca-RJ. Destaque para 0s hospitais proximos ao rio e a
Unidade de Tratamento de Rio instalada préxima a foz.
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Fonte: Taissa de Souza.

Suzuki e colaboradores (2019) ao analisarem amostras de agua e sedimento do rio
Kumano da cidade de Miyazaki e do esgoto tratado que é lan¢ado no rio, observaram a
presenca de isolados de E.coli resistentes a ampicilina, cefazolina e ciprofloxicano. De acordo
com a hipotese levantada por esses autores, é possivel que a resisténcia de E.coli pudesse estar
associada a aquisicdo de genes de resisténcia a antibioticos, enquanto essa bactéria participava
do biofilme no sedimento, ja que ndo foram encontrados isolados de E.coli resistentes em
amostras do esgoto doméstico tratado (SUZUKI et al., 2019).

Por outro lado, um estudo sobre a variacdo sazonal na qualidade das aguas superficiais

do rio Kshipra-india, detectou a presenca do sulfametoxazol nas amostras analisadas,



51

constatando também a resisténcia a este antimicrobiano nas E.coli isoladas das amostras de
agua e sedimento. Segundo os autores, a resisténcia estava associada a presencga de farmacos
nas amostras. O sulfametoxazol foi detectado em altas concentracbes no outono e inverno,
estando fortemente relacionado com a estacdo do ano e o pH (DIWAN et al., 2018). Em nosso
estudo, embora ndo tenham sido realizados testes para a detecgdo da presenca de residuos
farmacéuticos, supde-se que estes estavam presentes, devido ao lancamento de efluentes de
origem hospitalar neste rio, sendo detectada a resisténcia a antimicrobianos que sdo
descartados de forma ndo metabolizada.

As fluoroquinolonas, assim como outros medicamentos, constituem importantes
contaminantes ambientais emergentes. Este medicamento € eliminado através da urina, muitas
vezes de forma ndo metabolizada (cerca de 70%), sendo lancado no ambiente aquatico em
altas concentracfes, podendo persistir por longos periodos. Este fato favorece a selecdo de
genes de resisténcia a esta classe de antimicrobianos, estando a resisténcia de E.coli
frequentemente associada a processos de mutacdo devido a interacdo desta bactéria com este
contaminante ambiental (FINN et al., 2019; TEGLIA et al., 2019).

A resisténcia de Escherichia coli ao grupo das fluoroquinolonas surge atraves de
processos de mutacBes em regifes determinantes de resisténcia as quinolonas (genes
gyrA e parC ) (MINARINI; DARINI, 2012; FINN et al., 2019). Em nosso estudo, a detec¢do
de isolados portadores de genes de resisténcia ao ciprofloxacino e levofloxacino do grupo das
fluoroquinolonas, pode indicar a circulacdo deste grupo de farmacos no corpo aquético
estudado. Principalmente no ponto em que o Carioca ja recebeu o aporte de efluente de
origem hospitalar, que coincide com o ponto anterior a UTR-Flamengo, local de deteccéo de
isolados resistentes as fluoroquinolonas.

De acordo com Silva et al. (2008), a resisténcia de E.coli frente ao ciprofloxacino tem
sido associada a capacidade intrinseca desta bactéria de expressar genes de resisténcia quando
exposta a um ambiente seletivo. Castrignano et al. (2020), detectaram altas concentragdes
deste medicamento em amostras de aguas residuais e efluentes do Reino Unido, associando a
resisténcia dos isolados a este fato.

Em nosso estudo, foi observado resisténcia microbiana frente ao Sulfametoxazol-
trimetoprim, um importante medicamento de primeira geracdo utilizado para o tratamento de
infeccdes do trato urinario e frequentemente utilizado como tratamento padrdo em unidades
de terapia intensiva (UTI) (GUNDOGDU et al., 2011). A identificagdo de isolados resistentes
a este fa&rmaco pode sinalizar a possivel presenca de efluentes de origem hospitalar nesta

localidade, contribuindo deste modo para a propagacdo de bactérias resistentes de origem
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nosocomial.

