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RESUMO

NOGUEIRA, Barbara Araljo. Detec¢do e caracterizacaos fenotipica e genotipica de cepas
bacterianas multirresistentes no Complexo Lagunar de Jacarepagua — Rio de Janeiro. 2016.
87 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Médicas) — Faculdade de Ciéncias Médicas,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2016.

A deficiéncia na qualidade da 4gua de abastecimento e na rede de coleta de esgoto
vem contribuindo para o comprometimento da qualidade ambiental e das espécies que
habitam esses ecossistemas. Ambientes aquaticos sdo considerados uma das principais vias
de introducdo de genes de resisténcia, o que os torna fonte de disseminacdo de organismos
resistentes aos antimicrobianos entre popula¢ées humanas e animais. O Complexo Lagunar de
Jacarepagua encontra-se sob influéncia de &guas ricas em matéria organica, devido
principalmente a impactos antropogénicos, o que auxilia na degradacdo do meio ambiente
natural local. No meio ambiente, cepas ambientais, como a familia das enterobactérias,
possuem a capacidade de adquirir resisténcia quando em contato com organismos
patogénicos. A resisténcia a betalactdmicos, fluorquinolonas, aminoglicosideos e
carbapenémicos, indica perfis hospitalares em cepas isoladas em ambientes aquaticos.
Atualmente Escherichia coli, Klebisiella pneumoniae e Enterobacter cloacae sdo as trés
espécies da familia das enterobactérias que mais frequentemente estdo associadas a infeccdes
humanas. O objetivo do presente estudo foi analisar cepas isoladas de amostras de agua do
Complexo Lagunar de Jacarepagua, procurando comparar dois periodos, no que diz
respeito a marcadores de resisténcia especificos para aminoglicosideos, fluorquinolonas,
beta-lactdmicos e carbapenémicos. As amostras foram obtidas da Lagoa de Jacarepagua,
Lagoa de Marapendi e Canal de Camorim nos anos de 2005, 2007 e 2013. As cepas foram
identificadas ao nivel de espécie e submetidas testes de susceptibilidade a antimicrobianos.
As cepas que apresentaram resisténcia a trés ou mais grupos de antimicrobianos pré
determinados (cafalosporinas de terceira e quarta geracdo, aminoglicosideos, quinolonas e
carbapenémicos), foram consideradas multirresistentes e submetidas a ensaios de PCR. As
cepas com resisténcia a trés ou mais grupos de antimicrobianos foram submetidas a ensaios de
conjugacdo bacteriana. Todas as cepas selecionadas apresentaram capacidade de transferéncia
de resisténcia. Das 56 cepas analisadas, foi possivel detectar a presenca de 48 (85,7%)
Escherichia coli, 6 (10,7) Klebsiella pneumoniae e duas (3,5%) Enterobacter cloacae. Das 56
cepas analisadas 14 foram submetidas a ensaios de PCR para detectar a presenca de genes de
ESBL. Trés cepas apresentaram produtos de amplificagdo para o gene blatem, uma (para o
gene blacTtx-m, uma para o gene blatoHo € nenhuma apresentou produto de amplificagdo para
0 gene blasnv. Nenhuma das cepas selecionadas apresentou positividade para os genes
analisados para fluorquinolonas, aminoglicosideos e carbapenémicos. Quando comparados, 0s
dados encontrados em 2005/2007 e 2013 demonstram certa regularidade na proporcdo de
cepas multirresistentes durante os periodos avaliados, porém observamos um aumento na
qualidade da agua na lagoa de Marapendi. O uso inadequado de antimicrobianos no ambiente
favorece a selecdo de clones resistentes, por isso, a vigilancia microbioldgica constante deve
permitir detectar a ocorréncia, ou ndo, da progressdao do processo de degradacdo pela
urbanizacéo descontrolada e pela descarga ilegal de esgoto.

Palavras-chave: Ambientes aquaticos. Enterobactérias. Antimicrobianos. Multirresisténcia.

Plasmideo.



ABSTRACT

NOGUEIRA, Barbara Araujo.Detection and phenotypic and genotypic characterization of
multidrug-resistant bacterial strains in the Complexo f Jacarepagud Lagoon — Rio de
Janeiro. 2016. 87 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Médicas) — Faculdade de Ciéncias
Meédicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2016.

