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RESUMO
Bactérias Gram-negativas nao fermentadoras sao frequentemente encontradas em
aguas superficiais, sendo muitas vezes carregadoras de mudltipla resisténcia. O
presente trabalho teve como objetivo principal analisar a participacdo de
Pseudomonas sp. e Acinetobacter sp. na manutencdo da resisténcia a
antimicrobianos em quatro pontos na laguna de Tramandai e se a presenca deles
poderia contribuir para a sua permanéncia. As amostras de agua superficial foram
coletadas em quatro pontos de coleta na laguna e submetidas a tratamento com 0s
antimicrobianos: acido nalidixico, ceftazidima, imipenem e tetraciclina na
concentracdo de 20mg/L. Em cada ponto de coleta uma das aliquotas nao foi
suplementada com os mesmos sendo utilizada como controle. Os isolados de
Pseudomonas sp. foram identificados por provas bioquimicas e MALDI-TOF MS,
enquanto que os isolados de Acinetobacter sp. somente por provas bioquimicas. O
perfil de suscetibilidade de ambos foi avaliado pela técnica de disco-difuséo e a
producdo de ESBL pela técnica de disco combinado. Os pontos 3 e 4 foram os que
exibiram maior namero de isolados resistentes. Os maiores percentuais de
resisténcia estiveram associados as amostras submetidas ao tratamento com
antimicrobianos. Em todos os pontos de coleta foram encontrados isolados de P.
aeruginosa e Acinetobacter sp. multirresistentes. Ambas amostras (com e sem
tratamento) exibiram diferentes padrbes de resisténcia nos diferentes pontos de
coleta e tanto isolados de P. aeruginosa como de Acinetobacter sp. exibiram isolados
produtores de ESBL. A presenca de P. aeruginosa e Acinetobacter sp.
multirresistentes na Laguna de Tramandai atenta para o risco de disseminacdo de
resisténcia neste ambiente e que o mesmo pode estar atuando como reservatorio de

resisténcia.

1 Dissertacdo de Mestrado em Microbiologia Agricola e do Ambiente - Instituto de Ciéncias Basicas da
Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (86p.) Marco, 2017.



SUSCEPTIBILITY PROFILE IN GRAM NEGATIVE NON-FERMENTERS RODS
ISOLATED FROM SURFACE WATER SAMPLES SUBMITTED TO ANTIMICROBIAL
TREATMENT

Author: Magda Antunes de Chaves
Advisor: Prof2. Dr2. Gertrudes Corgéo

ABSTRACT
Non-fermenting Gram-negative bacteria are often found in surface water, and are
often carriers of multiple resistance to antimicrobials. The present work had as main
objective to analyze the role of Pseudomonas sp. and Acinetobacter sp. in
maintaining antimicrobial resistance at four points in the Tramandai lagoon. The
surface water samples were collected at four sampling points in the lagoon and
treated with the antimicrobials: nalidixic acid, ceftazidime, imipenem and tetracycline
at a concentration of 20mg/L. At each collection point, one of the aliquots was not
supplemented with the antimicrobial and were used as the control for the treatment.
The isolates of Pseudomonas sp. were identified by biochemical tests and MALDI-
TOF MS, whereas the isolates of Acinetobacter sp. were identified only by
biochemical tests. The susceptibility profile of both was evaluated by the disc
diffusion method and the ESBL production by the combined disk method. Sampling
points 3 and 4 showed the highest number of resistant isolates. The highest
percentages of resistance were associated with the samples that were submitted to
antimicrobial treatment. In all sampling points, multiresistant P. aeruginosa and
Acinetobacter were isolated. Both samples (with and without treatment) showed
different resistance patterns within the sampling points. P. aeruginosa and
Acinetobacter sp. isolates exhibited ESBL producers. The presence of multiresistant
P. aeruginosa and Acinetobacter sp. in the Tramandai Lagoon attempted to the risk
of spreading resistance in the aquatic environment, since it can act as a reservoir of

resistance.
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1. INTRODUCAO

Os antimicrobianos sado moléculas essenciais para 0 tratamento de
doencas infecciosas ocasionadas por bactérias. E, desde que foram descobertos,
microrganismos resistentes surgem logo apds um antimicrobiano ser introduzido, o
que tem gerado preocupacdo mundial, uma vez que essas moléculas séo
extremamente necessdérias para combater doengas bacterianas. Os [B-lactamicos,
assim como as tetraciclinas e quinolonas sdo comumente utilizados para esses fins.
Logo, microrganismos resistentes a eles tém sido encontrados nos mais diversos
locais.

Quando administrados em humanos e animais essas substancias ndo sao
totalmente metabolizadas pelo organismo, sendo excretadas diretamente no
ambiente ou entdo em estacdes de tratamento de aguas residuais, onde ndo sao
totalmente removidas e posteriormente séo liberadas em corpos de aguas. E, isso
representa um problema sério, porque uma vez que essas moléculas estédo
presentes em baixas concentracdes no ambiente aquatico, este, age como um
biorreator e favorece a aquisicdo de determinantes de resisténcia entre as bactérias,
pois nele, além de serem descarregados residuos de antimicrobianos também s&o
descarregados metais pesados, desinfetantes, produtos farmacéuticos, esgotos,
entre outros.

A agua é um dos recursos haturais essenciais para a manutencao da vida
na terra e a contaminagdo desse recurso representa um perigo tanto para os seres
gue habitam nesses locais, quanto para os humanos e os animais. Considerada um
dos habitats bacterianos mais importantes, abriga uma variedade de microrganismos
gue podem ser indigenos do local ou entdo exdgenos oriundos de outros locais,
vindos através de correntes de aguas superficiais tais como os rios. Uma vez que
esses ambientes possuem uma diversidade enorme de microrganismos, alguns
podem ser patogénicos, como € o caso de algumas espécies dos géneros
Pseudomonas sp. e Acinetobacter sp., que sdo microrganismos gram-negativos, nao
fermentadores de lactose, frequentemente encontrados em ambientes aquaticos e
que muitas vezes apresentam multirresisténcia a diversas classes de
antimicrobianos. Estas bactérias podem contribuir para a troca de material genético
e também adquirir novos mecanismos de resisténcia, € se por acaso esses

microrganismos retornarem a populagédo através do ciclo urbano da agua, podem



ocasionar doencas que talvez ndo consigam ser combatidas através do uso de
antimicrobianos.

A Laguna de Tramandai é um estuario localizado no litoral norte do Rio
Grande do Sul, entre os municipios de Imbé e Tramandai que recebe o aporte de
aguas de diversos rios da regido e também do oceano. O interesse em estudar a
adgua da Laguna deve-se ao fato de ser um ecossistema transitério entre aguas
fluviais e oceanicas, o que favorece a movimentacdo de microrganismos de um
ambiente para o outro. Além disso, em época de veraneio a busca por lazer tem
aumentado a concentracdo de pessoas nesses municipios, o que tem colocado em
evidéncia a contaminacdo da laguna por esgotos domeésticos, jA que menos da
metade do municipio de Tramandai tem coleta e tratamento de esgotos e Imbé néo
possui rede de coleta ou tratamento de esgotos, sendo o sistema de fossas sépticas
utilizado pela populacgéo.

Como dito anteriormente, 0s antimicrobianos ndo s&o totalmente
degradados quando entram no ambiente aquatico, ainda que passem por processos
de tratamento em estacdes de tratamento de aguas residuais. Desta maneira o
objetivo do presente estudo foi verificar, através de uma simulacdo in vitro com
antimicrobianos, se microrganismos resistentes (Pseudomonas sp. e Acinetobacter
sp.) estdo presentes nesse local e se a presenca de antimicrobianos poderia

contribuir para a permanéncia de cepas resistentes nesse ambiente.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Analisar a participacdo de bactérias Gram-negativas ndo fermentadoras
na manutencdo da resisténcia a antimicrobianos em pontos na Laguna de
Tramandai que apresentam diferentes niveis de antropizacdo e verificar através de
uma simulacéo in vitro se a presenca de antimicrobianos poderia contribuir para a

permanéncia de isolados bacterianos resistentes no local.

2.2 Objetivos Especificos

2.2.1 Objetivo especifico 1
Isolar e identificar bactérias dos géneros Pseudomonas e Acinetobacter a

partir de amostras de agua da Laguna de Tramandai submetidas ou ndo a

antimicrobianos.

2.2.2 Objetivo especifico 2
Caracterizar os isolados de Pseudomonas sp. e Acinetobacter sp. de

acordo com os perfis de suscetibilidade a diferentes classes de antimicrobianos e

guanto a producéo de beta lactamases de espectro estendido.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Caracteristicas gerais de Acinetobacter sp.

A palavra Acinetobacter € derivada do grego “akinetos” que significa
incapaz de se mover (DOUGHARI, et al., 2011). Acinetobacter foi descrito pela
primeira vez em 1911 por Martinus Willem Beigerinck. Microbiologista holandés
isolou a primeira cepa de Acinetobacter do solo e a identificou como Micrococcus
calcoaceticus (NEMEC et al., 2009, CAMP & TATUM, 2010). Ao longo das décadas,
Acinetobacter foi incluido em diferentes géneros e apoOs extensas revisdes
taxondmicas, em 1957 Brisou e Prevot sugeriram o género Acinetobacter (BEREZIN
& TOWNER, 1996). Em 1974 o Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology
descreveu o género com uma Unica espécie Acinetobacter calcoaceticus (PELEG et
al., 2008). Atualmente, o género estad incluido dentro do reino Bacteria, filo
Proteobacteria, classe Gammaproteobacteria, ordem Pseudomonadales, familia
Moraxellaceae (PELEG et al., 2008). Constituido por 51 espécies que podem ser
isoladas do solo, agua, alimentos, além da microbiota de humanos e animais
(ATROUNI et al., 2016).

O género apresenta a forma de cocobacilos gram-negativos, nao
esporulados, iméveis, com tamanho variando de 1 a 1,5 ym de comprimento por 1,5
a 2,5 ym de didmetro. Quando corados com coloragdo de Gram, apresentam
dificuldade na etapa de descoloracéo, pois tendem a reter o cristal violeta, o que
pode levar a identificagcdo errbnea destes microrganismos, podendo comportar-se
como cocos gram-positivos (DOUGHARI et al., 2011). N&o fermentam glicose, sao
estritamente aerobios, classificados como catalase positiva, oxidase negativa, indol
negativo, ndo produzem pigmentos e seu DNA exibe cerca de 39 a 47% moles de
contetdo GC. Utilizam aménia e nitrato como fonte de nitrogénio e a maioria das
cepas nado reduzem nitrato a nitrito pelo ensaio de reducéo de nitrato convencional
(BAUMANN, 1968; BEREZIN & TOWNER, 1996). S&o incapazes de utilizar metanol,
glicerol, acucares, dissacarideos ou polissacarideos, com raras excecdes, Sao
impossibilitados de crescer em ambientes com D-glicose ou glucanato como fonte de
carbono. Muitas cepas sao produtoras de lipases e poucas hidrolisam gelatina
(BAUMANN et al., 1968).



A temperatura Otima de crescimento varia entre 34 a 35°C, porém,
quando isolados de ambientes aquaticos sdo psicrofilos, podendo crescer em
temperaturas de 4 a 30°C. Podem ser cultivados em agar nutriente e agar triptona
de soja, onde as coldnias geralmente sdo mucoides com coloracdo entre amarelo-
palido e branco-acinzentado (BEREZIN & TOWNER, 1996). Também exibem bom
crescimento em agar MacConkey, agar sangue e agar eosina azul de metileno
(EMB) no qual as coldnias sédo azuis ou cinza azuladas (BAUMANN et al., 1968).

Em 1987 Bouvet e Grimont descreveram um sistema com 28 testes
fenotipicos e constataram que, embora os testes fossem Uteis para estudos
epidemiologicos, eram trabalhosos e ndo identificavam de forma eficiente algumas
espécies do género (BOUVET & GRIMONT, 1987), isso porque algumas espécies
contém similaridades fenotipicas (BUYLLA et al., 2012), dificultando a sua
identificacdo (DOUGHARI, et al.,, 2011). Como é o caso do complexo A.
calcoaceticus - A.baumanni (Acb) cujo nome é dado devido a dificuldade de
distincdo fenotipica e genotipica entre as espécies formadoras do complexo (A.
baumanni, A. calcoaceticus, A. pittii e A. nosocomialis) (TEIXEIRA, 2013).

Devido a falta de metodologias rapidas e de facil praticidade, a
epidemiologia e ecologia das espécies que compdem o género ndo sdo bem
compreendidas (BOUVET & GRIMONT, 1987). Para tanto, métodos moleculares tém
sido utilizados para identificar Acinetobacter ao nivel de espécie, uma vez que
podem fornecer melhores percepcbes sobre a diversidade de populacbes de
Acinetobacter em habitats ambientais (BUYLLA, et al., 2012).

O sequenciamento do gene 16S rRNA, assim como o da subunidade 8 da
RNA polimerase (rpoB), subunidade B (gyrB) da DNA gyrase, e a hidridizacdo de
DNA-DNA tem se mostrado eficientes para a caracterizacdo molecular desse género
(KHOSRAVI et al., 2015). A espectrometria de massa, como € o caso do MALDI-TOF
(Matrix - Assisted Laser Desorption - lonization Time of Flight Mass Spectrometry)
também pode ser utilizado para a identificagdo Acinetobacter sp.(TOH et al., 2015).

De natureza ubiqua (PELEG et al., 2008) o habitat desses micro-
organismos pode variar de acordo com a espécie (MARAVIC et al., 2016), como € o
caso de A. schindleri e A. ursingii frequentemente encontrados na pele de humanos,
ou de A. calcoaceticus comumente encontrado no solo (PELEG et al., 2008), além

de A. johnsonii, A. lwoffii, A. parvus e A. tjernbergiae que sé&o encontrados em
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estacoes de tratamento de agua e agua de torneira, A. baylyi, A. bouvetii, A.
grimontii, A. towneri e A. tandoii sdo encontrados em lodo ativado (XIN et al., 2014).

Em humanos Acinetobacter pode ser comensal da pele e do trato
respiratorio (SHAKIBAIE et al., 2012) ou oportunista causador de infeccbes
hospitalares (TRIPATHI et al., 2014; SHAKIBAIE et al., 2012) que variam desde
pneumonia, endocardites, infeccdes no trato urinario, meningite a septicemia
(SHAKIBAIE et al., 2012), sendo que a via respiratoria inferior e o trato urinario sao
0s principais locais de infeccdo (TOWNER, 1997).

Acinetobacter baumanni é a espécie com maior relevancia clinica, pois é
considerado um problema em instituicbes de saude devido a dificuldade de
erradicacdo, uma vez que apresenta resisténcia a dessecacdo, sanitizadores
qguimicos e luz ultravioleta, além de ter alta tendéncia a adquirir resisténcia a
antimicrobianos (CARVALHO et al., 2016). Embora seja o principal causador de
infeccdes nosocomiais ao nivel de género, outras espécies também estdo
relacionadas com essas infecc¢des, tais como: A. nosocomialis, A. pitti € menos
frequente A. ursingii, A. haemolyticus, A. Iwoffii, A. parvus e A. junii (TOUCH et al.,
2014).

No ambiente aquético, pode ser isolado de rios, lagos, oceanos (ROCHA
et al., 2013; XIN et al., 2014), esgotos, entre outros (GUARDABASSI et al., 1999).
Nesses ambientes pode sofrer pressédo seletiva 0 que pode levar a aquisicdo de
resisténcia a antimicrobianos (ZHANG, 2009; ROCHA et al., 2013). Sendo assim, 0
habitat aquético representa uma importante fonte de Acinetobacter com potencial
para infectar humanos (ROCHA et al., 2013; XIN et al., 2014).

3.2 Caracteristicas gerais de Pseudomonas sp.

O género Pseudomonas foi descrito pela primeira vez em 1894 por Walter
Emil Friedrich August Migula, botanico devotado ao estudo de taxonomia de plantas
(PEIX, et al., 2009), descreveu “células com 6rgaos polares de motilidade” que mais
tarde chamou de Pseudomonas pyocynea, sendo renomeada futuramente como
Pseudomonas aeruginosa (PALLERONI, 2010). O nome Pseudomonas refere-se a
pseudo “falso” e mona: “Unica unidade” (PALLERONI et al., 2010).



Atualmente o género € composto por mais de 144 espécies (GOMILA et
al., 2014), incluidas dentro do reino Bacteria, filo Proteobacteria, classe
Gammaproteobacteria, ordem Pseudomonadales, familia Pseudomonadaceae
(PALLERONI, 1984). E constituido por microrganismos gram-negativos cujas células
sao Unicas, retas ou ligeiramente curvas, mas nao helicoidais (STANIER et al., 1966)
com cerca de 0,5 - 1,0 ym de diametro e de 1,5 — 5,0 ym de comprimento. Sdo
classificados como oxidase e catalase positiva, aerobicos e toleram valores de pH
relativamente altos, pois a maioria das espécies ndo crescem em condi¢cdes acidas
(MOORE et al., 2006). No DNA apresentam entre 59-68% de conteudo G+C
(MANDEL, 1966).