Ao analisar o padréo de resisténcia aos antimicrobianos de infec¢des do trato urinario
no nordeste do Brasil, Cunha et al. (2016) documentaram que 50.6% dos isolados de E.coli
eram resistentes ao Sulfametoxazol-Trimetoprim. Por sua vez, estudos realizados por Bird et
al., (2019), detectaram a presenca de sulfametoxazol-trimetoprim em amostras de agua bruta.
Embora tenham considerado uma concentracdo baixa deste medicamento na amostra, 0S
autores associaram sua presen¢a no ambiente com a resisténcia dos isolados analisados, uma
vez que, segundo eles, concentracdes subletais sdo suficientes para desencadear uma pressao
seletiva para trocas genéticas.

Outros autores associam a resisténcia ao sulfametoxazol-trimetoprim a presencga de
genes que configuram resisténcia bacteriana frente a este antimicrobiano (BLAHNA et al.,
2006; HO et al., 2009; MOKRACKA et al.,2012). Canal e colaboradores (2016), detectaram a
presenca de isolados de Escherichia coli em amostras de dgua superficial da Lagoa dos patos
na regido Sul do Brasil. No estudo, os autores relacionaram a presenca de integrons, a
resisténcia desses isolados frente aos antimicrobianos utilizados. Os mesmos autores também
associaram a resisténcia, ao sinergismo entre a disseminacdo de genes de resisténcia através
dos integrons com outros mecanismos de resisténcia, resultando na multirresisténcia dos
isolados encontrados. Similarmente ao nosso estudo, Stange et al., (2016) relataram que
isolados resistentes ao sulfametoxazol-trimetoprim também demonstraram-se resistentes a
outras classes de antimicrobianos, o que pode estar relacionado ao sinergismo dos
mecanismos de resisténcia.

Neste estudo, a resisténcia ao sulfametoxazol-trimetoprim, encontrada no ponto mais
degradado, pode ser resultado da transferéncia de genes, considerado um importante
mecanismo para a disseminacdo de tragos de resisténcia (MUNITA; ARIAS, 2016),
propiciado pela interacdo dos microrganismos neste ambiente seletivo.

O perfil de sensibilidade e resisténcia dos microrganismos estd diretamente
relacionado com a taxa de consumo dos farmacos no ambiente comunitario e hospitalar. Nota-
se que a taxa de automedicagdo vem crescendo, principalmente em paises em
desenvolvimento. Sendo assim, se faz importante considerar a contribuicdo do efluente
hospitalar e domestico no que tange a colaboracdo de entrada de bactérias resistentes no
ambiente aquatico (KUMMERER, 2009).

Ao considerar a diferenca do perfil de consumo de medicamentos entre localidades,
estudos prévios observaram que a susceptibilidade bacteriana variou em fungéo da diferenca

no acesso e na taxa de consumo de determinados farmacos (CANAL, 2010; GRILLO et al.,
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2013). Segundo Gottesman e colaboradores (2009), em Israel, por exemplo, houve restricdo
nacional ao uso de ciprofloxacino durante um periodo de tempo. Esses autores realizaram um
acompanhamento dos efeitos deste tipo de restricdo na resisténcia microbiana de bactérias
Gram-negativas presentes na urina, em ambiente comunitario definido, observando uma
reducdo na resisténcia de E.coli frente as quinolonas enquanto esse uso estava proibido no
pais (GOTTESMAN et al., 2009).

Pesquisas ja realizadas sugerem que a origem das aguas, a alta taxa de consumo de
medicamentos e o tratamento inadequado dos efluentes hospitalares, podem influenciar o
perfil de susceptibilidade de Escherichia coli (SZEKERES, 2017; SCHNEIDER et al., 2009).
Outrossim,  especificamente em E.coli, a resisténcia a ampicilina, gentamicina e
ciprofloxacino pode ser observada em amostras de aguas residuais devido sua ampla
utilizacdo na comunidade e nos hospitais (LEPESOVA et al., 2018). Portanto, a resisténcia
dos isolados encontrados neste estudo, pode estar atrelada a esses fatores.

A OMS indicou os antimicrobianos, gentamicina, meropenem, cefepime, aztreonam,
ampicilina, ciprofloxacina, entre outros, como criticamente importantes para a medicina
humana, por constituirem a Unica ou uma das poucas terapias disponiveis para o tratamento de
determinadas infeccGes ou ainda por ser utilizada para o tratamento de bactérias transmitidas
de fontes ndo humanas para humanos e bactérias que podem adquirir genes de resisténcia. A
cefazolina, sulfametoxazol, trimetoprim, entre outros foram classificados como altamente
importantes. A lista gerada inclui medicamentos altamente e frequentemente utilizados para o
tratamento de infec¢des bacterianas (WHO, 2017).