The deficit in the water quality and sewerage system has contributed to the
decrease of environmental quality and, consequently, the health of the species inhabiting
these ecosystems. Aquatic environments are not only a source of spread of antimicrobial-
resistant organisms, but also are considered the main routes by which resistance genes are
introduced into natural ecosystems. The Lagoon Complex of Jacarepagua is under the
influence of water rich in organic matter, due primarily to anthropogenic impacts, assisting in
the degradation of the local environment. Environmental bacterial strains, especially the
family of enterobacteria, act as unlimited source of genes able to acquire resistance when in
contact with pathogenic organisms. The resistance, especially to betalactams,
fluoroguinolones, aminoglycosides and carbapenems, indicates a hospital profile in isolated
strains in acquatic environments. Nowadays Escherichia coli, Klebisiella pneumoniae and
Enterobacter cloacae are the most frequent species of the enterobacteriae family associated to
humans infections. The aim of this study was analyse isolated strains of water samples
from the lagoon complexo f Jacarepagud, looking to compare two periods, as regards
resistance markers to AMEs, PMQRs, ESBLs and carbapanems. The samples were
collected in the Jacarepagua lagoon, Marapendi lagoon and Camorim channel in the years of
2005, 2007 and 2013. The strains were identified thurgh the species level and submitted to the
antimicrobial susceptibility tests. All selected strains are abble to resistance transfer. The
strains who shows resistance to three or more pré-determinated antimicrobial groups were
considered multiresistant and submitted to PCR assays. The strains with broad resistance
profile were submitted to bacterial conjugation assays. From the 56 analysed strains, was
possible todetect the presence of 48 (85,7%) Escherichia coli, 6 (10,7) Klebsiella
pneumoniae and two (3,5%) Enterobacter cloacae. Fourteen were submitted to PCR assays to
detect the presence of ESBLs genes. Three strains shown amplification products to blatem
gene, one to blactx-m, one to blatono and none to blasHv gene. None of the isolates strains
were positive for the fluoroquinolones, aminoglycosides and carbapenems tested genes. When
compared, the data found in 2005/2007 and 2013 show regularity in the proportion of
multidrug-resistant strains during the studied periods, however we noticed an improvement in
the water quality in Marapendi lagoon. The inappropriate use of antimicrobials in the
environment favors the selection of resistant clones, so the constant microbiological
surveillance should be able to detect the occurrence or not, the progression of the degradation
process by the uncontrolled urbanization and illegal sewage discharge.

Keywords: Acquatic environment. Enterobacteria. Antimicrobials. Multidrug resistance.

Plasmides.
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INTRODUCAO

Poluicdo no ambiente aquatico

A presenga de microrganismos nos mais diversos ambientes e sua relagdo com
humanos e animais vém sendo estudada ha cerca de um século e meio. Nos ultimos anos,
houve um aumento significativo de diversos compostos quimicos devido a diversas
atividades antropogénicas que ocorrem no meio ambiente comprometendo qualidade
desses habitats. Dentre outros fatores, a deficiéncia na qualidade da 4gua de abastecimento
e na rede de coleta e tratamento de esgoto sdo os principais veiculos de disseminacao
desses microrganismos que muitas vezes podem ser patogénicos. Esse fato vem
contribuindo para o comprometimento da qualidade ambiental e, consequentemente, da
salide das espécies que habitam esses ecossistemas (ANDERSON, et al., 2003; ARIAS,
2007; IBEKWE, MURINDA, GRAVES, 2011; DERRIEN et al., 2012; LUPO, COYNE,
BERENDONK, 2012).

A biota aquéatica vem sendo constantemente exposta a diversas substancias toxicas que
sdo lancadas diretamente no ambiente, provenientes das mais diversas fontes de emissédo. O
desenvolvimento das cidades contribuiu de forma direta ou indireta para que 0s recursos
naturais se tornem receptores de lixos toxicos provenientes de efluentes industriais, drenagens
agricolas realizados em ambientes rurais, derrames acidentais de lixos quimicos e esgotos
domesticos langados em rios e mares. Esses contaminantes além da eutrofizagdo podem
contribuir ativamente para a poluicdo dos ecossistemas aquaticos com uma ampla gama de
agentes tdxicos como metais pesados, agrotdxicos, compostos organicos e introducdo de
espécies que antes ndo eram encontradas nesses ambientes. Como consequéncia, tem-se
observado que certas substancias sdo capazes de interagir com 0S organismos Vivos,
causando uma queda na qualidade da &gua em funcdo das diversas alteracGes que,
dependendo do grau de contaminagdo e do tempo de exposicdo, podem acarretar em um
grave desequilibrio como, por exemplo, a alteracdo na dindmica das comunidades
biologicas. (GOULART; CALLISTO, 2003; ARIAS, 2007; ALMEIDA et al., 2012).