Méveis, em geral possuem um ou mais flagelos polares e algumas
espécies tais como P. stutzeri e P. mendocina sob certas condi¢des de crescimento,
produzem flagelos laterais (PALLERONI & DOUDOROFF, 1972). Raramente nao
moveis (MOORE et al., 2006), como € o caso de P. mallei, incluido dentro do género
devido a relacdo fenotipica e filogenética com as espécies flageladas. Nao
produzem esporos e algumas espécies produzem pigmentos que se difundem no
meio ou permanecem associados as células. Pseudomonas cepacia, P. marginata,
assim como P. caryophylli sdo exemplos de microrganismos produtores de
pigmentos difusiveis (PALLERONI & DOUDOROFF, 1972).

O género produz lipases e proteases extracelulares e ndo produz indol a
partir do triptofano. E capaz de metabolizar varios compostos naturais e sintéticos
tais como hidrocarbonetos aromaticos e alifaticos no qual sua capacidade
metabdlica € determinada por agrupamentos de genes que codificam enzimas
catabdlicas (PALLERONI et al., 2010). Para o crescimento utiliza uma ampla
variedade de nutrientes, favorecendo-se em meios ricos, tais como caldo nutriente,
agar triptona de soja, agar sangue desfibrinado de carneiro (MOORE et al., 2006),
também desempenha bom crescimento em meio seletivos, como é o caso de agar
MacConkey, agar cetrimide, além de agar Pseudomonas (PALLERONI, et al., 2010).
Diante da versatilidade metabdlica do género, nenhum mineral especifico ou
vitamina s80 necessarios para o crescimento de espécies de Pseudomonas. E
capaz de crescer em temperaturas entre 4 a 41°C (MOORE et al., 2006).

Diversas ferramentas moleculares tém sido utilizadas para a identificagdo

do género, tais como, sequenciamento do 16S rRNA, gene do fator sigma da RNA
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polimerase (rpoD), gyrB (YAMAMOTO et al., 2000; CALDERA et al., 2016), bem
como espectrometria de massas (HRABAK et al., 2013) como € o caso do MALDI-
TOF, que também pode ser utilizado para a identificacdo até o nivel de espécie
(HRABAK et al., 2013).

Devido ao seu carater fototréfico, versatilidade metabdlica, plasticidade do
genoma, além de adaptabilidade para lidar com diferentes formas de estresse, sejam
eles fisicos, quimicos ou componentes antibacterianos, o género pode ser
encontrado na maioria dos ambientes, ja que essas caracteristicas sao a forca
motora para a sua ampla adaptabilidade (VAZ-MOREIRA et al., 2012). E um dos
grupos bastante estudado, uma vez que tem varias espécies patogénicas para
plantas, humanos ou animais (VAZ-MOREIRA et al., 2012). Como é o caso de P.
aeruginosa patogena de humanos, P. baetica e P. anguilliseptica causadores de
doencas em animais ou P. syringae considerado um microrganismo patogénico de
plantas (MULET et al., 2012).

Desta forma, o género constitui um dos grupos mais diversos de bactérias
ecologicamente significantes no planeta, ocupando uma importante posicao no ciclo
do carbono e nitrogénio (VAZ-MOREIRA et al.,, 2012). O poder de colonizar
diferentes nichos ecolédgicos esta relacionado a capacidade de sintetizar diversos
fatores de viruléncia, tais como alginato, pili e lipopolissacarideos (IGBINOSA &
IGBINOSA, 2015).

A ecologia de Pseudomonas sp. na biosfera tem sido um assunto de
grande interesse, uma vez que séo frequentemente resistentes a antimicrobianos,
desinfetantes, metais pesados, detergentes e solventes orgéanicos (PEIX, 2009), pois
apresenta fatores de resisténcia intrinsecos e extrinsecos, resultantes de alteracées
fisiolégicas ou estruturais podendo ou nao ser genéticos (VAZ-MOREIRA, 2012). Em
ambientes aquaticos, pode disseminar genes de resisténcia a antimicrobianos
através de elementos genéticos moéveis difundindo-se por meio de populacdes
bacterianas da agua (ULLAH et al., 2012).

3.3 Resisténcia a antimicrobianos e o ambiente aquatico
Desde a descoberta dos antimicrobianos, eles tém sido amplamente

usados no combate a doencgas infecciosas de origem bacteriana (WRIGHT, 2010).
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No entanto, com o passar dos anos microrganismos resistentes foram sendo
encontrados, o que colocou em davida a eficacia dessas moléculas ao longo do
tempo (GALAN et al., 2013). Hoje em dia, a resisténcia bacteriana representa um
problema de saude publica, jA que os microrganismos estao se tornando resistentes
aos mais diversos agentes antimicrobianos, o que tem ocasionado doencas
prolongadas e maior risco de morte (WHO, 2014).

Acredita-se que a resisténcia ndo é um fenbmeno ou algo novo, e sim
algo natural evolutivamente conservado ao longo dos anos (WRIGHT, 2010) e que
se originou em organismos produtores de antimicrobianos para protegé-los de seus
proprios produtos e evoluir em outros organismos originalmente susceptiveis que
vivem proximos dos produtores, por exemplo, no solo. Em resumo, os determinantes
de resisténcia estdo presentes na natureza e tém o potencial de serem transferidos
horizontalmente para patdgenos humanos (AL-BAHRY et al., 2014).

Os principais mecanismos de protecdo que levam as bactérias a
aguisicao de resisténcia a antimicrobianos séo a transferéncia horizontal de genes e
a mutacdo (LAXMINARAYAN et al. 2013). Ainda que as mutacdes sejam a causa
priméria de resisténcia, a aquisicdo de determinantes de resisténcia através de
transferéncia horizontal de genes exibe o papel principal na disseminacdo de
resisténcia entre as bactérias e esta, ocorre por VArios processos tais como:
conjugacdo, transducao, transformacao e transposicédo (VITTECOQ et al., 2016). A
transferéncia horizontal de genes pode aumentar a resisténcia a antimicrobianos e
ainda a multirresisténcia, devido aos plasmideos que podem conter cassetes de
resisténcia multipla (BREIDENSTEIN et al., 2011).

Além dos determinantes de resisténcia adquiridos pelas bactérias,
estudos dizem que aproximadamente 3% do genoma bacteriano pode estar
relacionado a processos de resisténcia intrinseca, que pode ser descrita como um
conjunto de genes nao-adquiridos com capacidade de influenciar na suscetibilidade
aos antimicrobianos (FAJARDO & MARTINEZ, 2008). Esse tipo de resisténcia
representa uma caracteristica fenotipica de uma espécie, resultante de genes que
nao sao facilmente transferiveis por transferéncia horizontal de genes (VAZ-
MOREIRA et al., 2014), e compreende diversos mecanismos, que podem ser

relacionados com propriedades bioquimicas, fisiolégicas e estruturais da bactéria,



tais como: reducdo da permeabilidade, funcbes metabdlicas, sistemas de efluxo,
entre outros.

Um bom exemplo de bactéria que exibe resisténcia intrinseca € P.
aeruginosa, intrinsecamente resistente ao acido nalidixico, onde sua membrana age
como uma barreira seletiva a absorcdo de alguns antimicrobianos devido ao
tamanho destes (BREIDENSTEIN et al., 2014). Acinetobacter baumanni também é
intrinsicamente resistente a alguns antimicrobianos, expressando a mesma
caracteristica que P. aeruginosa, além de expressdo de algumas bombas de efluxo
(NEONAKIS et al., 2011). Logo, uma populagdo bacteriana intrinsecamente
resistente, tera maiores chances de sobreviver na presenca de residuos de
antimicrobianos (BREIDENSTEIN et al., 2011).

Bactérias resistentes, assim como residuos de antimicrobianos, séo
frequentemente encontrados em ambientes aquéaticos e a contaminagdo desses
ambientes ocorre principalmente por meio de estacdes de tratamento de aguas
residuais (RODRIGUES-MOZAZ et al., 2015). As estacdes de tratamento de aguas
residuais proporcionam as condicdes ideais para o estabelecimento e propagacao
de bactérias resistentes, pois, nesses locais estdo presentes, altas densidades
bacterianas junto a concentragdes elevadas de nutrientes e oxigénio (RIZZO et al.,
2013), também produtos farmacéuticos e metais pesados (NOVO et al., 2013;
MARTINS et al., 2014; MANAIA et al., 2016), que misturam-se e com isso inumeras
transformacdes quimicas e biolégicas acontecem, contribuindo para a evolucdo e
liberacdo de microrganismos resistentes em ecossistemas aquaticos (BAQUERO et
al., 2008).

Estudos afirmam que apesar das estacfes de tratamento de aguas
residuais executarem procedimentos necessarios para retirar seus poluentes, eles
nao séo totalmente removidos (RODRIGUES-MOZAZ et al., 2015). Apenas alguns
compostos sdo parcialmente biodegradados e se presentes nesses locais, estes
podem tornar-se importantes fontes para a selecdo de bactérias resistentes
(KUMERER, 2003). Por esse motivo, nos ultimos anos, os antimicrobianos tém sido
monitorados em estacdes de tratamento de aguas residuais e em rios receptores,
uma vez que podem ser encontrados na ordem de microgramas por litro nesses
ambientes (RODRIGUES-MOZAZ et al., 2015). A concentragcao de antimicrobianos

em um rio receptor de aguas residuais e de uma estagdo de tratamento de aguas
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gue recebia esgoto hospitalar e urbano foi avaliada com o objetivo de analisar a
remocao dessas moléculas durante o tratamento na estacdo e a possivel presenca
delas no rio receptor. Os resultados indicaram que a estacdo de tratamento foi
incapaz de remover totalmente essas moléculas, pois concentracdes elevadas de
antimicrobianos foram detectadas nas amostras analisadas (RODRIGUES-MOZAZ
et al., 2015).

Xu et al. (2015) afirmam que antimicrobianos tém sido detectados em
ambientes aquaticos, mesmo em concentracfes relativamente baixas, persistindo
nesses locais durante meses a anos. Um exemplo sdo as quinolonas, moléculas
extremamente estaveis, cuja presenca em ambientes aquaticos produzem efeitos
dramaticos sobre as popula¢des bacterianas (ALONSO et al., 2001). As tetraciclinas
também sdo frequentemente encontradas no ambiente aquatico (HARNISZ et al.,
2015). Estudos dizem que até 40% da populagdo bacteriana, obtidas de residuos
municipais e efluentes sao resistentes a tetraciclina (HARNISZ et al., 2011). Logo, a
presenca de antimicrobianos em um ambiente € a principal forca motriz para a
selecéo e propagacao de resisténcia (NOVO et al., 2013).

Se essas moléculas ndo sao totalmente removidas de estacdes de
tratamento de &guas residuais (KUMERER, 2003), bactérias resistentes a
antimicrobianos também nado. Estima-se que aproximadamente 99% podem ser
eliminadas de efluentes tratados (HARNISZ et al., 2013) e o restante é liberado com
residuos de antimicrobianos em aguas superficiais (MANAIA et al., 2016). Em geral,
€ possivel supor alguns fatores que influenciam no destino das bactérias resistentes
aos antimicrobianos durante o tratamento de aguas residuais, tais como: condicées
abibticas, composicdo e estrutura da comunidade bacteriana e a presenca de
possiveis fatores de presséo seletiva, tais como antimicrobianos e demais poluentes.
Entre as condi¢cdes abidticas, fatores como a carga de matéria organica, a
temperatura ou o fluxo de agua seriam consideradas hipoteses mais relevantes
(NOVO et al., 2013).

Qualquer que seja a fonte de contaminacdo aquatica, ela geralmente
aumenta em areas de atividade humana, pois cada vez mais, corpos de agua sao
utilizados como receptaculos para efluentes urbanos, devido ao crescimento da
populacdo (MEIRELLES-PEREIRA et al., 2002). Os rios representam o principal

caminho de materiais degradados oriundos de efluentes urbanos para os estuarios
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(ALVAREZ-VAZQUEZ et al., 2016). A contaminacdo de estuarios com efluentes ndo
tratados causam sérios danos ambientais, tais como: aumento da biomassa de
algas, reducéo de oxigénio dissolvido, proliferacdo de algas prejudiciais, mortalidade
de peixes (CAREY & MIGLIACCIO, 2009), também pode ocasionar modificacdes na
temperatura e pH (HARNISZ, 2013), além disso, niveis elevados de nitrogénio,
fosforo e carbono sdo descarregados nesses locais, ocasionando eutrofizacdo
(CAREY & MIGLIACCIO, 2009).

Condicdes ambientais sdo uma forgca motriz importante que influenciam
na propagacao de resisténcia a antimicrobianos. Em um estudo, os autores
observaram que a temperatura maxima foi positivamente relacionada com a
resisténcia ao sulfametoxazol e nos periodos de primavera (com temperaturas mais
altas) a resisténcia foi mais prevalente do que no outono, os autores ainda relatam
que a influéncia das condic¢des climaticas sobre a manutencao ou proliferacdo da
resisténcia aos antimicrobianos é uma questao que merece mais atencdo, uma vez
que pode estar relacionada com diferencas observadas em regides geograficas
distintas (NOVO et al., 2013).

Comunidades bacterianas nativas de &aguas superficiais que recebem
adguas poluidas sofrem mudancas quantitativas e qualitativas (HARNISZ, 2013).
Acredita-se que a diversidade bacteriana em ambiente receptor, por exemplo,
diminua (HARNISZ et al., 2011), uma vez que a poluicdo por antimicrobianos pode
enriquecer a populacdo de microrganismos intrinsicamente resistentes e reduzir a
populacdo de espécies sensiveis (MARTINEZ, 2009). Portanto, controlar os niveis
de poluicdo de aguas superficiais faz-se necessario, ja que estes podem ocasionar
alteracdes em todo ecossistema aquético (FUENTES et al., 2015). Além disso, o
problema de bactérias resistentes e multirresistentes serem encontradas em corpos
de 4gua € a troca de material genético entre elas (MARTINEZ, 2009),
consequentemente bactérias ndo patogénicas podem servir como reservatério de
genes o0 que pode determinar a eficacia atual e futura dos antimicrobianos
(BAQUERO et al., 2008).

Estudos afirmam que a agua é um dos habitats bacterianos mais
importantes na terra (VAZ-MOREIRA et al., 2014). Habitats de agua doce estéo entre
os habitats naturais que apresentam a diversidade bacteriana mais rica (TAMAMES

et al., 2010). Em um rank taxondémico de filo ou classe, em geral, as bactérias mais
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predominantes nestes locais pertencem ao filo Proteobacteria, Actinobacteria,
Bacteroidetes e Firmicutes. Os géneros mais encontrados sao Acidovorax,
Curvibacter, Sphingomonas, Aeromonas, Acinetobacter, Pseudomonas, Legionella,
Rhodococcus, Gordonia, Mycobacterium, Flavobacterium, Bacillus e Clostridium. As
bactérias pertencentes a estes grupos e outras ainda ndo identificadas, séo
provavelmente capazes de circular entre diferentes habitats aquaticos, abrangendo
todo o ciclo urbano da agua (VAZ-MOREIRA et al., 2014).

Sendo assim, a agua € a principal rota de bactérias e tem sido
reconhecida como uma significante reserva de resisténcia a antimicrobianos,
podendo agir como um biorreator facilitando o intercambio de genes de resisténcia
entre bactérias patogénicas e ndo patogénicas (BAQUERO et al., 2008; RIZZO et
al., 2013). Diante do exposto, estudar a presenca de microrganismos resistentes e
multirresistentes no ambiente aquético € extremamente necessario, uma vez que 0s
mais diversos compartimentos podem receber bactérias resistentes oriundas desses
locais (BAQUERO et al., 2008).

3.4 pB-lactamicos e mecanismos de resisténcia aos f-lactamicos em
Pseudomonas sp. e Acinetobacter sp.

A histéria remonta para 1928 quando Alexander Fleming, um
bacteriologista escocés, descobriu acidentalmente o fungo Penicillium. Fleming
estudava a morfologia e viruléncia de Staphyloccocus e certo dia ao examinar as
placas com o microrganismo encontrou varias culturas contaminadas, descartando-
as em uma substancia desinfetante. No dia seguinte ao descrever seu experimento,
retirou uma das placas que havia ficado acima do desinfetante e apos re-
examinagao observou que esta, apresentava um outro microrganismo cuja presenca
parecia influenciar as colénias de Staphyloccocus. A partir de sua descoberta,
Fleming o nomeou de Penicilium rubrum (hoje conhecido como P. notatum),
preservando-o e o cultivando (STEFFEE, 1992).