Na pesquisa realizada no Rio Carioca, levando-se em consideragéo a distingéo entre 0s
pontos amostrais e a diferenca no que tange o seu estado de conservacdo, nota-se que 0
aparecimento de resisténcia frente aos antimicrobianos foi observado apenas no ponto mais
impactado (tabela 4), local em que as aguas do Carioca ja sofreram com as consequéncias do
despejo de efluentes de fontes difusas, principalmente de origem hospitalar. A presenca de
isolados resistentes a AMP, CIP, LVX e SUT somente neste ponto, pode ser resultado de um
tratamento de efluente hospitalar ineficiente, ndo tratamento do efluente hospitalar ou o
resultado do alto consumo de medicamentos nas comunidades que circundam o Rio Carioca,
local onde realizam o lancamento de seus efluentes, em alguns casos sem tratamento prévio.

Outro ponto importante no ponto amostral imediatamente anterior a UTR-Flamengo,
esta atrelado a deteccdo de multirresisténcia em E.coli. Considerando que a ANVISA (2007)
define como multirresistente, todo o isolado que se apresentar resistente a duas ou mais
classes de antimicrobianos (MAGIORAKOS et al, 2012), e que a Escherichia coli tem sido
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relatada frequentemente na clinica como multirresistente (PAITAN, 2018), é interessante
observar que isolados obtidos neste estudo, apresentaram essa caracteristica em ambiente
hidrico, ja que se mostraram resistentes frente a trés diferentes classes de antimicrobianos
(penicilina, fluoroquinolonas e antagonista da via folato).

A multirresisténcia encontrada no flamengo (ponto 5 de coleta), demonstra a
importancia de considerar os corpos hidricos como reservatorios de genes de resisténcia, uma
vez que sdo receptores de bactérias de diferentes fontes (efluentes hospitalar, doméstico, entre
outros) (GUERRA et al. 2019; ZURFLUH et al. 2013), sendo um ambiente propicio para a
manutencao e propagacao desses genes.

De acordo com Schlee e colaboradores (2007), a UTR-Flamengo foi construida para
melhorar a qualidade da balneabilidade das dguas na Praia do Flamengo. Entretanto, em nosso
estudo, conforme relatado anteriormente, nem sempre a unidade opera corretamente. Vale
relembrar que no dia da realizacdo da coleta de amostras, a mesma agua que adentrava na
UTR, estava saindo sem tratamento. Deste modo, bactérias multirresistentes detectadas em
nossos estudos, foram conduzidas para uma localidade de praticas recreativas, expondo a
populacdo que utiliza a Praia do Flamengo aos riscos associados a agua de baixa qualidade,
além do contato com E.coli resistentes que podem estar indicando a presenca de outros
microrganismos potencialmente patogénicos, incluindo o Sars-CoV-2 que ja foi detectado em
amostras de aguas residuais (PRADO et al., 2021).

Corroborando parcialmente com nosso estudo, ao analisarem o perfil de resisténcia de
Escherichia coli isoladas de amostras de diferentes fontes aquaticas ambientais (dgua da
torneira, agua de poco, esgoto de estacbes de tratamento e efluente hospitalar), Amaya et al.
observaram a multirresisténcia dos  isolados frente a ampicilina, ciprofloxacina e
Sulfametoxazol-Trimetoprim e, susceptibilidade frente a amoxicilina-clavulanato,
ceftazidima, cefotaxima, gentamicina, entre outros, sendo a maior taxa de resisténcia
encontrada nas amostras de efluente hospitalar quando comparadas as amostras do corpo
receptor (AMAYA et al., 2012).