A poluicdo no ambiente aquatico é um problema relevante e crescente, sendo
necessario o acompanhamento sistematico da qualidade da agua através de testes
especificos de monitoramento. Devido principalmente ao crescimento populacional, houve

um aumento do uso de corpos d’agua como receptores de efluentes organicos, resultando
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em uma diminuicdo das condic¢Bes sanitarias nas comunidades ribeirinhas (MEIRELLES-
PEREIRA et al., 2002; CORTES et al., 2010). As indUstrias que se estabelecem nessas
areas, também contribuem para o despejo de residuos e substancias quimicas, podendo
acarretar diversas doencas. Geralmente, os efeitos causados em niveis mais baixos de
organizacao bioldgica podem ser diretamente ligados a exposi¢do aos agentes contaminantes
uma vez que as respostas moleculares e bioquimicas ocorrem mais rapidamente. A presenca
de residuos quimicos e metabolitos sdo indicadores diretos da disponibilidade de
contaminantes para os organismos (ARIAS, 2007; KALAWOLLE et al., 2011).

O uso recreativo de agua pode trazer beneficios importantes para saude e bem-
estar. De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude- OMS (2015), efeitos adversos
podem estar associados com 0 uso recreativo da agua, caso esta se encontre impropria
para 0 uso. Dai a importancia do monitoramento desses ambientes, uma vez que,
dependendo das atividades recreativas exercidas, hd a possibilidade de exposicdo de
diversas vias, como pele, olhos e mucosas, a substancias tdéxicas. Sendo assim, a
frequéncia de uso, 0s niveis de contaminacdo e probabilidade de exposicdo sdo fatores
cruciais para a avaliacdo da qualidade da dgua desses ambientes (ALMEIDA, 2012).

A qualidade de qualquer corpo d’agua, seja de superficie ou subterrdneo, é
influenciada tanto de forma natural, quanto por atividade humana. Alguns autores
definiram como “uma relagdo quantificavel entre a densidade do indicador na dgua e os
potenciais riscos de salde humana envolvida no uso da dgua" um critério de qualidade da
agua desenvolvido através de um sistema de indicadores. Desde a década de 1970,
pesquisadores e gestores de recursos hidricos argumentam que as metodologias tradicionais,
baseadas em caracteristicas fisicas, quimicas e bacterioldgicas utilizadas para classificacdo de
aguas, ndo sdo suficientes para atender a seus multiplos usos, sendo deficiente a avaliacdo da
qualidade para recreacdo e ecoldgica do ambiente. A avaliacdo de impactos ambientais em
ecossistemas aquaticos vem sendo realizada através da analise de certos parametros como
condutividade, concentracdo de fosforo e nitrogénio total, pH e temperatura da agua que,
em conjunto, sdo capazes de fornecer informacgdes sobre a qualidade desses corpos d’agua,
e quando associados com a analise da presenca de coliformes fecais, fornecem o “cenario
sanitario-ecoldgico” do ecossistema. (VON SPERLING, 2009; KOLAWOLE, AJIBOLA;
OSUOLALE, 2008; ARIAS, 2007).

Geralmente, as aguas recreacionais contém uma mistura de microbios patogénicos e
ndo patogénicos, como bactérias, virus e protozoarios que podem ser adquiridos através de

despejo de esgoto doméstico e de atividades industriais. A presenca de tais
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microrganismos em 4&guas recreacionais afeta a qualidade desses habitats e,
consequentemente, a saide humana (MEIRELLES-PEREIRA et al., 2002; OLIVEIRA,
FRANCA; PINTO, 2009)

Ambientes que recebem esgoto de origem hospitalar podem apresentar um grau de
degradacdo mais elevado quando comparados com aqueles que recebem esgoto apenas de
origem comunitéria, devido a presenca de residuos quimicos, assim como
antimicrobianos, além de cepas bacterianas apresentando diferentes perfis de resisténcia
com possibilidade de transmissdo e disseminacdo para as cepas nativas do ambiente
(GOULART, CALLISTO, 2003; SATO et al., 2005; OLIVEIRA; PINHATA, 2008;
COCULESCO, 2009).

Grande quantidade de microrganismos em um corpo d’adgua sdo indicadores de
altos niveis de nutrientes na agua. As aguas contaminadas apresentam uma contagem
bacteriana alta, sendo de vital importancia o tratamento de efluentes com o objetivo de
manter a qualidade e a biodiversidade dos ambientes aquaticos (TORTORA; FUNKE;
CASE, 2008; COCULESCO, 2009).