Através do cultivo, o pesquisador descreveu propriedades de
crescimento, elaborou procedimentos de extragcdo e projetou um rapido ensaio
antimicrobiano, porém n&o ampliou seu trabalho em estudos clinicos, por nédo

conseguir purificar penicilina suficiente para os ensaios. Anos mais tarde, em 1938,
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0s pesquisadores Florey e Chain chegaram ao extrato bruto da penicilina e alguns
anos depois, a substancia foi testada clinicamente, obtendo sucesso. Fleming,
Florey e Chain dividiram o Prémio Nobel de Medicina em 1945. A penicilina G como
€ conhecida, é produzida por fungos do género Penicillium e em 1942 foi o primeiro
antibiético a ser utilizado no ambiente clinico (STEFFEE, 1992).

Com o passar dos anos, derivados naturais da penicilina foram surgindo e
atualmente, existem no mercado diversos analogos a essa substancia. A diferenca
entre eles reside na cadeia lateral ligada ao anel B-lactamico. Essa classe de
antimicrobianos constitui o grupo de maior relevancia do ponto de vista clinico e
econdmico, sendo subdivididos em cinco subclasses: penicilinas, cefalosporinas,
cefamicinas, monobactamicos e carbapenémicos (KONG et al., 2009)

O alvo dos B-lactamicos séo as proteinas de ligacdo de penicilina (PBP)
também conhecidas como transpeptidase (KOHANSKI et al., 2010). As PBPs sédo
localizadas na membrana interna bacteriana, onde atuam no estagio final da sintese
e remodelacdo do peptideoglicano da parede celular (SAUVAGE et al., 2008) e a
funcao dos B-lactamicos é inibir a sintese da parede celular bacteriana. Contudo,
para que esses agentes tenham acado ativa € preciso que eles consigam penetrar na
parede celular e se ligar as PBPs (TENOVER, 2006).

Para contornar os efeitos dos [-lactamicos, microrganismos gram-
negativos tais como Pseudomonas sp. e Acinetobacter sp. adquirem resisténcia
através da ativagcdo de bombas de efluxo, otimizacdo da atividade de B-lactamases,
selecdo de porinas ou modificagdo de PBPs (LLARRULL, et al.,, 2010). Embora o
mecanismo mais comum seja a produg¢ao de B-lactamases, que inativam a droga
pela hidrélise do anel B-lactamico (KOHANSKI et al., 2010).

Existem mais de 1000 enzimas B-lactamases descritas (PEREZ et al.,
2007) e as B-lactamases de espectro estendido (ESBL) fazem parte do grupo 2 na
“Classificagdo de Bush” (leva em consideragdo as caracteristicas funcionais e
bioquimicas das enzimas -lactamases para agrupa-las) (BUSH, 1995) e da classe A
segundo a “Classificagdo de Ambler” (se baseia na similaridade de sequéncias de
aminoacidos) (KONG et al., 2009).

As ESBL foram descritas pela primeira vez em 1983, quando uma ESBL
codificada por plasmideo inativou um antimicrobiano [B-lactamico de espectro
estendido na Alemanha naquele ano (CANTON & COQUE, 2006). Chegou a se
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acreditar que elas surgiram pela substituicAo de aminoacidos nas familias de
enzimas Temoniera TEM e varidvel sulfidril SHV e devido as alteracdes estruturais
que ocorreram dentro do sitio ativo destas enzimas, mutacdes modularam a
atividade das [(-lactamases aumentando sua atividade contra as cefalosporinas de
terceira geracdo (STURENBURG & MACK, 2003). Entretanto, através de andlises
filogenéticas comprovou-se que essas enzimas se originaram a mais de dois
milhdes de anos, muito antes do uso moderno dos antimicrobianos (AMINOV &
MACKIE, 2007), e acredita-se que sua origem seja associada a genes com funcdes
fisiologicas na célula e com a pressdo seletiva imposta pelo uso de antimicrobianos,
elas evoluiram para ter a resisténcia aos medicamentos como sua fungé@o primaria
(SENGUPTA et al., 2013).

As ESBL foram encontradas primeiramente em membros da familia
Enterobacteriaceae, em especial Klebsiella pneumonia e Escherichia coli, hoje em
dia também podem ser encontradas em Pseudomonas sp. e Acinetobacter sp.
(DHILLON & CLARK, 2012). Essas enzimas séo capazes de hidrolisar a maioria dos
antimicrobianos presentes no mercado, incluindo penicilinas, cefalosporinas de
todas as geracfes e monobactamicos. Sdo comumente codificadas por plasmideos
podendo ser transferidas entre diferentes espécies bacterianas (TACAO et al., 2014).
Além disso, sdo geralmente bloqueadas por inibidores de B-lactamases, tais como:
clavulanato, sulbactam ou tazobactam (OLIVEIRA et al., 2009) e esta caracteristica é
utilizada como um importante teste fenotipico para verificar a producdo de ESBL em
bactérias (PEREZ et al., 2007).

No ambiente aquético, microrganismos produtores de ESBL sdo bem
comuns. Tacdo e colaborares (2014) encontraram em amostras de aguas de rios,
16% de Pseudomonas sp. produtoras de ESBL. Nasreen et al. (2015) coletaram
amostras de agua oriundas de uma lagoa em Bangladesh e através das analises
observaram que 100% das cepas de P. aeruginosa expressavam ESBL. Maravic et
al. (2016) encontraram em um estuario, 21,05% de Acinetobacter sp. produtores de
ESBL. Stenstrom et al. (2016) analisaram a suscetibilidade de Acinetobacter spp.
oriundas de amostras de agua e solo e verificaram que 100% eram resistentes a
penicilina G e 44% ao ceftriaxona. Quando analisaram a expresséao fenotipica, 9,3%

expressaram ESBL.
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Moore et al. (2010) determinaram a diversidade total de bactérias
resistentes a antimicrobianos em &aguas superficiais e encontraram resisténcia
multipla a seis classes distintas, no qual os B-lactamicos foram os que mais exibiram
diminuicdo da eficacia antimicrobiana, com 100% dos isolados resistentes a
cefotaxima, 92% resistente a penicilina e aztreonam. Ullah et al. (2012) avaliaram a
prevaléncia de P. aeruginosa resistente a antimicrobianos em agua doce
contaminada com esgoto domeéstico e identificaram 100 cepas das quais 34% foram

resistentes a ceftazidima e 3% ao imipenem.

3.5 Tetraciclinas e mecanismos de resisténcia em Pseudomonas sp. e
Acinetobacter sp.

A familia das tetraciclinas foi descoberta em 1948 a partir de uma amostra
de solo, quando o pesquisador Benjamim Minge Duggar, obteve uma bactéria de
coloracdo amarela que inibia o crescimento de suas estirpes bacterianas, formando
grandes zonas de inibicdo de crescimento em agar. Duggar chamou o composto de
aureomicina devido a cor ouro da bactéria e a nomeou de Streptomyces
aureofaciens. No mesmo ano, o composto foi utilizado no combate a infeccdes
salvando milhares de vidas. A descoberta de Duggar alavancou estudos com
microrganismos do solo e com isso uma nova familia de antimicrobianos surgiu
(NELSON & LEVY, 2011). O nome “tetraciclina” deve-se a essas moléculas serem
caracterizadas por uma estrutura policiclica planar composta de quatro anéis de
hidrocarbonetos (CHUKWUDI, 2016).

A familia das tetraciclinas pode ser de origem natural ou semi-sintética
(CHUKWUDI, 2016), formada por antimicrobianos de segunda e terceira geracao
(NELSON & LEVY, 2011), que séo utilizados mundialmente em humanos, animais,
na agricultura e aquicultura (MARTINS et al., 2014). O alvo celular dessa familia & o
ribossomo e para alcanca-lo, elas atravessam a membrana externa bacteriana
através de porinas (McMURRY et al., 1991) e uma vez dentro da célula bacteriana, o
antimicrobiano se liga na subunidade 30S do rRNA e impede que o aminoacil-tRNA
se ligue ao complexo mMRNA-ribossomo e dessa forma, o ribossomo se desestabiliza
e consequentemente a sintese de proteinas ndo acontece (CHUKWUDI, 2016). Para

contornar esse efeito, bactérias gram-negativas tais como: Pseudomonas sp. e
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Acinetobacter sp. tem utilizado estratégias que conferem resisténcia as tetraciclinas,
tais como: efluxo do antimicrobiano para fora da célula, modificagdo do local do alvo
através de proteinas de protecdo ribossomal, inativacdo enzimatica e mutacdes no
rRNA (LI et al., 2013). Acredita-se que a resisténcia as tetraciclinas se originou muito
antes do uso dos antimicrobianos, pois estudos sugerem que genes de resisténcia
as tetraciclinas tenham pelo menos 30.000 anos de idade (D’'COSTA et al., 2011).

No ambiente aquatico, as concentracbes de tetraciclinas variam entre
areas e paises devido aos diferentes padrdes de uso delas (HARNISZ et al., 2015).
Em 2011, os EUA relataram vendas e distribuicdo de aproximadamente 13,5 milhdes
de Kg de antimicrobianos, no qual a classe predominante foi a tetraciclina, com
utilizacao anual de 5,6 milhdes de Kg, utilizada principalmente na pecuaria (HONG et
al., 2013). Na China, € a segunda familia de agente antimicrobiano mais utilizada e
corresponde a 14% da quantidade total de antimicrobianos consumidos (CHENG et
al., 2014). Ja na Coréia, o consumo anual equivale a aproximadamente 723
toneladas por ano, enquanto que na Europa, 2500 toneladas sdo usadas
anualmente (DAGHRIR & DROGHI, 2013).

Daghrir e Droghi (2013) encontraram em &aguas residuais e subterrdneas
uma concentragao residual de 0,4 pg/L de tetraciclina, 0,032 pg/L de oxitetraciclina e
0,096 pg/L de clortetraciclina. Enquanto Xu et al. (2015) encontraram em uma
estacdo de tratamento na China, tetraciclina na concentracdo de 1,61 ug/L, o que
indicou que o antimicrobiano ndo era totalmente removido da estacao de tratamento.
Em outro estudo, Li et al. (2013) em Hong Kong coletaram amostras de lodo ativado
e verificaram a composi¢cdo da comunidade bacteriana antes e apds a exposicéo ao
antimicrobiano tetraciclina (5mg/L e 20 mg/L). Antes da exposi¢do ao antimicrobiano,
18 géneros foram encontrados e apds observou-se uma diminui¢do de 5 géneros. As
bactérias resistentes a tetraciclina foram agrupadas dentro de 13 géneros, sendo
gue os mais prevalentes a 20 mg/L foram os géneros Microbacterium, Halieae
Paracoccus, enquanto que a 5 mg/L foram os géneros acima citados, seguidos de
Pseudomonas e Alishewanella.

Na aquicultura as tetraciclinas contribuem para o enriqguecimento e
transferéncia de microrganismos resistentes, uma vez que nessa pratica € comum a
utilizacado desses antimicrobianos para o tratamento de infecgbes ocasionadas em

peixes. As exploragdes costeiras de aquicultura utilizam frequentemente um sistema

17



de tanque aberto, que permite a livre transferéncia de agua das exploracdes para a
agua circundante e eventualmente para o sedimento. Portanto, os antimicrobianos
introduzidos podem fazer com que a agua e os sedimentos que os rodeiam se
tornem reservatorios de resisténcia devido a pressao de selecdo (MUZIASARI et al.,
2016). Mundialmente, a aquicultura € dominada principalmente por alguns paises
asiaticos, no qual a China corresponde a cerca de 71% da producdo total de
produtos aquicolas. O uso de estrume animal como fertilizante de lagoas de
aguicultura é uma pratica comum nesse pais, e esta leva a propagacao de genes de
resisténcia e bactérias resistentes as tetraciclinas, além de também alterar a
composi¢cdo da comunidade bacteriana nesses ambientes, uma vez que o0 estrume
contém tetraciclinas usadas como promotores de crescimento para animais de
criacao (suinos e frangos) (XIONG et al., 2015). No Chile onde a aquicultura também
€ bem comum, Shah et al. (2014) obtiveram a partir de sedimentos marinhos em um
tanque de aquicultura de salméo, 32% dos microrganismos resistentes a tetraciclina.

Ullah et al. (2012), encontraram bactérias resistentes a tetraciclina (76%)
em amostras de agua doce. De acordo com Zhang et al. (2011), plasmideos,
abrigados por Proteobactérias das classes Alpha, Beta e Gamma, sdo vetores
relevantes de resisténcia as tetraciclinas no ambiente aquéatico. Segundo Li et al.
(2013) ja foram caracterizadas no banco de dados de genes de resisténcia a
antimicrobianos, 113 géneros e 530 espécies bacterianas e 41 tipos de genes de

resisténcia relacionado as tetraciclinas até a data.

3.6 Quinolonas e mecanismos de resisténcia em Pseudomonas sp. e
Acinetobacter sp.

As quinolonas sdo uma familia de antimicrobianos sintéticos descobertas
por Lescher e colegas em 1962 quando estudavam a estrutura da quinina. Os
pesquisadores observaram que a molécula 1,8-naftiridina possuia atividade
antibacteriana e a partir dela originou-se o &cido nalidixico (TILLOTSON, 1996).
Ainda que tenha sido o primeiro antimicrobiano dessa classe a ser administrado em
ensaios clinicos, o surgimento de resisténcia ao acido nalidixico foi rapido, a partir
disso, surgiram as fluoroquinolonas tais como norfloxacina e ciprofloxacina. As

guinolonas assim como as fluoroquinolonas sdo amplamente utilizadas para o
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tratamento de doencas infecciosas em humanos, animais, além de agricultura e
aquicultura (AMINOV & MACKIE, 2007). Mundialmente sdo a segunda classe de
antimicrobianos mais consumidos, com um total de 15% de todos os antimicrobianos
utilizados pela populacdo. Na Franca equivalem a 7,3% do total de antimicrobianos
utilizados (GALLINI et al., 2012) e no Chile mais de 100 toneladas sao usadas
anualmente na medicina veterinaria (HONG et al., 2013),

Esses antimicrobianos entram nas células através das porinas e seus
alvos sdo a DNA girase e a topoisomerase |V e para contornar os alvos, as bactérias
tem utilizado algumas estratégias, tais como: alteracdo do sitio alvo (resisténcia
devido a mutagdes na DNA girase e topoisomerase IV) (ALDRED et al., 2014),
alteracdes na permeabilidade do farmaco (mutacées que aumentam a expressao de
bombas enddgenas de efluxo multidrogas, canais de difusdo da membrana externa,
ou ambos) (AMINOV & MACKIE, 2007). Além desses mecanismos utilizados, a
espécie P. aeruginosa, por exemplo, é naturalmente resistente ao acido nalidixico
(SILVA & HOLLENBACH, 2010).

Touati et al. (2008) observaram cepas de Acinetobacter baumanni de
ambiente hospitalar com resisténcia intermediaria ao &cido nalidixico enquanto que
foram susceptiveis a ciprofloxacina e segundo os autores a resisténcia ao acido
nalidixico se deve a determinantes de resisténcia encontrados em plasmideos que
nao conferiam resisténcia as fluoroquinolonas.

Vaz-Moreira et al. (2012) observaram 36% de Pseudomonas spp.
resistentes ao acido nalidixico em uma estacdo de tratamento de agua potével e
24% de Pseudomonas spp. resistentes ao mesmo antimicrobiano em uma amostra
obtida de torneira. Ahmed et al. (2014) pesquisaram a qualidade de amostra de agua
potavel e observaram que entre as Pseudomonas 85% foram resistentes ao acido

nalidixico.

3.7 Identificacdo molecular de Pseudomonas sp. e Acinetobacter sp.

Métodos moleculares tém sido utilizados para a identificacdo de
Pseudomonas sp. e Acinetobacter sp., técnicas que utilizam o sequenciamento dos
genes que codificam o 16S rRNA ou dos genes rpoD e rpoB sdo comumente usadas

para a identificacdo desses microrganismos (LI et al., 2013; BHUSHAN et al., 2013).
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Novas tecnologias que visam a rapidez na identificacdo bacteriana, além
de diminui¢do de custos, estdo surgindo e com isso substituindo técnicas que antes
eram consideradas padréo para a identificacdo molecular de microrganismos. Como
€ o caso do MALDI-TOF MS, que € uma técnica promissora que pode rapidamente
identificar microrganismos (HRABAK et al., 2013).

Nos ultimos anos, Matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight
mass spectrometry (MALDI-TOF MS) tem sido cada vez mais utilizado para a
identificacdo bacteriana (BUYLLA et al., 2012) uma vez que apresenta beneficios
econdbmicos e de diagnéstico. Ainda que o custo inicial para a aquisicdo do
espectrometro seja relativamente alto, o custo de identificacdo de uma espécie
permanece baixo quando comparado com o custo de técnicas moleculares e
bioquimicas (HRABAK et al., 2013).