Pesquisas realizadas anteriormente no Rio Carioca detectaram a presenca de
enterobactérias portadoras de diferentes genes codificadores de carbapenemases (bla kpc, bla
oxa-370 € bla ges.31), constatando a capacidade dos clones das enterobactérias de carregarem
seus genes de resisténcia ao longo do rio e também apds as aguas ja terem sido tratadas na
UTR-Flamengo, sendo evidenciado pela deteccdo de bactérias portadoras de genes de
resisténcia mesmo apds tratamento de suas aguas. Vale destacar, que este estudo trouxe o

primeiro relato da familia membro do OXA-370 em ambientes aquéticos, tendo sido
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anteriormente encontrado somente em ambiente hospitalar (DE ARAUJO et al., 2016). Tais
resultados reforcam a presenca de efluentes de origem hospitalar neste corpo hidrico,
contribuindo para tal deteccao.

Em nosso estudo, esperava-se encontrar resisténcia bacteriana a uma maior classe de
antimicrobianos, conforme observado em outros estudos realizados em corpos hidricos
receptores de efluentes (CANAL et al., 2016; SOUZA et al., 2014; STANGE et al., 2016;
VASCONCELOS et al., 2010). Entretanto, devido a pandemia da COVID-19 que se instaurou
em 2020, ndo foi possivel a realizacdo de outras campanhas de amostragem em diferentes
periodos/estacdes do ano, ja que foi coletado no verdo, onde chuvas recorrentes podem de
certa forma diluir o material a ser analisado.

Apesar das limitacGes encontradas durante a realizacdo desse estudo os dados obtidos
foram suficientes para apresentarmos algumas conclusGes importantes. Além disso, esse
trabalho abre precedente para novas pesquisas na area, buscando avaliagdo sazonal, incluséo
de outros micro-organismos e também elucidacdo de forma mais completa as questBes

colocadas e conclus6es que ora sdo expostas.
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6. CONCLUSOES

Houve deteccdo de bactérias do Grupo dos Coliformes termotolerantes em todos 0s
pontos amostrais.

Foi possivel constatar a diferenca da qualidade fisico-quimica entre os pontos
amostrais, ja que os valores encontrados sugerem que as aguas da nascente (A e B) e Mée
d’agua apresentaram-se com condi¢des melhores do que as aguas do Largo do Boticério e
anterior a UTR-Flamengo.

A avaliacdo final da qualidade da &gua deve considerar tanto parametros
microbioldgicos quanto fisico-quimicos sendo ficara comprometida.

O perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos de E.coli isoladas foi se alterando em
funcdo da passagem do Rio por locais mais habitados.

Detectou-se multirresisténcia (AMP, CIP, LVX, SUT) no ponto posterior as unidades
de salde e areas urbanas domésticas.

Foi possivel constatar que o ambiente aquatico € um importante veiculo pelo qual a
populacdo pode ser diretamente exposta a microrganismos resistentes a diferentes classes de
antimicrobianos, uma vez que as aguas do Rio Carioca sdo langadas (por vezes, sem
tratamento) na praia do Flamengo, local onde sdo realizadas praticas de recreacdo e
balneabilidade.

E de extrema importancia ndo s tratar os efluentes, principalmente hospitalares,
previamente a liberacdo em rios urbanos, como também promover a recuperacdo dos rios ja

degradados visando a melhoria da qualidade de suas aguas
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ANEXO B - VALIDACAO DE METODO DE ANALISE MICROBIOLOGICA

};- HL GOVERNO DO ESTADO DE SAO PAULO

u S SECRETARIA DE AGRICULTURA E ABASTECIMENTO
H I ACENCIA PALLISTA DE TECNOLONLA DOS ACRINEC{UCI0E
!'.‘..q_‘-l INSTITUTC DE TRCROLOGLS THE & LINENTOS

LA DE LISE b= MB-1228'05

CATA D EMISSAO: 16/0805

MATERML: "Eh™ COLITEST para e ccdo de colliformes wnals & E. coifem agua
INTERESSADO: LKP Magndsticos

DATA D ENTHADA Dt AMOSTHA: 24'0305

DATA DA AMALISE: 120205 a 040705

MATUREZA D ANALISE: Valldagao de mésodo de anallss microbsologhca
RESPOMSAVEIS: Heusel da Siiva, Vakria C. A Junguelra

1. METODOLOGIA
1.1. Escopo

Foi feita uma walidagio do " COUTESTE® da LKF Diagndstioss para detecgdo de odilormes totas
Escherichia ocof om dgua, om compamcds com o Teste do Presonca'Musdéncia (PA) da
APHLAWWATWEF, doscrito no Standard Methods for e Examinasion of Warer and Wastewaier, 30
ad (CLESCERI GREENBERG & EATOMN, 1998},

1.2. Amostras

Foram analisadas &5 amcstras de dgua, utiando-so os dois méodos om paralelo. nenbuma incoulada
artifcialmante. Az amostas foram colotadas no perindo da 180A0E a DAFI0E, om vwadncs municipios. da
regido ou priwimos & regidc de Campinas (SP), induindc dgua do residdnca origindria da reda do
abastecimento piblico, dgua mineml, dguea de pogo. &gua de fonle @ dgua de rio [mananciais de
estagdes de ratamanio da dgual. A desorigio das amostras enoonira-se no Anooo 1.

1.3. Método de analise de mieréncia
Seguiu o procedimanto apresantado no Ancan 2, descrito am:

CLESCERL LS., GREEMEERG, AE., EATON, A.D., (Eds). Standord Metfods for e Examineion of
Water and Wastewater, 20° ed. Washington: Amancan Public Healh Asscciation [AP.HA
American 'Water Works Association (AW W A, 'Watar Emvironment Fedaration (iW.EF.), 1988
Chapior 9, Sodtion B2 16,

1.4. Método de analise COLITEST
Seguiuv o precedimanto apresentado no Anean 3, descrito na bula do fabrcanta,

Unidade Laboratorial de Feferéncia de Microbiologia
oy, Brasil, 2880 - lardim Chapadsa im
CEP 13070-178 — Camginas (SF)

Tad: (195 33430820 - Faoc (19) 37431822
Fttm:fweew. Bl spugov. br e-mal: micro@italsp.gow. br IED Pﬂﬂl I
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1.5 Analise estatistica
A andliso eotafistica foi eia vl ando-se a5 cnentapies dar

EOFDS 151402002 (E]. Miorabiolagy of food and animal feeding shiffs — Protood for the validefion of
aliernatve methods. Final Draf, 120G 34'50 5, 26/0a'2002.

ACAC, 1985, ADAC Intermatonal Cualtatve and quantitaSiva microbiclogy guiddlines for mathods:
valdation. J&04C 830402815,

2. RESULTADOS ANALITICOS

U= mesulados da andliss das 55 amosias de igua ulizando-so os dois mélodos em paraklo,
encontram-se desorios no Ancoo 4.

3. ANALISE ESTATISTICA - PARAMETROS DE VALIDACAQ
& ardlise estatistica para walidacho de mélodos qualiatves segundo a 50 6140 contempla o=
saguintes pardmeiros: acurdcia (precisic) relatia, desvio positive, desvio negalive, sensbildada relatra
= espoachodade relatva. Mo Cusdes 1 snoonfram- sa os resulados: parasdes, nio fcemato utieads pera a
delerminagiio dos pardmetos de validecio da IS0 FDIS 181402002

Ouadro 1. Hosultados parcados wsados na dolominagio dos pardmetros: de wakdagso da B0 16140,

Coliformes Todais

Resukados A+ = 30 A = 25

A= 30 o= Pl = 30 {4 = PO = (R = O
L] o =MD = (ARl =0 - Ml = 25

M =55 N+ = {PA + MO} = 30 Ho= PO+ WA} = 25
E ool

Resukados R+ = 20 A= 35

Ho= 20 o Pl = 20 b m PO = [Ffs) = O
A =3 H- =MD = & Hsli=0 - = MA = 35

M =55 M4 = {PA & MO} = 20 M= PO+ MNA = 35

B+ Frsitadcs posives poin mdiods allarsabvs 00LITESTI

& . Resulsins nogeivos pio meriode aflsmabe o (COLITEST)

P+ = Fasuitacoe. posty 08 peh] meiodn elansno

F- = Famiinass negaiy ra peld maloos mkaninoi

Fi = Comoordincia posied - msikdos. posiy s pein dais mélodns

MA - Conoondincs regaiva . resulzdes negaivos paice ook maiodos

MO = Do negabes - mesukaccs: ooyt paka meloon nelarsndin & negaive (o maindo afemads (COLITEST)
PO = Do presieg = resuimes Negai pein meeiods neriendncs & posiee Do méiodn alomssvn [DOLTEST)
M= homern iofl de aneses