De acordo com Olmos et al. (2012) a técnica é baseada nas massas
moleculares das proteinas e produz impressdes de espectros de massas especificos
para diferentes organismos. Segundo Sandrin et al. (2013), MALDI-TOF MS é uma
ferramenta promissora para a caracterizacdo de bactérias de relevancia médica e
ambiental. Mulet et al. (2012) verificaram a aplicabilidade dessa ferramenta para a
identificacdo de Pseudomonas e concluiram que é uma excelente técnica para a
identificacdo desse microrganismo. Buylla et al. (2012) verificaram a aplicabilidade
dessa ferramenta em Acinetobacter e os resultados indicaram que a metodologia é

promissora para a identificacdo dessas bactérias.
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4. MATERIAL E METODOS

Este estudo foi realizado no laboratério de Microbiologia e Biologia
Molecular 222-F do departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia do
Instituto de Ciéncias Basicas da Saude (ICBS) na Universidade Federal do Rio
Grande do Sul.

4.1 Meios de Cultura e Solucdes
Os meios de cultura e solucdes utilizados nos experimentos deste

trabalho estdo descritos nos anexos.

4.2 Descricao da area de estudo e coleta das amostras

A Laguna de Tramandai esta localizada no litoral norte do Rio Grande do
Sul, entre os municipios de Imbé e Tramandai (CAMPELLO, 2006). E considerada
uma das maiores lagunas da costa brasileira e no Rio Grande do Sul € o segundo
maior estuario, menor apenas que o da Lagoa dos Patos. Em sua extensao, possui
aproximadamente 18,5 Km?, onde a pesca artesanal é uma atividade muito comum
(GONCALVES & D’INCAO, 2016). A Laguna de Tramandai faz parte da Bacia
Hidrografica do Rio Tramandai que inclui dezessete municipios com uma area total
de 2700 Km? e estende-se desde as nascentes dos rios Maquinés e Trés Forquilhas,
até o norte da Lagoa Itapeva e até o sul da Lagoa da Cerquinha. Todos escoam na
Foz do Rio Tramandai que desagua na Laguna de Tramandai e consequentemente,
entra em contato com o mar. O canal de comunica¢cdo com 0 oceano possui cerca
de 1,5 km de extensdo com largura maxima de 300 m, minima de 60 m e
profundidade média de 3 m (CAMPELLO, 2006).

Nas margens da laguna tém-se o0s municipios de Tramandai e Imbé,
juntos constituem um dos maiores aglomerados urbanos do litoral norte gadcho. A
populacao residente dos dois municipios atinge mais de 65000 habitantes, no qual
mais 40000 residem no municipio de Tramandai e mais de 20000 em Imbé (IBGE,
2016). De acordo com o Plano da Bacia Hidrografica do Rio Tramandai, a populacéo

residente na Bacia representa 2% da populacéo total do Estado, entretanto, em
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época de veraneio, a populagdo aumenta em torno de cinco vezes, chegando a
atingir praticamente 1 milhdo de habitantes, representando cerca de 10% da
populacao total do Rio Grande do Sul.

Situada apenas 100 Km de Porto Alegre, Tramandai € considerada a
“capital das praias” e devido a proximidade com a regiao metropolitana, o turismo e o
crescimento desordenado dos municipios de Imbé e Tramandai, tem tornado em
evidéncia a contaminacdo da Laguna por esgotos domeésticos. A rede de coleta e
tratamento de esgotos em Tramandai abrange cerca de 15% do total de domicilios
do municipio e 13% da populagéo residente. Imbé, por sua vez, ndo possui rede de
coleta ou de tratamento de esgotos em funcionamento e o sistema utilizado pela
populacdo € o de fossas sépticas (CAMPELLO, 2006). De acordo com Moraes
(2011), além dos dados oficiais sobre a laguna, muitos domicilios realizam a
canalizacdo irregular dos dejetos, diretamente para o corpo hidrico, o que vem a
contribuir para a contaminacao do local.

Também, Silva et al. (2001) relatam que o estuario vem sofrendo com o
aumento da concentracdo de metais pesados, principalmente ferro e cobre, devido a
atividade agricola na bacia hidrografica litordnea da porcao norte do RS, com eroséo
do solo e transporte de sedimentos oriundos das rochas vulcéanicas da Bacia do
Parana, desde o século XX. Além da adicao de metais por intermédio de efluentes
domésticos gerados em Tramandai e Imbé.

As amostras de agua superficial da Laguna de Tramandai foram coletadas

em quatro pontos de coleta com diferentes graus de impacto ambiental (FIGURA 1).

Ponto 1: Ponto de maior proximidade com o mar, situado junto a
desembocadura da laguna. O local apresenta acentuada urbaniza¢do e conta com

um terminal maritimo de exploracéo de petrdleo (Terminal Maritimo Almirante Dutra).

Ponto 2: Local mais interno e protegido da influéncia das correntes
marinhas, localizado onde um dos bragcos do Rio Tramandai se insere na laguna.
Ainda ha acentuada urbanizagdo nesta zona, situando-se o ponto junto ao trapiche

da saida de um condominio residencial horizontal de Imbé.
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Ponto 3: Localiza-se no centro da Laguna, ponto de confluéncia com as
aguas do Rio Tramandai, representando aporte de toda a Bacia. Ndo ha urbanizagéo

nas margens do entorno.

Ponto 4: Situa-se as margens de um foco de mata nativa, porém préximo
a regides de plantacdo agricola e atividades pecuérias. Ndo h& urbanizacdo nas

margens do entorno.

Uruguai

FIGURA 1: Localizacdo dos pontos de coleta da Laguna de Tramandai. Ponto 1: Foz
do estuério. Ponto 2: Trapiche de um condominio horizontal de Imbé, ponto interno
da Laguna. Ponto 3: Centro da Laguna. Ponto 4: margem da Laguna com
urbanizacao ausente.

As amostras de todos os pontos foram coletadas com o auxilio do barco
de coletas do Centro de Estudos Costeiros, Limnologicos e Marinhos (CECLIMAR)
da UFRGS. As coletas foram realizadas em agosto de 2014 e em janeiro de 2015.

Em cada ponto de coleta frascos de vidros estéreis foram icados com corda (1m)

23



com o intuito de se obter 2 L de agua superficial de cada ponto. Apds a coleta as
amostras foram mantidas a 4°C até proceder com as analises microbioldgicas,

realizada em até 24 h.

4.3 Isolamento de bactérias heterotréficas na agua

Para o isolamento bacteriano, 25 mL de agua de cada ponto de coleta
foram adicionados em 25 mL de caldo nutriente suplementado com acido nalidixico,
ceftazidima, imipenem e tetraciclina separadamente, na concentragéo de 20 mg/L (LI
et al., 2013) e incubados a 35°C por 24 h. Também foram adicionados 25 mL de
agua de cada ponto de coleta em 25 mL de caldo nutriente sem nenhum composto
adicional. O acido nalidixico e a tetraciclina foram escolhidos por pertencerem a
diferentes classes de antimicrobianos e apresentarem diferentes alvos de agéo.
Enquanto que os outros antimicrobianos pertencem a classe dos [-lactamicos,
sendo que os carbapenémicos, tais como o imipenem, séo tidos como ultima linha
de defesa para o tratamento de infeccbes bacterianas ocasionadas por
microrganismos gram-negativos ndo fermentadores e a ceftazidima é uma
cefalosporina de terceira geracao e isolados bacterianos resistentes a ceftazidima
tipicamente codificam B-lactamases de espectro estendido.

Apods o tempo de incubacgéo, as amostras passaram por diluicdes seriadas
e 25 pL das diluicdes 102, 104, 10® e 1012 foram depositados por meio da técnica
drop plate em agar PCA e Agar marinho contendo ou ndo cada um dos respectivos
antimicrobianos e cultivados a 35°C por 24 h. No dia seguinte, foram selecionadas
diferentes colonias que foram esgotadas em agar TSA com e sem O0S
antimicrobianos e incubadas a 35°C por 24 h. Em seguida, os isolados foram
estocados em agar conservacao e a manutencao das culturas puras foi realizada

através da inoculacdo em agar TSA inclinado.

4.4 Triagem e ldentificagdo bioquimica de Pseudomonas sp. e Acinetobacter

sp.
Os microrganismos obtidos no isolamento foram submetidos & coloracéo

de Gram e teste do hidréxido de potassio (KOH). Em seguida, passaram por uma
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triagem bioquimica que envolveu as seguintes etapas: semeadura em &gar
MacConkey, semeadura em TSI, testes da catalase e oxidase. Apds a triagem
bioquimica, os possiveis Pseudomonas sp. e Acinetobacter sp. foram identificados
por meio de KIT de bacilos ndo-fermentadores da NEWPROV, o qual compreende 0s
testes bioquimicos: OF-Glicose, OF-Basal, caldo BHI, agar cetrimide, gelatina, agar
nitrato-motilidade, OF-Xilose, OF-Maltose, OF-Lactose. A interpretacdo dos
resultados foi conforme a tabela da NEWPROV e confirmada por MALDI-TOF.

4.5 ldentificagdo bacteriana por MALDI — TOF MS.

A partir do agar conservacao, os isolados foram cultivados a 35°C por 24
h em caldo BHI para recuperacdo dos mesmos. No dia seguinte, os isolados foram
semeados em agar TSA e incubados a 35°C por 18 h. Apds, uma Unica colénia de
cada isolado foi retirada do agar TSA e transferida diretamente sobre cada spot na
placa alvo do MALDI-TOF. Posteriormente, foi adicionado sobre cada spot 1 pl de
solucdo matriz HCCA e esperou-se secar a temperatura ambiente. Em seguida a
placa foi colocada no Microflex LT/SH (BrukerDaltonics) e a identificacdo dos
isolados foi realizada pelo software MALDI Biotyper 4.0 com base no perfis gerados.
Os isolados foram considerados corretamente identificados ao nivel de género

quando os scores foram = 1,7 e ao nivel de espécie, quando os scores foram = 2.

4.6 Andlise da susceptibilidade a antimicrobianos

O perfil de susceptibilidade a antimicrobianos foi determinado por meio do
método de disco difusdo em agar Mueller Hinton, no qual foram utilizados 17
antimicrobianos de seis classes distintas (TABELA 1).

Os isolados bacterianos foram semeados em placas de TSA e incubados
a 35°C por 24 h. Em seguida, com auxilio de al¢a de platina foram retiradas col6nias
do TSA e inoculadas em solugcédo salina 0,9% (concentracdo fisiologica) até que
atingissem a turbidez correspondente a 0,5 da Escala de McFarland. Apos o preparo
do indculo, os mesmos foram semeados com suabes estéreis em placas de 150mm
contendo Agar Muller Hinton. Os discos dos antimicrobianos foram dispostos nas

placas semeadas que foram incubadas por 18 h a 35°C. Os diametros dos halos de
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inibicdo foram medidos e os resultados interpretados de acordo com o0s critérios
determinados pelo CLSI (2015). Os isolados que apresentaram fenotipo resistente e
intermediario foram incluidos na categoria de suscetibilidade reduzida. Os isolados
foram considerados multirresistentes quando apresentaram resisténcia a pelo menos

quatro classes distintas de antimicrobianos.

TABELA 1: Antimicrobianos utilizados para analise do perfil de suscetibilidade de
Pseudomonas sp. e Acinetobacter sp.

Classe/Sub- Concentracéao

Classe Antimicrobianos do disco Sigla Marca

. L Amicacina 30 ug AMI OXOID
Aminoglicosideos Gentamicina 10 g GEN  OXOID
a Ertapenem 10 pg ETP OXOID
Carbapenémicos Imipenem 10 ug IMP  OXOID
Ceftazidima 30 ug CAZ OXOID

Cefalosporinas Cefepima 30 ug COM OXOID
Cefotaxima 30 pg CTX OXOID

Cefoxitina 30 pg FOX OXOID

Monobactamicos Aztreonam 30 ug ATM OXOID
Ampicilina 10 ug AMP OXOID

Penicilinas Amoxicilina — acido clavulanico 30 ug AMC OXOID
Piperacilina — tazabactam 110 ug TZP OXOID

Fenicois Cloranfenicol 30 pg CLO OXOID
Fluoroguinolonas Ciprofloxacina Sug CIP OXOID
Norfloxacina 10 ug NOR OXOID

Sulfonamidas Sulfametoxazol-trimetoprima 25 ug SUT OXOID
Tetraciclinas Tetraciclina 30 pg TET OXOID

A metodologia de disco combinado foi empregada com o objetivo de testar
a producao de B-lactamases de espectro estendido (ESBL). Os isolados bacterianos
foram semeados em placas de TSA e incubados a 35°C por 24 h. Posteriormente,
com auxilio de alca de platina foram retiradas colénias do TSA e inoculadas em
solugcdo salina 0,9% (concentragdo fisiolégica) até que atingissem a turbidez
correspondente a 0,5 da Escala de McFarland. Apés o preparo do inoculo, os
mesmos foram semeados com suabes estéreis em placas de 150mm contendo Agar
Muller Hinton.

Foram adicionados 10 uL de &acido clavulanico nos discos dos

antimicrobianos: aztreonam, cefepima, ceftazidima, cefotaxima e cefoxitina. Em
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seguida, os discos dos antimicrobianos com o inibidor foram posicionados nas
placas a 2 cm dos discos sem o inibidor.

As placas foram incubadas por 18 h a 35°C. Os resultados foram
considerados positivos para a produ¢ao de ESBL quando houve aumento =2 5mm da
zona de didmetro do antimicrobiano testado em combinacdo com acido clavulanico,

comparado com aquele que ndo continha o inibidor (CLSI, 2015).
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Crescimento de Pseudomonas sp. e Acinetobacter sp. em meio de cultura
suplementado com antimicrobianos de acordo com o ponto de coleta

Foram isolados das amostras de agua com e sem antimicrobianos 846
isolados, dos quais 343 foram obtidos de meios de cultura sem antimicrobianos e
503 de meios de cultura suplementados com antimicrobianos. Apés a triagem
bioguimica, 194 isolados foram selecionados como possiveis Pseudomonas sp. e
Acinetobacter sp., sendo, 82 provenientes dos meios de cultura com antimicrobianos
e 112 oriundos dos meios de cultura sem antimicrobianos. Por meio das provas
bioguimicas foram confirmados 138 isolados de Pseudomonas sp., dos quais 61 dos
meios de cultura com antimicrobianos e 77 sem os antimicrobianos e 25 isolados de
Acinetobacter sp., 13 obtidos sem os antimicrobianos e 12 com 0s antimicrobianos.
Quando realizada a confirmacdo através de MALDI-TOF, dos 138 isolados de
Pseudomonas sp., 15 foram identificados como Alcaligenes faecalis e um como
Stenotrophomonas malthophilia, sendo esses excluidos do estudo. Os demais foram
confirmados como Pseudomonas aeruginosa pela identificacdo por MALDI-TOF.

Portanto, nesse estudo foram utilizados 122 isolados de P. aeruginosa e
25 de Acinetobacter. A identificacdo dos isolados de Acinetobacter sp. ndo foi
confirmada por MALDI-TOF devido a dificuldades para a recuperacao dos isolados,
dessa maneira, sdo apresentados somente os resultados dos testes bioquimicos.
Corroborando com o presente trabalho, outros estudos relatam que somente a
identificacdo bioquimica ndo é suficiente para a discriminacdo de P. aeruginosa, S.
malthophilia e A. faecalis sendo necessaria a utilizacdo de técnicas complementares
para a identificacdo (KHANOLKAR et al., 2015; SALA-COMOMERA et al., 2016).

Na TABELA 2 pode-se verificar o nimero de isolados de P. aeruginosa
obtidos das amostras de agua oriundas da Laguna de Tramandai. Foram obtidos, 58
isolados de P. aeruginosa das amostras com os antimicrobianos: acido nalidixico,
ceftazidima, imipenem e tetraciclina e 64 isolados de P. aeruginosa foram obtidos
das amostras ndo suplementadas com os antimicrobianos. Na TABELA 3 pode-se
observar o nimero de isolados de Acinetobacter sp., dos 25 isolados, 13 foram
recuperados das amostras suplementadas com o0s antimicrobianos e 12 das

amostras ndo suplementadas com antimicrobianos. A quantidade de P. aeruginosa e
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Acinetobacter sp. resistentes variaram de acordo com cada ponto e também com os

antimicrobianos utilizados no tratamento das amostras (TABELAS 2 e 3).

TABELA 2: Numero de Pseudomonas aeruginosa obtidos de amostras de agua da
Laguna de Tramandai suplementadas ou ndo com antimicrobianos segundo 0s
pontos de coleta.

N° de isolados Ponto de Coleta

P2 P3 P4
Sem ) 64 22 17 16 9
antimicrobiano
Acido Nalidixico 37 5 7 11 14
Com Ceftazidima 3 0 2 1 0
antimicrobiano Imipenem ! 1 0 S 1
Tetraciclina 11 6 0 4 1

Ponto 1: Foz do estuario. Ponto 2: Trapiche de um condominio horizontal de Imbé, ponto interno da Laguna.
Ponto 3: Centro da Laguna. Ponto 4: margem da Laguna com urbanizacéo ausente.

TABELA 3: Niumero de Acinetobacter sp. obtidos de amostras de agua da Laguna de
Tramandai suplementadas ou ndo com antimicrobianos segundo os pontos de
coleta.

N° de isolados Ponto de Coleta

P2 P3 P4
Sem - 12 3 3 4 2
antimicrobiano
Acido Nalidixico 0 0 0 0 0
Com Ceftazidima 1 0 0 0 1
antimicrobiano Imipenem 12 0 3 ! 2
Tetraciclina 0 0 0 0 0

Ponto 1: Foz do estuario. Ponto 2: Trapiche de um condominio horizontal de Imbé, ponto interno da Laguna.
Ponto 3: Centro da Laguna. Ponto 4: margem da Laguna com urbanizacéo ausente.

Todos os pontos de coleta apresentaram isolados de P. aeruginosa
resistentes a algum dos antimicrobianos testados (TABELA 2). Os pontos 1 e 4 nao
apresentaram P. aeruginosa resistente a ceftazidima, enquanto que o ponto 2 nao
exibiu isolados resistentes ao imipenem e a tetraciclina. No ponto 3 foram
encontrados isolados de P. aeruginosa resistentes a todos 0s antimicrobianos
utilizados no tratamento das amostras.

O tratamento que selecionou 0 maior nimero de P. aeruginosa resistentes
foi com acido nalidixico. A resisténcia ao acido nalidixico era esperada, uma vez que

essa espécie apresenta resisténcia intrinseca a esse antimicrobiano (RELLA &
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HASS, 1982). Essa caracteristica é ocasionada pela baixa permeabilidade de sua
membrana externa que € de 12 a 100 vezes menos permeavel do que Escherichia
coli. A membrana externa de P. aeruginosa age como uma barreira seletiva para
entrada de alguns antimicrobianos sendo que a passagem em alguns casos seja
dependente do tamanho da molécula (BREIDENSTEIN et al., 2011). Resultados
semelhantes a esse trabalho foram encontrados por Nashnoush et al. (2009), que
obtiveram isolados de P. aeruginosa em amostras de agua com fendtipo de
resisténcia ao acido nalidixico.

O tratamento das amostras com tetraciclina também selecionou isolados
de P. aeruginosa resistentes, com excec¢do do ponto 2. A resisténcia a tetraciclina
pode ser ocasionada por genes tet encontrados em plasmideos, que tipicamente
codificam um sistema de efluxo de tetraciclina, ou mutacbes podem ocorrer no
ribossomo protegendo este da agéo da tetraciclina (ROBERTS, 1996).

As tetraciclinas entram em ambientes aquaticos, principalmente por meio
de &guas residuais e também através da agricultura, uma vez que sdo muito
utilizadas na prevencdo de doencas em plantas. Além disso, também é comum
serem manipuladas em préaticas aquicolas para o tratamento de doencas em peixes
e na pecuaria como promotores de crescimento animal e devido a sua ampla
utilizacdo, a contaminacdo de ambientes aquaticos com tetraciclina tem se tornado
comum, o0 que tem levado a selecdo de microrganismos resistentes a esse
antimicrobiano no ambiente aquatico (MARTINS et al., 2014).

Suzuki et al. (2013), avaliaram a presenca de P. aeruginosa em dois rios
situados na cidade de Myazaki e obtiveram das amostras de agua coletadas, 516
isolados de P. aeruginosa e destes, 298 foram resistentes a tetraciclina. Em outro
estudo, com amostras de agua do Rio Drweca na Polbnia, um ambiente considerado
uma reserva natural, mas que tem sofrido com o escoamento superficial de areas
agricolas, Harnisz et al. (2011) obtiveram P. putida e P. fluorescens de um tratamento
com tetraciclina. Os autores salientaram que as maiores percentagens de isolados
resistentes a tetraciclina foram encontradas nas amostras de agua obtidas de uma
parte do rio situado atras de exploracdes piscicolas e que 0S microrganismos
resistentes a tetraciclina poderiam ser oriundos dos efluentes de piscicultura, uma
vez gque esse antimicrobiano é muito utilizado para o tratamento de doencas em

peixes.
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No estuario também foram encontrados P. aeruginosa resistentes aos [3-
lactamicos imipenem e ceftazidima, porém em menor namero. A resisténcia ao
imipenem foi observada somente nos pontos P1 e P4 e a resisténcia a ceftazidima
nos pontos P2 e P3. De acordo com Lachmayr et al. (2009) cerca de dois tercos dos
antimicrobianos administrados em humanos sao B-lactamicos, sendo este um dos
fatores que influenciam a existéncia do principal mecanismo de resisténcia
bacteriana, a hidrolise de antimicrobianos devido a producdo de beta-lactamases,
além destes, outros mecanismos também podem influenciar na resisténcia aos (-
lactamicos, tais como as bombas de efluxo e a perda ou diminuicdo da expresséo de
porinas. Alouache et al. (2012) coletaram amostras de agua do mar de quatro locais
com diferentes graus de poluicdo e obtiveram 7,2% dos isolados resistentes a
ceftazidima e 5,4% resistentes ao imipenem. Em outro estudo, Spindler et al. (2012)
obteve de amostras de efluente hospitalar 47,6% de P. aeruginosa resistentes a
ceftazidima. Fuentefria et al. (2011) encontrou em amostras de agua superficial
22,6% de P. aeruginosa resistentes ao imipenem.

Diferentemente de P. aeruginosa, os isolados de Acinetobacter sp. ndo
foram encontrados nas amostras de a4gua da Laguna em grandes quantidades, tanto
sem o tratamento com antimicrobianos como com o tratamento. A ocorréncia de
Acinetobacter em ambiente aquatico permanece muito limitada e varia de acordo
com a espécie (XIN et al., 2014). Shete et al. (2015) coletaram amostras de agua de
4 praias e um estuario em diferentes distritos na india e obtiveram apenas 11
isolados de Acinetobacter spp., entre as espécies identificadas destacam-se A.
haemolyticus e A. junii. Em outro estudo, Xin et al. (2014) coletaram amostras de
agua em diferentes pontos no Rio Qiandeng, localizado na Provincia de Jiansu na
China e obtiveram apenas 12 isolados de Acinetobacter sp., sendo que quando
realizada a confirmacdo molecular ao nivel de espécie, os isolados foram
identificados como A. johnsonii, A. bouvetti, A. haemolyticus, A. lwoffi, A. guillouiae.

Na Laguna de Tramandai foram encontrados isolados resistentes de
Acinetobacter apenas nos pontos 2, 3 e 4. O ponto 1 ndo exibiu Acinetobacter sp.
resistentes, enquanto que os demais pontos totalizaram 13 isolados resistentes. O
Ponto 1 corresponde a foz do estuario, portanto deve apresentar salinidade superior
aos demais pontos. De acordo com Oh et al. (2009), um fator que pode influenciar

na abundancia de Acinetobacter sp. em estuarios é a salinidade. Os pesquisadores
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compararam 0 crescimento de Acinetobacter em meios de cultivo suplementados
com diferentes concentragdes de sais (1%, 2% e 3%) e verificaram que 0 aumento
da concentracdo influenciava fortemente no crescimento das espécies de
Acinetobacter testadas, pois nas concentragdes mais elevadas houve uma
diminuicao de Acinetobacter.

Em um estudo similar a presente pesquisa, Maravic et al. (2016)
coletaram amostras de agua do Rio Jadro, localizado na costa oriental do mar
Adriatico na Croécia. Esse rio é caracterizado como um estuario que recebe forte
influéncia de agua do mar, também &guas superficiais de zonas agricolas e residuais
municipais sao descarregadas no local. Os autores realizaram coletas em dois locais
ao longo do Rio, sendo que o local A, corresponde a desembocadura do estuario,
enquanto que o local B, representa uma parte mais distante da desembocadura,
porém impactado por efluentes de &guas residuais e aguas superficiais da zona
agricola. Foram obtidos 57 isolados de Acinetobacter sp. no Rio Jadro, entretanto,
destes, apenas 19 foram recuperados do local A e os 38 restantes foram obtidos do
local B. Ainda, a salinidade foi medida e os resultados indicaram o local A composto
por agua salobra e o B tipicamente constituido por agua doce. Assim como na nossa
pesquisa, os autores também encontraram diminuicdo de isolados do género
Acinetobacter sp. em um ponto caracterizado por aguas salobras.

Além da salinidade, Bazyleu & Kumar (2014), relacionam a temperatura
como um importante fator com capacidade de influenciar a resisténcia bacteriana.
Os autores avaliaram a resisténcia de isolados de Acinetobacter baumanni em
diferentes temperaturas (30°C e 37°C) e observaram que a temperatura de 37°C
favorecia o aparecimento de isolados de A. baumanni resistentes ao imipenem, a
ciprofloxacina, a gentamicina, ao cotrimoxazol, a clindamicina e a ceftriaxona,
enguanto que na temperatura de 30°C foram encontrados A. baumanni sensiveis a
esses antimicrobianos. Em nosso estudo, os 13 isolados de Acinetobacter sp.
resistentes foram obtidos da coleta realizada no verdo. E diante das constatacdes
realizadas pelos autores citados, talvez na presente pesquisa, a temperatura nao
seja o fator desencadeante da ndo existéncia de Acinetobacter sp. resistentes no
Ponto 1, uma vez que se realmente fosse a temperatura, poderiam ser encontrados
Acinetobacter sp. resistentes no respectivo ponto, jA que todos os isolados de

Acinetobacter sp. obtidos das amostras com o tratamento com 0s antimicrobianos,
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foram recuperados da coleta realizada no verdo. Sendo assim, a hipétese mais
plausivel seria a salinidade.

O imipenem foi 0 antimicrobiano que exibiu maior numero de isolados de
Acinetobacter sp. resistentes seguido de ceftazidima. A resisténcia exibida por esse
género aos B-lactamicos é bem comum (MARAVIC et al., 2016). Chen et al. (2013)
relatam o aumento de Acinetobacter sp. resistente aos carbapenémicos nos ultimos
anos, sendo a expressdo de carbapenamases intrinsecas e adquiridas o0s
mecanismos de resisténcia responsaveis por esse fenotipo. De acordo com Gilad &
Carmeli (2008) Acinetobacter spp. resistentes aos carbapenémicos tém sido
encontrados no mundo todo. Estudos também relatam que a resisténcia as
cefalosporinas, pode ser ocasionada por uma cefalosporinase codificada
cromossomicamente (AmpC) que confere resisténcia a essa sub-classe, no entanto,
a principal causa de resisténcia as cefalosporinas de terceira geracdo em
Acinetobacter sp. é a producédo de ESBL (PFEIFER et al., 2010).

Ndo foram encontrados isolados de Acinetobacter sp. resistentes apés
tratamento da amostra com os antimicrobianos &cido nalidixico e tetraciclina.
Diferentemente de P. aeruginosa, que € intrinsicamente resistente ao &acido
nalidixico, em A. baumanni, esta resisténcia pode estar associada a mutacdes
cromossomais em regides determinantes de resisténcia as quinolonas (LIU et al.,
2012). A resisténcia a tetraciclina, assim como em P. aeruginosa, também pode ser
mediada por plasmideos que contém genes tet (HARNISZ et al., 2015). Como visto
acima, no presente estudo, ndo foram encontrados isolados de Acinetobacter sp.
resistentes a tetraciclina. O contrario ocorreu com HARNISZ et al. (2015), que
submeteram amostras aguas de uma estacdo de tratamento de aguas residuais e do
rio receptor (Rio Lyna, localizado na Poldnia) a tratamento com os antimicrobianos
oxitetraciclina e doxicilina e obtiveram 62 isolados de Acinetobacter sp. resistentes a
esses antimicrobianos. Em outro estudo, Girlich et al. (2010) obtiveram um isolado
de A. baumanni resistente ao &cido nalidixico, a ceftazidima e ao imipenem
recuperado de amostra de agua do Rio Seine em Paris, como resultado de uma
triagem de isolados multirresistentes.

Quando analisados os isolados de P. aeruginosa obtidos das amostras
suplementadas com antimicrobianos em relagdo aquelas sem o0s antimicrobianos

(FIGURA 2), pode-se observar que os pontos 1 e 2 exibiram maior numero de P.
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aeruginosa oriundos das amostras sem 0s antimicrobianos. Por outro lado, a
quantidade de isolados de Acinetobacter sp. resistentes (FIGURA 3) foi igual ou

superior aos isolados das amostras sem tratamento, com excec¢ao do ponto 1.

25 O Sem antimicrobiano

Bl Com antimicrobiano

20

15

10

Numero de isolados

P1 P2 P3 P4

Pontos de coleta

FIGURA 2: Comparacéo entre o nimero de Pseudomonas aeruginosa com e sem 0
tratamento com os antimicrobianos de acordo com o ponto de coleta. Ponto 1: Foz
do estuéario. Ponto 2: Trapiche de um condominio horizontal de Imbé, ponto interno
da Laguna. Ponto 3: Centro da Laguna. Ponto 4: margem da Laguna com
urbanizacao ausente.
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FIGURA 3: Comparacdo entre o numero de Acinetobacter sp. com e sem 0
tratamento com os antimicrobianos de acordo com o ponto de coleta. Ponto 1: Foz
do estuéario. Ponto 2: Trapiche de um condominio horizontal de Imbé, ponto interno
da Laguna. Ponto 3: Centro da Laguna. Ponto 4: margem da Laguna com
urbanizacao ausente.

O esperado era que 0s pontos 1 e 2 apresentassem maior quantidade de
bactérias resistentes em relagdo aos demais, uma vez que nesses pontos a acao
antrépica € maior que nos outros. No entanto, como se pode observar, 0s pontos 3 e
4 foram os que mais exibiram P. aeruginosa e Acinetobacter sp. resistentes aos
antimicrobianos. Logo, ao comparar os dois pontos, verifica-se que o P3 foi o que
exibiu maior quantidade de P. aeruginosa resistentes e Acinetobacter sp. resistentes.
Uma hipétese para explicar a abundancia desses microrganismos no centro da

Laguna, poderia ser a existéncia de correntes de agua que se concentrariam no
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ponto 3, j& que esta recebe o desague de 4guas oriundas de rios que poderiam estar
se concentrando nesse ponto.

A hipétese para a resisténcia de P. aeruginosa e Acinetobacter sp., no
ponto 4 seria devido a plantagbes que ocorrem nas proximidades do local e uma
criagdo pecudria, cujas particulas de solo com contaminantes e microrganismos
resistentes podem ser depositados dentro da Laguna por meio de lixiviagdo.
Corroborando com os resultados do presente estudo, Moraes (2011) relatou que
alguns microrganismos encontrados na Laguna de Tramandai podem ser originarios
de solos adjacentes ao corpo hidrico, pois em sua pesquisa com amostras de agua
da Laguna de Tramandai, a autora obteve teores altos (mais do que 10.000
NMP/100mL) de coliformes totais presentes nas amostras e salientou que podem ser
provenientes de lixiviacdo do solo ou devido a canalizacdo de esgoto irregular na
Laguna. Thiele-Bruhn (2003) afirma que o solo pode atuar como uma fonte de
contaminantes de antimicrobianos para o ambiente aquatico, principalmente por
lixiviagcdo e escoamento superficial.

A utilizacdo de antimicrobianos no tratamento de animais em pastagens e
como promotores de crescimento animal também podem auxiliar na presenca de
bactérias resistentes no ambiente aquatico, pois, os residuos de antimicrobianos
liberados no solo podem subsequentemente ser transportados para aguas
superficiais ou subterr@neas e com isso influenciar na resisténcia bacteriana
(WRIGHT, 2010; WELLINGTON et al., 2013; AL-BAHRY et al., 2014).

5.2 Perfil de resisténcia entre os isolados de Pseudomonas aeruginosa e
Acinetobacter sp.

Os 122 isolados de Pseudomonas aeruginosa e os 25 isolados de
Acinetobacter sp. obtidos das amostras com e sem o0 tratamento com
antimicrobianos foram submetidos ao teste de disco-difusdo. Todos os isolados
(ambos o0s géneros) apresentaram resisténcia a pelo menos um antimicrobiano no
teste de disco-difusdo e nao foi observado nenhum isolado sensivel a todos os
antimicrobianos testados. Um dos isolados de P. aeruginosa exibiu resisténcia a
todos os agentes antimicrobianos utilizados na presente pesquisa.

Dos 64 isolados de P. aeruginosa obtidos das amostras sem tratamento

com antimicrobianos, os maiores percentuais de resisténcia (acima de 70%)
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estiveram relacionados a amoxicilina-acido clavulanico, ampicilina, cefotaxima,
cefoxitina, ertapenem e cotrimoxazol (sulfametoxazol-trimetoprima). A resisténcia a

esses antimicrobianos foi observada em todos os pontos de coleta (TABELA 4).