M+ = reaiinaes posiyeos pain meiodc nalaninoa

M- resulzdos nembeos poio maiodo miondeoa

LALCL DE ARALESE K- M- 1H3G/105
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A1. Curva de calibracio

M&a sa aplica @os mélodes gualitativos (ES0FDES 161 402002, AQAC, 15949),

A2, Linearidade

M&a =a aplica sos mélodos gualitativos (IS0FDE 161 40-3002, AQAC, 19949)

13 Precisio

Ma walidacdo de métodos microbiokgicos a precisdo & subshituida pela acwdcia ou pradsio relativa
(IS0 OIS 161403002, determinada ro ibam 3.5

3.4, Exatidao

Ma validagao de métodos microbioligices a acatidic & substiuida pela acurdcia relatva (IBOFDIE
1E140:2002), detaminada no ilem 3.5,

A5, Acuracia (precisao) relativa

A acurdcia ou precsdo relatva & definida pela IZOFIEE 16140 (200&) como o grau de concordancia
enfo a resposta obbida pelo métods do roferéncia o a resposts cbifida polo método alomativo, om
amosiras idénticas. Ma walidagio do mdindos microbicldgicos & wsada am lugar da precisdo {grau do
concordincia antra o resuftado do método @ o walor do referénoa accio) o da comSdio (grau do
concordincia antre o valor médio chiido pelo méiodo aftemabivo, a partir do wma sdnie da resuftados
analiicos, & o valor da refer@noa aceio) porque o walor de referncia Lilzado & o resullado do método
de referncia, que ndo necessanamsnia fTomess o valor da refaréncia acaiio.

Acuricia relaltrea colformas tomis = (PA + A x 1008 = {30 = 28} x 105G = 100FE

Acurdcia redatrea E. coli= (PA - MA)} x 100N = 0 + 35) x 105S - 100%
6. Desvio positive
Umn desvic pesilivo oooema quands o rosuliado do mdlodo afornalivo & positvo o o do malodo de
ralordincia & nogatvo. Esso desvic mo loma um falso posities sa for comprovado gque o resultade
wardadaine & negativo, porém, sa for comprovado gue &verdadeiramente positieo, ndo & considarado um
falso positi.

Diamvic positeo colformas 1okais = PLIVE-A 2] = W2} =10

Dasvio positien E. colt= POVIFEAG) = EE20) = 0
A7. Desvio negativo
Um deswio magativo coorme muando o resuliado do malodo akamativo & negativo @ o do mélodo de

rolorénoa & positvo. Esse deswio sa ioma um falso negalivo sa for comprovado que o resuliado
wardadaine & positivo, pordm, sa for comprovade gue & werdadeiramants negatiyo, ndo & considarado um

falso regate .
Dassio nogativo cofformas iokis = MOVAAFL = 025300 = 0
Dosic nogativo E. coli= NOWA-F+) = M3520 = 0
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1.8, Sensibilidade relativa
Sorsibiidade relativa 6 a2 capascidade do método aftemativo em deloctar o analiio guando csse &
detactado pelo méfodo da refertincia.

Sonsibiidsdo rabhiva colfomss totais = PA x 100N+ = 30 x 10030 = 100FE

Sansibiiidsdo rebiva E. ool = PA x 100N+ = 20x 10020 = 100%
A9, Especificidade
Especiicidads relatva & a capacdsds do métods alematrne am ndo debectar o analto quando asse nao
& defeciado pelo mélnde da referdncia.

Espacificidada relativa coformes totais = MA x 100N = 26 x 100725 = 100%

Espacificidada relativa E. coli = MA x 100M = 35 x 10035 = 1006
A10. Limite de deteccio e guantificacso
Mo aealamanis aplicivas. Teoncamsnia, o5 lmites da debeocdo o quanbficecso serdc uma particula dio
analito no wolums da vnedads analitica, no caso, 1/100ml 8 0AC, 19895,

4. CONCLUSAD
Os resutados demonsiaram desempenho eguwalente enire o COUTEST @ o mélodo de relerdnom,
para a dateocdo da colformes otais @ colifommes tormotolarantas (E. oofl) em dgua.

Visio

Heusaly da Silva Valéria C.A Junqueira
Dwuiora Teécrica Fmqueaicra ¥

75