TABELA 4: Percentual de Pseudomonas aeruginosa resistentes e multirresistentes
de amostras de &gua superficial submetidas ou ndo a tratamento com
antimicrobianos, segundo os pontos de coletada da Laguna de Tramandai/RS.

Sem tratamento Tratamento
Antimic. | P1=22’ P2=17 P3=16’ P4=9’ P1 =12 P2=9 P3=21 P4=16’
n(%) n(%) n(%) n(%) n(%) n(%) n(%) n(%)

AMI 1(4,5) 1(5,9) 0 0 1(8,3) 0 2 (9,5) 2(12,5)
GEN 0 1(5,9) 1(6,2) 0 1(8,3) 1(11,1) 6(28,6) 1(6,2)
CLO 20(90,9) 17(100)  15(93,7) 6(66,8) 10(83,3) 4(44,4) 14(66,7) 11(68,7)
AMC 20(90,9) 16(94,1) 14(87,5) 9(100) 12(100) 9(100) 20(95,2) 15(93,7)
AMP 21(95,4) 16(94,1) 15(93,7) 9(100) 12(100) 9(100) 20(95,2) 16(100)
TZP 1(4,5) 0 1(6,2) 0 2(16,7) 0 1(4,8) 1(6,2)
ATM 19(86,4) 13(76,4) 8(50) 5(55,5) 6(50) 2(22,2) 6(28,6) 4(25)
CAZ 2(9,1) 1(5,9) 1(6,2) 0 2(16,7) 2(22,2) 7(33,3) 2(12,5)
CPM 5(22,7) 0 0 1(11,1) 1(8,3) 1(11,1) 6(28,6) 0
CTX 19(86,4) 15(88,2) 15(93,7) 7(77,8) 10(83,3) 7 (77,8) 17(80,9) 12(75)
FOX 20(90,9) 15(88,2) 15(93,7) 8(88,9) 12(100) 9(100) 21(100) 16(100)
CIP 2(9,1) 0 0 0 1(8,3) 1(11,1) 9(42,8) 1(6,25)
NOR 1(4,5) 0 1(6,2) 0 2(16,7) 1(11,1) 8(38,1) 1(6,25)
ETP 21(95,4) 14(82,3) 12(75) 7(77,8) 4(33,3) 2(22,2) 7(33,3) 3(18,7)
IMP 0 0 1(6,2) 1(11,1) 1(8,33) 2(22,2) 6(28,6) 1(6,2)
SUT 21(95,4) 16(94,1) 15(93,7) 8(88,9) 12(100) 9(100) 21(100) 16(100)
TET 13(59,1) 12(70,6) 10(62,5) 7(77,8) 11(91,7) 5(55,5) 18(75) 12(75)
MRD 12(54,5) 12(70,6) 9(56,25) 5(45) 9(75) 6(66,6) 15(71,4) 11(68,75)

‘Numero total de isolados analisados. Ponto 1: Foz do estuario. Ponto 2: Trapiche de um condominio horizontal
de Imbé, ponto interno da Laguna. Ponto 3: Centro da Laguna. Ponto 4: margem da Laguna com urbanizacao
ausente. AMI: amicacina, AMC: amoxicilina-acido clavulanico, AMP: ampicilina, ATM: aztreonam, CPM: cefepima,
CAZ: ceftazidima, CTX: cefotaxima, FOX: cefoxitina, CIP: ciprofloxacina, CLO: cloranfenicol, ETP: ertapenem,
GEN: gentamicina, IMP: imipenem, NOR: norfloxacina, TZP: piperacilina-tazobactam, SUT: sulfametoxazol-
trimetoprima, TET: tetraciclina. MDR: multirresistente.

Os demais antimicrobianos mostraram percentuais entre 3,12%

(amicacina, gentamicina, piperacilina-tazobactam, imipenem, ciprofloxacina,
norfloxacina) e 65,6% (tetraciclina). Para alguns deles todos os isolados do ponto de
coleta foram sensiveis. Em nosso estudo, a resisténcia ao imipenem foi baixa, no
entanto, alta para o ertapenem (84,4%). De acordo com Shah & Isaacs (2003), a
atividade de ertapenem para algumas espécies de Pseudomonas, tais como P.
aeruginosa é limitada (MIC 16mg/L).

Em um estudo com amostras de agua obtidas da Baia de Pucky (Polénia)

uma zona costeira marinha impactada com aguas residuais, Luczkiewicz et al.
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(2015) também encontraram espécies de Pseudomonas com baixo percentual de
resisténcia para os antimicrobianos amicacina (4,3%) e gentamicina, também para
piperacilina-tazobactam (2,2%), ciprofloxacina (5%) e imipenem (6,5%). No entanto,
a maioria dos isolados exibiu resisténcia ao aztreonam (54,8%). Em nosso estudo,
70,3% dos isolados de P. aeruginosa também foram resistentes a esse agente
antimicrobiano, indicando a possivel presenca de ESBL, uma vez que a resisténcia
ao aztreonam pode ser ocasionada por essas enzimas que hidrolisam o anel (-
lactdmico dos antimicrobianos B-lactamicos. Os percentuais elevados de resisténcia
exibido pelos isolados de P. aeruginosa ao aztreonam sao dados muito
preocupantes, pois esse antimicrobiano é utilizado para o tratamento de doencas
infecciosas ocasionadas por P. aeruginosa.

Em outro estudo com amostras de agua, Vaz-Moreira et al. (2012),
encontraram P. aeruginosa com resisténcia acima de 80% aos [-lactamicos,
especialmente ao grupo das penicilinas e cefalosporinas. Ullah et al. (2012) também
encontraram em amostras de agua doce 94% de P. aeruginosa resistentes ao
cloranfenicol e 84% resistentes ao cotrimoxazol. Ou et al. (2015) observaram em
amostras de agua na China, abundéancia de Pseudomonas resistentes a
sulfonaminas e ampicilina e resisténcia intermediaria a florfenicol, cloranfenicol,
tetraciclina e outros, indicando que bactérias de corpos de aguas costeiros tem se
tornado um reservatorio de multirresisténcia. Ahmed et al. (2014) encontraram em
amostras de agua utilizada para consumo Pseudomonas resistentes a penicilina,
ampicilina, amoxicilina e a eritromicina. No Brasil, Nascimento e Aradjo (2014) em
uma revisdo sobre resisténcia antimicrobiana de bactérias isoladas de ambientes
aguaticos constataram que 0s antimicrobianos com o0s maiores percentuais de
resisténcia no pais foram ampicilina (84,6%), cloranfenicol (58,8%) e cotrimoxazol
(78,5%).

Ao analisar a resisténcia média por ponto (soma das percentagens de
resisténcia dividida pelo nimero de isolados do ponto) observou-se que o Ponto 4
apresentou a maior média (83,96%), sendo que as percentagens de resisténcia
variaram de 11,1% a 100%, seguidos pelos Ponto 3 (48,4%), Ponto 2 (47,4%) e
Ponto 1 (38,41%). O Ponto 4 esta situado na margem interna da Laguna onde estéo
concentradas atividades agricolas e de pecuaria, as quais podem estar contribuindo

para estes altos niveis de resisténcia.
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O Brasil esta entre um dos maiores consumidores de antimicrobianos
atualmente e estudos afirmam que o pais iniciou uma mudanca em direcdo a
sistemas de producdo de gado mais intensificado utilizando antimicrobianos para
manter a saude animal e aumentar a produtividade (BOECKEL et al., 2015) e com
isso vem a colocar em risco ambientes aquaticos, pois de acordo com Martinez et al.
(2009), as atividades pecuarias e agricolas sdo consideradas agentes causadoras
de poluicdo do ambiente aquatico.

No sul do Brasil, Canal et al. (2016) isolaram E. coli multirresistentes da
Lagoa dos Patos, um ambiente caracterizado por receber forte influéncia antrépica,
onde sdo realizadas atividades agricolas nas proximidades, além de descargas de
efluentes domésticos e industriais na zona estuarina da Lagoa e também atividades
de pesca e recreacao sao realizadas naquele ambiente. Os autores salientaram que
habitats aquaticos com forte acdo antrépica sdo ambientes ideais para a
disseminagdo de resisténcia antimicrobiana. De um modo geral, os resultados
apresentados pelos autores mencionados sdo em grande parte consistentes com 0s
resultados do presente estudo, pois ainda que se tratem de géneros diferentes,
indicam que ambientes aquéticos podem atuar como reservatérios de genes de
resisténcia.

Quando analisado o percentual de isolados de P. aeruginosa obtidos das
amostras que receberam o tratamento, pode-se observar um maior nimero de
isolados resistentes quando comparados aos isolados das amostras sem tratamento.
Todavia, as percentagens de resisténcia superiores a 70% estiveram relacionadas
aos antimicrobianos amoxicilina-acido clavulanico, ampicilina, cefotaxima, cefoxitina
e cotrimoxazol. Também foram observados nesses isolados uma baixa percentagem
de resisténcia para amicacina, gentamicina, ceftazidima, cefepima, ciprofloxacina,
norfloxacina, imipenem e piperacilina-tazobactam. A sensibilidade em todos os
isolados foi observada para amicacina e piperacilina-tazobactam no ponto 2 e para
cefepima no ponto 4. Embora a resisténcia a piperacilina-tazobactam tenha sido
relativamente baixa (6,9%) comparada aos antimicrobianos que exibiram percentuais
acima de 70%, a resisténcia a esse antimicrobiano indica a possivel presenca de
metalocarbapenemases nesses isolados, uma vez que o tazobactam inibe as B-

lactamases das classes A, D e C.
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De uma maneira geral, pode-se verificar que o percentual de isolados
resistentes com o tratamento das amostras aumentou, mesmo para aqueles que
exibiram percentuais acima de 70% comparado com os percentuais dos isolados das
amostras sem o tratamento, com excecdo dos antimicrobianos aztreonam,
cefotaxima, ertapenem e cloranfenicol, este resultado € esperado uma vez que a
presenca do antimicrobiano seleciona cepas resistentes em detrimento das
sensiveis. A resisténcia exibida aos demais antimicrobianos tais como: imipenem,
gentamicina, amicacina, ciprofloxacina, norfloxacina, piperacilina-tazobactam,
cefepima e ceftazidima, quando receberam o tratamento manteve-se baixa, no
entanto, aumentou, comparada aos isolados obtidos das amostras sem o0
tratamento, sendo assim, o tratamento das amostras com antimicrobianos revelou

uma  percentagem maior  de isolados resistentes (FIGURA  4).
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FIGURA 4: Percentual de resisténcia de Pseudomonas aeruginosa quando
submetidos ao teste de disco difusdo. AMI: amicacina, AMC: amoxicilina-acido
clavulanico, AMP: ampicilina, ATM: aztreonam, CPM: cefepima, CAZ: ceftazidima,
CTX: cefotaxima, FOX: cefoxitina, CIP: ciprofloxacina, CLO: cloranfenicol, ETP:
ertapenem, GEN: gentamicina, IMP: imipenem, NOR: norfloxacina, TZP: piperacilina-
tazobactam, SUT: sulfametoxazol-trimetoprima, TET: tetraciclina.
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De um modo geral, mesmo para o0s antimicrobianos com baixa
percentagem de resisténcia o numero de isolados resistentes obtidos com o
tratamento das amostras foi maior e mais distribuido entre os pontos de coleta.

A porcentagem geral dos isolados multirresistentes (MDR) de P.
aeruginosa das amostras nao submetidas ao tratamento foi de 56,58%, sendo que
0s ponto 2 e 3 apresentaram os maiores valores. Enquanto que a porcentagem geral
dos isolados multirresistentes de P. aeruginosa das amostras submetidas ao
tratamento foi de 70,43% sendo que o0 pontos 1 e 3 apresentaram 0S maiores
valores (TABELA 4). De uma maneira geral o tratamento com os antimicrobianos
revelou um maior percentual de isolados multirresistentes. No entanto, no ponto 2
(com tratamento comparado aquele sem tratamento) houve uma diminuicdo de
MDR, ou seja, o tratamento deve ter afetado o aparecimento de MDR nesse ponto.

Os isolados de P. aeruginosa foram agrupados em 55 perfis de
susceptibilidade a antimicrobianos. Entre esses, 27 perfis foram considerados de
multirresisténcia (perfis 16, 17, 19, 20, 25, 26, 28, 29, 30, 34, 35, 37, 40, 42, 43, 44,
45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54 e 55, TABELA 5). Observou-se que o perfil 34
(AMC, AMP, ATM, CTX, FOX, ETP, CLO, SUT, TET) apresentou 0 maior nimero de
isolados e foi comum para ambas as amostras sem tratamento e com tratamento. Os
perfis 21, 28 e 30 também foram encontrados em ambas as amostras, no entanto,
em pontos de coleta diferentes. Os padrdes exibidos nas amostras ndo submetidas
ao tratamento e também encontrados com o tratamento indicam que na Laguna ja
estdo presentes P. aeruginosa com esses perfis de resisténcia. O tratamento esta
apenas selecionando microrganismos com os perfis citados.

Os perfis 5, 6, 8, 9, 10, 11, 12, 16, 20, 25, 28, 38, 39, 40, 46, 49, 50, 51,
52, 53, 54 e 55 foram encontrados somente nas amostras submetidas ao tratamento
com os antimicrobianos, sendo que destes, 6 perfis (12, 29, 50, 51, 53 e 54) foram
encontrados exclusivamente no Ponto 3. O perfil 20 (AMC, AMP, CTX, FOX, CLO,
SUT, TET) foi encontrado em todos os pontos de coleta apenas nas amostras
submetidas ao tratamento. Os demais perfis variaram entre os pontos de coleta.
Pode-se observar que a grande maioria dos perfis de resisténcia exibidos estiveram
relacionados aos B-lactdmicos e a multirresisténcia aos B-lactamicos acompanhado

de cloranfenicol, cotrimoxazol e tetraciclina. Alguns perfis também exibiram
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multirresisténcia as classes acima citadas somado a resisténcia as quinolonas e
aminoglicosideos (perfis 45, 47, 49, 50 e 51).

Schwartz et al. (2014) afirma que a multirresisténcia em P. aeruginosa é
ocasionada por uma combinacdo de baixa permeabilidade da membrana externa,
bombas de efluxo e genes de resisténcia codificados cromossomicamente e também
aliados ao potencial de desenvolver resisténcia através de mutagbes e adquirir
genes de resisténcia por meio de transferéncia horizontal de genes. Bonomo e
Szabo (2006) dizem que o sistema de efluxo MexAB-OprM constitutivamente
expresso em P. aeruginosa contribui para a resisténcia intrinseca as tetraciclinas,
cotrimoxazol, fluoroquinolonas e também aos B-lactamicos, tais como: penicilinas e
cefalosporinas. A susceptibilidade aos aminoglicosideos ndo € afetada pelo sistema
de efluxo MexAB-OprM, no entanto, pode ser afetada pelo sistema de efluxo Mex-
XY-OprM (BONOMO & SZABO, 2006).

A presenca de integrons também pode contribuir para a multirresisténcia
em bactérias Gram-negativas e estas estruturas sao bastante frequentes em P.
aeruginosa (NIKOKAR et al., 2013; SPINDLER et al., 2012). Esses determinantes
genéticos sao caracterizados por conter genes de resisténcia a diferentes classes de
antimicrobianos, tais como os aminoglicosideos, B-lactamicos, cloranfenicol e
também ao cotrimoxazol. Além disso, nessas estruturas também s&do encontrados
genes que conferem resisténcia aos desinfetantes e antisépticos (ANTUNES et al.,
2006).

A presenca dos perfis citados encontrados apenas com o tratamento das
amostras, demonstram que se realmente estivessem presentes agentes
antimicrobianos na Laguna de Tramandai, estes isolados com o0s presentes perfis,
muitos deles associados a multirresisténcia estariam sendo selecionados.
Infelizmente, ndo foi realizada a andlise das amostras de agua quantificando os
agentes antimicrobianos que pudessem estar presentes no local, o que poderia

contribuir para a analise dos resultados.
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TABELA 5: Perfil de multirresisténcia a antimicrobianos em isolados de Pseudomonas aeruginosa obtidas de amostras de agua

superficial com e sem tratamento com antimicrobianos.

NUmero de isolados

Perfil de multirresisténcia P1 P2 P3 P4
*ST CT ST CT ST CT ST
1-TET
2 - CIP, SUT
3-ATM, CLO

4 - AMC, AMP, TET

5-AMC, AMP, FOX, SUT

6 - AMP, CTX, FOX, SUT

7 - FOX, CIP, NOR, SUT

8 - AMC, AMP, FOX, CLO

9 - AMC, AMP, FOX, CLO, SUT

10 - AMC, AMP, CAZ, FOX, SUT

11 - AMC, AMP, FOX, SUT, TET

12 - AMC, AMP, CTX, FOX, SUT

13 - AMC, AMP, FOX, IMP, SUT, TET

14 - AMC, AMP, ATM, CTX, FOX, ETP

15 - AMC, AMP, CTX, FOX, CLO, SUT

16 - AMC, AMP, FOX, CLO, SUT, TET

17 - AMP, CTX, FOX, CLO, SUT, TET

18 - AMC, AMP, ATM, CTX, FOX, ETP, SUT
19 - AMC, AMP, ATM, ETP, CLO, SUT, TET
20 - AMC, AMP, CTX, FOX, CLO, SUT, TET
21 - AMC, AMP, ATM, CTX, FOX, CLO, SUT
22 - AMC, AMP, TZP, ATM, FOX, ETP, CLO
23 - AMC, AMP, ATM, CTX, ETP, CLO, SUT
24 - AMC, AMP, CTX, FOX, ETP, CLO, SUT
25 - AMC, AMP, CTX, FOX, NOR, CLO, SUT
26 - AMP, ATM, CTX, FOX, ETP, CLO, SUT, TET
27 - AMC, AMP, ATM, CTX, FOX, ETP, CLO, SUT
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OO PP OO0OO0OONOODODODODODOOFr,r OPFRP, OO OO OoOOoO oo
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28 - AMC, AMP, CTX, FOX, ETP, CLO, SUT, TET

29 - AMC, AMP, CTX, FOX, CIP, CLO, SUT, TET

30 - AMC, AMP, ATM, CTX, FOX, CLO, SUT, TET

31 - AMC, AMP, TZP, CTX, FOX, ETP, CLO, SUT

32 - AMC, AMP, CAZ, CTX, FOX, ETP, CLO, SUT

33 - AMC, AMP, ATM, CAZ, CTX, FOX, ETP, CLO, SUT

34 - AMC, AMP, ATM, CTX, FOX, ETP, CLO, SUT, TET

35 - AMC, AMP, CPM, CTX, FOX, ETP, CLO, SUT, TET

36 - AMC, AMP, ATM, CPM, CTX, FOX, ETP, SUT, TET

37 - AMP, ATM, CPM, CTX, FOX, ETP, CLO, SUT, TET

38 - AMC, AMP, TZP, ATM, CAZ, CTX, FOX, SUT, TET

39 - AMC, AMP, ATM, CAZ, CTX, FOX, ETP, IMP, SUT

40 - AMC, AMP, ATM, CAZ, CTX, FOX, CLO, SUT, TET

41 - AMC, AMP, ATM, CTX, FOX, ETP, IMP, CLO, SUT

42 - GEN, AMC, AMP, CTX, FOX, ETP, CLO, SUT, TET

43 - AMC, AMP, ATM, CAZ, CTX, FOX, ETP, CLO, SUT, TET

44 - AMC, AMP, ATM, CPM, CTX, FOX, ETP, CLO, SUT, TET

45 - AMC, AMP, ATM, CPM, FOX, ETP, CIP, CLO, SUT, TET

46 - AMI, GEN, AMC, AMP, ATM, CTX, FOX, CLO, SUT, TET

47 - AMC, AMP, ATM, CTX, FOX, ETP, NOR, CLO, SUT, TET

48 - GEN, AMC, AMP, ATM, CAZ, CTX, FOX, ETP, CLO, SUT, TET

49 - AMI, AMC, AMP, TZP, CTX, FOX, ETP, IMP, CIP, NOR, CLO, SUT, TET
50 - AMI, GEN, AMC, AMP, CTX, FOX, ETP, IMP, CIP, NOR, CLO, SUT, TET
51 - AMC, AMP, TZP, ATM, CPM, CTX, FOX, ETP, CIP, NOR, CLO, SUT, TET
52 - GEN, AMC, AMP, CPM, CAZ, CTX, FOX, ETP, IMP, CIP, NOR, CLO, SUT
53 - GEN, AMC, AMP, CPM, CAZ, CTX, FOX, ETP, IMP, CIP, NOR, CLO, SUT, TET
54- AMI, GEN, AMC, AMP, CPM, CAZ, CTX, FOX, ETP, IMP, CIP, NOR, CLO, SUT, TET

55 - AMI, GEN, AMC, AMP, TZP, ATM, CPM, CAZ, CTX, FOX, ETP, IMP, CIP, NOR, CLO, SUT, TET
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Total de isolados

22

12

17
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16
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9

16

Ponto 1: Foz do estuario. Ponto 2: Trapiche de um condominio horizontal de Imbé, ponto interno da Laguna. Ponto 3: Centro da Laguna. Ponto 4: margem da Laguna com
urbanizagdo ausente.*ST. Sem tratamento. CT. Com tratamento. AMI: amicacina, AMC: amoxicilina-acido clavulanico, AMP: ampicilina, ATM: aztreonam, CAZ:
ceftazidima, CPM: cefepima, CTX: cefotaxima, FOX: cefoxitina, CIP: ciprofloxacina, CLO: cloranfenicol, ETP: ertapenem, GEN: gentamicina, IMP: imipenem, NOR:

norfloxacina, TZP: piperacilina-tazobactam, SUT:

sulfametoxazol-trimetoprima,

TET:

tetraciclina.
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De acordo com alguns estudos, P. aeruginosa resistentes séao
descarregados continuamente em corpos de agua principalmente através de esgoto.
No corpo de agua afetado a resisténcia pode ser adquirida por meio do contato entre
os isolados de P. aeruginosa provenientes do esgoto sobre o impacto prolongado
dos antimicrobianos presentes ou na auséncia dos mesmos, ja que a transferéncia
horizontal de genes independe da presenca do agente antimicrobiano em corpos de
agua, no entanto, os residuos de antimicrobianos podem acelerar os processos de
transferéncia horizontal de genes (KUMERER, 2004; OLGA et al., 2016).

Como visto acima, alguns dos perfis foram encontrados apenas no Ponto
3, isso indica que o desague de agua oriundos do Rio Tramandai, no qual também
se conectam outros rios que fazem parte da Bacia Hidrografica do Rio Tramandai,
podem estar depositando na Laguna bactérias resistentes. Um fato que ndo pode
ser desconsiderado seria que nesses rios podem estar sendo liberados esgotos que
através das correntes de &gua possam contribuir para a presenca de
microrganismos resistentes na Laguna de Tramandai, além disso, o Rio Grande do
Sul é caracterizado por ser um dos Estados Brasileiros que contribui fortemente na
economia do pais com suas plantacées agricolas e atividades pecuérias. A nivel
ambiental tais atividades podem influenciar na resisténcia bacteriana, uma vez que o
uso de antimicrobianos e também agrotoxicos, entre outras substancias contribui
para a contaminacao do solo e consequentemente de ambientes aquaticos. De uma
maneira geral ndo apenas os efluentes domésticos mas também atividades agricolas
e pecuarias ocasionam a contaminacdo de ambientes aquaticos e selecao de
microrganismos resistentes.

Em um estudo, Rocha et al. (2015) encontraram Pseudomonas spp. com
perfil de resisténcia aos antimicrobianos ampicilina, ceftazidima, cefepima,
ertapenem, imipenem, amicacina, gentamicina, piperacilina/tazobactam entre outros,
em amostras de agua do corrego Agua Boa localizado no municipio de Dourados no
Mato Grosso do Sul. O cérrego foi caracterizado como um local impactado com
atividades agricolas, industriais e domésticas. Assim como no estudo, os autores
encontraram Pseudomonas resistentes em um ambiente aquatico que também
recebe a influéncia de atividades agricolas, indicando que tais atividades podem
contribuir para a resisténcia microbiana no ambiente aquético, pois, 0s

pesquisadores encontraram nas amostras de agua metais pesados que segundo
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eles podem estar relacionados as atividades agricolas que sao realizadas nas
proximidades do corrego.

Os maiores percentuais de resisténcia (acima de 70%) entre os isolados
de Acinetobacter sp. provenientes de amostras ndo submetidas ao tratamento
estiveram relacionados a ampicilina, amoxicilina-acido clavulanico no ponto 4 e a
tetraciclina nos pontos 2, 3 e 4 (TABELA 6). Os demais antimicrobianos mostraram
percentuais entre 8,33% (amicacina e norfloxacina) e 41,66% (cloranfenicol,
cefotaxima, ertapenem e sulfametoxazol-trimetoprima). Para alguns deles todos os
isolados foram sensiveis. Nao foi possivel analisar a resisténcia média por ponto

devido ao baixo numero de isolados.

TABELA 6: Percentual de Acinetobacter sp. resistentes e multirresistentes de
amostras de agua superficial submetidas ou ndo a tratamento com antimicrobianos,
segundo os pontos de coletada da Laguna de Tramandai/RS.

Sem tratamento Com tratamento
Antimic P1=3 pP2=3’ P3=4" | P4=2" | P2=3 P3=7 P4=3
' n(%) n(%) n(%) n(%) n(%) n(%) n(%)

AMI 0 0 1(25) 0 1(33,3) | 3(42,8) | 3(33,3)
GEN 0 0 0 0 2(66,6) | 4(57,1) | 1(33,3)
CLO 1(33,3) | 1(33,3) | 2(50) 1(50) 0 3(42,8) | 1(33,3)
AMC 1(33,3) | 1(33,3) 1(25) | 2(100) | 3(100) | 6(85,7) | 3(100)
AMP 1(33,3) | 1(33,3) 1(25) | 2(100) | 3(100) | 6(85,7) | 3(100)
TZP 0 0 0 0 2(66,6) | 3(42,8) | 3(100)
ATM 1(33,3) | 2(66,6) 1(25) 0 3(100) | 7(100) 3(100)
CAZ 0 1(33,3) 1(25) 0 0 1(14,3) | 3(100)
CPM 0 0 0 0 1(33,3) | 2(28,6) | 3(100)
CTX 1(33,3) | 2(66,6) 1(25) 1(50) | 2(66,6) | 5(71,4) | 3(100)
FOX 1(33,3) | 1(33,3) 1(25) 1(50) | 3(100) | 6(85,7) | 3(100)
CIP 1(33,3) | 1(33,3) 0 0 2(66,6) | 3(42,8) | 3(100)
NOR 0 1(33,3) 0 0 2(66,6) | 3(42,8) | 3(100)
ETP 1(33,3) | 2(66,6) 1(25) 1(50) | 3(100) | 6(85,7) | 3(100)
IMP 0 0 0 0 3(100) | 6(85,7) | 3(100)
SUT 2(66,6) | 1(33,3) 1(25) 1(50) | 2(66,6) 0 0
TET 2(66,6) | 3(100) | 4(100) | 2(100) | 2(66,6) | 2(28,6) | 2(66,6)
MRD 1(33,3) | 1(33,3) | 1(25) | 1(50) 2(66,6) | 2(28,6) | 1(33,3)

‘Numero total de isolados analisados. Ponto 1: Foz do estuario. Ponto 2: Trapiche de um condominio horizontal
de Imbé, ponto interno da Laguna. Ponto 3: Centro da Laguna. Ponto 4: margem da Laguna com urbanizagao
ausente. *Ponto 1: sem isolados resistentes ao tratamento. AMI: amicacina, AMC: amoxicilina-acido clavulanico,
AMP: ampicilina, ATM: aztreonam, CPM: cefepima, CAZ: ceftazidima, CTX: cefotaxima, FOX: cefoxitina, CIP:
ciprofloxacina, CLO: cloranfenicol, ETP: ertapenem, GEN: gentamicina, IMP: imipenem, NOR: norfloxacina, TZP:
piperacilina-tazobactam, SUT: sulfametoxazol-trimetoprima, TET: tetraciclina. MDR: multirresistente
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Stenstrom et al. (2016) coletaram amostras de agua do municipio de Alice
e Fort Beaufort na Africa do Sul com a intencdo de avaliar a susceptibilidade de
Acinetobacter frente aos antimicrobianos cloranfenicol, ciprofloxacina, imipenem,
sulfametoxazol-trimetoprima e outros. Os pesquisadores verificaram que dos 86
isolados de Acinetobacter obtidos, 20% foram resistentes ao imipenem e
sulfametoxazol-trimetoprima, 10% resistente ao cloranfenicol e dos isolados testados
nenhum exibiu resisténcia a ciprofloxacina, diferentemente do presente estudo, pois,
embora o niumero de isolados de Acinetobacter sp. tenha sido baixo comparado ao
encontrado pelos pesquisadores mencionados, em nosso estudo, foram encontrados
isolados de Acinetobacter sp. resistentes a ciprofloxacina em ambas as amostras
(com e sem tratamento). Rocha et al. (2013) obteve de amostras de agua potavel e
de torneiras residenciais Acinetobacter resistentes aos antimicrobianos
ciprofloxacina, gentamicina, cotrimoxazol, tetraciclina e ceftazidima.

Ferreira et al. (2011) avaliaram a disseminacdo de resisténcia de A.
baumanni em amostras de aguas residuais hospitalares de trés hospitais na cidade
de Porto Alegre e através da analise da suscetibilidade 95,14% foram susceptiveis
ao imipenem, 39,47% resistentes a amicacina, 40,26% a ceftazidima e 42,24% a
ciprofloxacina. Em uma comparacdo com o presente estudo, pode-se observar que
Acinetobacter sp. € mais frequente em amostras de aguas residuais hospitalares do
gue em estuarios, pois muitas vezes esta associado a infec¢cdes hospitalares. No
entanto, em nosso estudo, os isolados de Acinetobacter também exibiram
resisténcia aos antimicrobianos amicacina, ceftazidima e ciprofloxacina, além disso,
em nosso estudo, os isolados apresentaram percentuais de resisténcia acima de
70% (amostras com tratamento) ao imipenem diferentemente dos resultados obtidos
pelos autores mencionados acima quanto a resisténcia ao imipenem.

Quando analisado o percentual de isolados de Acinetobacter sp. obtidos
das amostras que receberam o tratamento, pode-se observar um maior nimero de
isolados resistentes quando comparados aos isolados das amostras sem tratamento.
Também pode-se observar que o percentual de resisténcia aumentou em todos os
pontos de coleta para a maioria dos antimicrobianos, com excecdo dos
antimicrobianos cloranfenicol, ceftazidima e cotrimoxazol que ndo foram encontrados
isolados resistentes com o tratamento das amostras em alguns pontos de coleta. De

uma maneira geral, o numero de isolados resistentes quando as amostras foram
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submetidas ao tratamento foi também maior e mais distribuido entre os pontos de
coleta, indicando que o tratamento com o imipenem favoreceu o aparecimento de
isolados resistentes principalmente aos [B-lactamicos. A amostra que recebeu o
tratamento com ceftazidima exibiu apenas 1 isolado no ponto 4, resistente a todos os
antimicrobianos [-lactamicos, fluoroquinolonas (ciprofloxacina e norfloxacina) e
tetraciclina. De uma maneira geral, as amostras que receberam o tratamento com o0s
antimicrobianos revelaram uma porcentagem maior de isolados resistentes, com
excecdo dos antimicrobianos cloranfenicol, cotrimoxazol e tetraciclina (FIGURA 5),
resultado também esperado uma vez que a presenca do antimicrobiano seleciona

cepas resistentes.
OSem tratamento
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FIGURA 5: Percentual de resisténcia de Acinetobacter sp. quando submetidos ao
teste de disco difusdo. AMI: amicacina, AMC: amoxicilina-acido clavulanico, AMP:
ampicilina, ATM: aztreonam, CPM: cefepima, CAZ: ceftazidima, CTX: cefotaxima,
FOX: cefoxitina, CIP: ciprofloxacina, CLO: cloranfenicol, ETP: ertapenem, GEN:
gentamicina, IMP: imipenem, NOR: norfloxacina, TZP: piperacilina-tazobactam, SUT:
sulfametoxazol-trimetoprima, TET: tetraciclina.
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A porcentagem geral dos isolados multirresistentes (MDR) de
Acinetobacter sp. provenientes das amostras de agua ndo submetidas ao tratamento
com os antimicrobianos foi de 35,4%, sendo que o ponto 4 apresentou o maior valor.
Enquanto que a porcentagem geral dos isolados multirresistentes de Acinetobacter
sp. oriundos de amostras submetidas ao tratamento foi de 42,83% no qual o ponto 2
apresentou o maior valor (TABELA 6).

Os isolados de Acinetobacter sp. obtidos com e sem o tratamento das
amostras foram agrupados em 20 perfis de susceptibilidade a antimicrobianos
(TABELA 7). Destes, 7 perfis foram considerados de multirresisténcia (perfis 11, 12,
13, 16, 18, 19 e 20). Os perfis (6, 8, 9, 10, 14, 15, 16, 17, 18, 19 e 20) foram
encontrados apenas com o tratamento das amostras, sendo que os perfis 8, 9, 10,
14 e 19 foram exclusivos do Ponto 3. Como discutido anteriormente, o Ponto 3
encontra-se no centro do Laguna onde acredita-se que ocorra a confluéncia de
aguas do Rio Tramandai que podem estar contribuindo para a resisténcia.

A maioria dos perfis de resisténcia encontrados exibiram resisténcia
principalmente aos B-lactamicos juntamente com tetraciclina. Como ja mencionado,
a resisténcia aos [-lactdmicos pode ser ocasionada pelas [(-lactamases que
hidrolizam o anel B-lactamico dos antimicrobianos pertencentes a essa classe
(HAMMOUDI et al., 2015). Aliado a isso, a baixa permeabilidade da membrana
externa e as alteragdes nas PBPs tem contribuido para a resisténcia aos [-
lactamicos (VAN LOOVEREN et al., 2004; ZARRILLI et al., 2013). A resisténcia as
tetraciclinas pode estar associada a uma bomba de efluxo conhecida como RND
(resisténcia-nodulagéo-divisdo) que também confere resisténcia a antimicrobianos
de outras classes, tais como 0s aminoglicosideos, as fluoroquinolonas e o
cloranfenicol (VAN LOOVEREN et al., 2004). Os perfis 19 e 20 apresentaram
resisténcia aos aminoglicosideos, as fluoroquinolonas, ao cloranfenicol, juntamente
com resisténcia a tetraciclinas e alguns B-lactamicos, talvez a multirresisténcia esteja
associada a essa bomba de efluxo.

O tratamento das amostras com o0s antimicrobianos ceftazidima e
imipenem demonstra que se realmente esses antimicrobianos estivessem presentes
na Laguna de Tramandai selecionariam Acinetobacter sp. com esses perfis de
resisténcia e multirresisténcia. Um dos isolados selecionado com o tratamento das

amostras no Ponto 2 exibiu perfil de resisténcia apenas aos (-lactamicos (perfil 6), o
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tratamento com o imipenem deve ter selecionado esse isolado com resisténcia aos
demais antimicrobianos B-lactamicos.

Assim como em P. aeruginosa a resisténcia exibida pelo género
Acinetobacter aos antimicrobianos, é caso de saude publica, uma vez que algumas
espécies que compdem 0s géneros sdo causadoras de infec¢des hospitalares, tais
como A. baumanni e P. aeruginosa. A ampla disseminacado de bactérias associadas
a infeccbes hospitalares em aguas superficiais € uma preocupacao clinica e de
saude em todo o mundo. O uso de antimicrobianos na medicina humana, veterinaria
e pecuaria, tem aumentado a resisténcia microbiana entre bactérias clinicamente
importantes, que podem atuar como reservatérios de multirresisténcia em ambientes
aguaticos facilitando a transmissado para animais e humanos que estdo em contato
com esse tipo de ambiente (TURANO et al., 2016).

Vérios estudos demonstram que as estacfes de tratamento de aguas
residuais desempenham um importante papel na liberacdo de antimicrobianos,
bactérias resistentes a antimicrobianos e genes de resisténcia no ambiente aquatico.
No entanto, ainda que ocorra a liberacdo de microrganismos resistentes através das
estacbes de tratamento em corpos de agua, a propor¢cdo é menor do que se 0s
residuos domésticos forem liberados diretamente no ambiente ou entdo nos corpos
de agua, pois nas estacdes de tratamento ocorrem diversos processos que visam
diminuir os agentes antimicrobianos e também microrganismos nesses ambientes,
uma vez que apos o tratamento séo liberados em corpos de agua.

Os dados oficiais sobre a Laguna de Tramandai, bem como sobre os
municipios de Imbé e Tramandai relatam que menos da metade do municipio de
Tramandai tem coleta e tratamento de esgotos e Imbé ndo possui coleta e
tratamento de esgotos, também salientam sobre a possivel liberacdo de esgotos
clandestinos na Laguna, estes, por sua vez, se realmente estiverem sendo liberados
no corpo hidrico, podem contribuir para a resisténcia bacteriana em uma propor¢ao
bem maior do que se esses residuos domésticos estivessem sendo liberados em
uma estacao de tratamento por exemplo.

No ambiente aquatico quando residuos de antimicrobianos estao
presentes em concentracdes sub-inibitorias, eles tendem a acelerar os processos de
mutacdes e também transferéncia horizontal de genes, pois estimulam mecanismos

de respostas na célula bacteriana e assim, contribuem para a evolugdo da
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resisténcia, nesses casos, as cepas sensiveis tendem a se tornar resistentes e com
iIsso, auxiliam na propagacéao de resisténcia (SCHWARTZ et al., 2015).

O desenvolvimento de resisténcia bacteriana pode ser considerado uma
resposta evolutiva na presenca de uma pressdao seletiva tal como os
antimicrobianos. Em condic¢des ideais, as bactérias se multiplicam rapidamente de
minutos a horas e com isso mutagbes espontaneas podem ocorrer, e em qualquer
populacdo de bactérias ocorrera naturalmente uma variacdo genética significativa.
Quando as bactérias sdo expostas a droga em uma concentracdo menor do que a
necessaria para inibir o crescimento ou elimina-las, as células que carregam
determinantes de resisténcia tém uma vantagem seletiva na sobrevivéncia e
crescimento sobre aqueles que ndo. Assim, as bactérias resistentes tornam-se mais
predominantes por uma selecdo natural darwiniana (ADACHI et al., 2013). Além das
mutacodes, a transferéncia horizontal de genes contribui fortemente para a resisténcia
bacteriana, pois ocorre com frequéncia dentro de reservatorios ambientais, locais
onde bactérias e agentes antimicrobianos coexistem, e a populacdo bacteriana é
alta.

Nos Ultimos anos, o aparecimento de bactérias patogénicas
multirresistentes tem colocado em risco a utilizagdo dos antimicrobianos, pois muitas
tem apresentado resisténcia a todos ou praticamente todos os antimicrobianos
disponiveis atualmente, tornando os antimicrobianos ineficazes, levantando a
hipétese de retorno a era pré-antibiotica, quando a medicina era ineficiente no
combate a infeccdes (AL-BARRY et al., 2014).

A liberacdo generalizada de desinfetantes e produtos farmacéuticos
relacionados as praticas agricolas, médicas e veterinarias em corpos de agua
contribui fortemente para o surgimento de bactérias multirresistentes (MARTI et al.,
2014; ADACHI et al., 2013). Assim, o0 solo, a agua e outros habitats enriquecidos em
nutrientes podem ser pontos quentes para a transferéncia horizontal de genes,
resultando em multirresisténcia (WELLINGTON et al., 2013). Diante disso, percebe-
se que 0 ambiente aquatico em si, desempenha um papel importante na
transferéncia e evolucdo de genes de resisténcia, principalmente quando sé&o
encontrados nele, residuos de antimicrobianos, ja que estes podem favorecer o

aumento de resisténcia bacteriana.
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5.3 Deteccéao de producéo de ESBL

Dos 122 isolados de P. aerugiosa todos eles exibiram resisténcia a pelo
menos uma cefalosporina de terceira geracdo. A triagem para a producdo de ESBL
de P. aeruginosa, mostrou que dos 64 isolados obtidos das amostras sem
tratamento, 5 foram positivos para a producdo de ESBL (7,81%) e dos 58 isolados
obtidos das amostras com o tratamento, 5 foram positivos para o teste (8,62%). Dos
25 isolados de Acinetobacter sp., 5 isolados provenientes das amostras com
tratamento foram considerados possiveis produtores de ESBL (38,46%).

Esses achados revelam a presenca de beta lactamases de espectro
estendido na Laguna de Tramandai, sugerindo a possibilidade de transferéncia
horizontal de genes, possivelmente por plasmideos, uma vez que dois géneros
completamente diferentes exibiram isolados positivos para o teste fenotipico de
producdo de ESBL e sustentam nossa hipétese de que a liberacdo de residuos de
antimicrobianos no ambiente aquético seleciona bactérias resistentes e também
pode favorecer a transferéncia horizontal de genes entre popula¢des bacterianas.

Os antimicrobianos B-lactamicos sdo muito utilizados para o combate a
doengas infeciosas e nos ultimos anos a resisténcia as cefalosporinas tém se
disseminado entre bactérias Gram-negativas (TACAO et al., 2012). As ESBL s&o
geralmente adquiridas por transferéncia horizontal de genes e conferem resisténcia
as cefalosporinas de terceira geragao. Muitas sdo mutantes das B-lactamases TEM
ou SHV ou sdo mobilizados através de bactérias ambientais (WELLINGTON et al.,
2013). Estudos demonstram a presenca de ESBL no ambiente aquatico, tais como
rios, agua do mar, 4gua doce, 4guas residuais, dgua potavel e também sistemas de
distribuicdo (OLGA et al., 2016).
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TABELA 7: Perfil de multirresisténcia a antimicrobianos em isolados de Acinetobacter sp. obtidos de amostras de agua superficial

com e sem tratamento com antimicrobianos.

Perfil de multirresisténcia

Numero de isolados

*P1

P2

P3

%)
=
%)
=

@)
-

0]
—

C

1-TET

2 -ATM

3 -CIP, SUT

4 - AMI, CLO, TET

5-AMC, AMP, TET

6 - AMC, AMP, FOX, ATM, ETP, IMP

7-ATM, CAZ, CTX, ETP, CIP, NOR, TET

8 - AMC, AMP, CTX, FOX, ATM, ETP, IMP, CIP

9 - GEN, AMC, AMP, CTX, FOX, ATM, ETP, IMP

10 - GEN, AMC, AMP, FOX, ATM, ETP, IMP, NOR

11 - AMC, AMP, CTX, FOX, ETP, CLO, SUT, TET

12 - AMC, AMP, ATM, CTX, FOX, ETP, CLO, SUT, TET

13 - AMC, AMP, ATM, CAZ, CTX, FOX, ETP, CLO, SUT, TET

14 - AMI, AMC, AMP, TZP, CPM, CTX, FOX, ATM, ETP, IMP, CLO

15 - AMC, AMP, TZP, CPM, CAZ, CTX, FOX, ATM, ETP, IMP, CIP, NOR

16 - GEN, AMC, AMP, TZP, CTX, FOX, ATM, ETP, IMP, CIP, NOR, SUT, TET

17 - AMC, AMP, TZP, CPM, CAZ, CTX, FOX, ATM, ETP, IMP, CIP, NOR, TET

18 - AMI, GEN, AMC, AMP, TZP, CPM, CTX, FOX, ATM, ETP, IMP, CIP, NOR, CLO, TET
19 - AMI, GEN, AMC, AMP, TZP, CAZ, CTX, FOX, ATM, ETP, IMP, CIP, NOR, CLO, TET
20 - AMI, GEN, AMC, AMP, TZP, CPM, CAZ, CTX, FOX, ATM, ETP, IMP, CIP, NOR, CLO, TET
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Total de isolados

3
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3

4

7

2

3

Ponto 1: Foz do estuario. Ponto 2: Trapiche de um condominio horizontal de Imbé, ponto interno da Laguna. Ponto 3: Centro da Laguna. Ponto 4: margem da Laguna com
urbanizagdo ausente. *P1 ndo apresentou isolados nas amostras com tratamento. ST: Sem tratamento. CT: Com tratamento. AMI: amicacina, AMC: amoxicilina-
acido clavulanico, AMP: ampicilina, ATM: aztreonam, CAZ: ceftazidima, CPM: cefepima, CTX: cefotaxima, FOX: cefoxitina, CIP: ciprofloxacina, CLO:
cloranfenicol, ETP: ertapenem, GEN: gentamicina, IMP: imipenem, NOR: norfloxacina, TZP: piperacilina-tazobactam, SUT: sulfametoxazol-trimetoprima, TET:

tetraciclina.
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Tacdo et al. (2012) coletaram amostras de agua de 12 locais em 11 rios
integrantes da Bacia Hidrogréfica do Rio Volga localizado no centro de Portugal,
caracterizados pela exposicao a varias atividades antropicas de origem domeéstica,
industrial e agricola e verificaram a producdo de ESBL dos isolados obtidos de um
tratamento de amostras de agua com ceftazidima. Assim como na presente
pesquisa, foram encontrados nas amostras de agua dos rios Pseudomonas e
Acinetobacter sp. produtores de ESBL.

Como visto no presente trabalho, foram encontrados isolados de P.
aeruginosa e Acinetobacter sp. resistentes a diversos antimicrobianos e também
produtores de ESBL. Esses isolados podem contribuir para a disseminagdo de
resisténcia no ambiente aquatico, além disso, também podem colocar em risco a
saude da populacéo local, uma vez que a 4gua da Laguna é utilizada para recreacao
e atividades de pesca. A preocupacdo estende-se a nivel regional e estadual, devido
a movimentacao das dguas que ocorrem na Laguna de Tramandai (trocas de &guas
fluviais e marinhas), cujos microrganismos resistentes podem estar se deslocando
com as correntes de agua. Além disso, as praticas agricolas e pecudrias também
podem influenciar na contaminacdo da Laguna, colocando em risco ndo apenas a
populacdo local mas também a populagdo visitante dos municipios, inclusive os
banhistas que utilizam as praias ali existentes para lazer.

Por fim, através dos levantamentos feitos sobre a Laguna de Tramandai,
pode-se inferir que a mesma atua como reservatério de fatores de resisténcia a
antimicrobianos e pode agir como uma rota de disseminacdo de resisténcia. A
possivel contaminacdo desse ambiente com antimicrobianos pode influenciar na
permanéncia de resisténcia na Laguna de Tramandai e conseguentemente na

disseminacéao de resisténcia entre as aguas fluviais e marinhas.

54



6. CONCLUSAO

Das amostras de 4gua da Laguna de Tramandai foi possivel obter 846
isolados bacterianos, sendo que destes, 503 foram provenientes de amostras de
agua submetidas ao tratamento com antimicrobianos. Portanto, a possivel presenca
de antimicrobianos na Laguna de Tramandai poderia contribuir para a permanéncia
de cepas resistentes a antimicrobianos nesse ambiente.

Foram identificados através de MALDI-TOF 122 isolados de
Pseudomonas aeruginosa e 25 isolados de Acinetobacter por meio de provas
bioguimicas. Os isolados de P. aeruginosa exibiram 55 perfis de resisténcia e os
isolados de Acinetobacter exibiram 20 perfis de resisténcia aos antimicrobianos.
Foram encontrados em ambos os géneros isolados produtores de ESBL, sendo que
P. aeruginosa exibiu 7,81% dos isolados com fenétipo de ESBL e foram provenientes
das amostras sem o tratamento, enquanto que 8,62% foram obtidos das amostras
com o tratamento. Acinetobacter sp. exibiu 38,46% originados de amostras com
tratamento.

Diante dos resultados do presente estudo torna-se necessario o
monitoramento continuo de amostras de agua da Laguna de Tramandai, uma vez
que ela pode ser considerada um reservatorio de fatores de resisténcia e
consequentemente rota de disseminagéo ambiental de resisténcia a antimicrobianos

no ambiente aquatico.
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8. ANEXOS

8.1 Meios de Cultura
Agar Conservacao
Extrato de levedura — 3g

Peptona — 10g

NaCl — 8g
Fosfato de sédio bibasico — 29
Agar — 159

Agar MacConkey

Digestdo pancreatica de gelatina — 17g
Peptona — 3g

Lactose — 10g

Sais biliares — 1,5¢g

Cloreto de sédio — 59

Vermelho Neutro:0,03g

Cristal violeta — 0,001g

Agar — 159

Agar Marinho

Peptona de carne — 5g
Extrato de levedura — 1g
Citrato de ferro — 0,19
Cloreto de sodio — 19,459
Sulfato de sédio — 3,249
Bicabornato de sédio — 0,169
Silicato de sodio — 0,0049g
Fluoreto de sodio — 0,0024g
Fosfato dissédico — 0,008g
Cloreto de calcio — 1,89
Cloreto de magnésio — 8,89
Cloreto de potéassio — 0,55¢g



Brometo de potéssio — 0,08¢g
Cloreto de estroncio — 0,03g
Nitrato de amonio — 0, 00169
Acido bérico — 002g

Agar — 15¢

Agar Muller Hinton
Extrato de carne — 2g
Acidos casaminos — 17,59
Amido — 1,59

Agar — 179

Agar PCA

Triptona — 59

Extrato de levedura — 2.5¢g
Glicose — 1g

Agar — 99

Agar TSA

Hidrolisado enzimatico de caseina — 159

Peptona de soja — 59
Cloreto de sédio — 59
Agar — 15¢g

Agar TSI

Peptona especial — 20g
Lactose — 10g

Sacarose — 10g

Glicose — 10g

Sulfato férrico — 0,29
Tiossulfato de sodio — 0,3g
Vermelho fenol — 0,025¢g
Agar — 129
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Caldo Nutriente
Extrato de bife — 1g
Extrato de levedura — 2g
Peptona — 59

Cloreto de Sédio — 59

8.2 Solucdes

Hidroxido de potéssio
Hidroxido de potassio — 3g
Agua destilada — 100 mL

Catalase
Perdxido de hidrogénio — 3g
Agua — 100mL
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