Monitoramento ambiental

Com o aumento das populagbes humanas no entorno de ambientes aquaticos
urbanos, ocorrem mudancas no ambiente resultando em impactos antropogénicos que
passam a afetar a qualidade dos ecossistemas costeiros, principalmente devido a descarga
de esgotos e de compostos quimicos, como pesticidas, hormdnios e antimicrobianos que
sdo amplamente utilizados em clinicas de uso humano e veterinario (BERTO et al., 2009).

Bactérias resistentes a antimicrobianos ja podem ser encontradas em praticamente
qualquer ambiente, tornando eventualmente, dificil a cura da infeccdo pela maioria dos
antimicrobianos utilizados. Além disso, 0s genes de resisténcia ndo respeitam fronteiras
geograficas nem ecologicas, podendo ser disseminados em qualquer ambiente, sendo a
principal rota, ambientes aquaticos (ISHIDA et al., 2010).

A presenca de cepas resistentes aos antimicrobianos em &gua doce vem sendo
estudada no mundo todo e, a frequéncia com que cepas contendo genes de resisténcia tém
sido descritas na literatura, reflete a capacidade de disseminacgédo e evolugdo sob a pressao
seletiva causada pelo uso dos antimicrobianos (HAWKEY, JONES, 2009). Aguas
recreacionais podem ser fontes de disseminacdo de organismos resistentes a
antimicrobianos, tanto provenientes de areas hospitalares, quanto de ambiente veterinario
(BAQUERO; MARTINEZ; CANTON, 2008). Alguns desses antimicrobianos néo
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metabolizados acabam sendo excretados através da rede de esgoto e lancados em rios,
lagos e lagoas, sem tratamento prévio (ARVANITIDOU; KATSOUYANNOPOULOS;
TSAKRIS, 2001; ASH, MAUCK; MORGAN, 2002).

O monitoramento ambiental dos processos de aquisicdo e disseminacdo de genes
envolvidos em resisténcia e viruléncia bacteriana e codificados em elementos genéticos
maoveis como plasmidios, integrons e transpdsons provenientes, tanto de ambiente hospitalar
quanto extra-hospitalar, visa detectar a associacdo entre despejo de esgoto e residuos de
diferentes origens em receptaculos aquaticos com a resisténcia que microrganismos

eventualmente presentes nesses ambientes vém adquirindo (ZHAO et al., 2010).

Complexo Lagunar de Jacarepagué

O Rio de Janeiro é o segundo Estado em corpos d’agua costeiros, contendo 50
ambientes desse tipo localizados entre a Ilha Grande e a Baixada Campista. Os
ecossistemas costeiros sdo particularmente abundantes na costa fluminense e sdo
exemplos das sequéncias sedimentares transgressivas e regressivas do nivel do mar,
(SALLOTO, 2012).

O Complexo Lagunar de Jacarepagua compreende as lagoas de Jacarepagua,
Tijuca e Marapendi. Recebe cerca de 3.200 m3 de esgoto doméstico ndo tratado, além de
1.300 T/dia de lodo de esgoto que causam 0 assoreamento. Este é considerado um sistema
estrangulado, pois quase ndo ha renovacdo das dguas, uma vez que a entrada de agua do
mar ndo é eficiente, sendo maior a exportacdo do sistema para o mar. Em periodos de
grande intensidade de chuva, observa-se a descarga de sedimentos nas areas adjacentes.
Pode-se afirmar que esse sistema € equivalente a um estuario com uma mistura de aguas
salinas e dulcicolas (SAMPAIQ, 2008).

A lagoa de Jacarepagud é um sistema de agua salobra, enquanto a lagoa da Tijuca
contem predominantemente agua salgada. A lagoa de Marapendi apresenta um sistema
dulcicola com caracteristicas de lago costeiro. Para evitar a propagacdo de mosquitos
naquela &rea, foi estabelecida a comunicacdo da lagoa de Marapendi com a lagoa da
Tijuca através do canal artificial de Marapendi (SAMPAIO, 2008). Este complexo
lagunar, assim como seus rios e canais, encontra-se sob grande influéncia de aguas
residuais, ricas em matéria organica de origem urbana e industrial. As suas margens estao
servindo como entulhos de obras, efluentes sanitarios e industriais, prejudicando o fluxo

das aguas e interferindo nos processos hidrologicos e geomorfolégicos. As condicdes de
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poluicdo e uso inadequado do espaco urbano contribuem para a degradacdo do meio
ambiente natural local (SAMPAIQ, 2008).

O Instituto Nacional do Ambiente (INEA) é o responsavel pelo monitoramento
sistematico de qualidade da agua do Complexo Lagunar de Jacarepagud, realizado
mensalmente em oito estagdes de amostragem onde sdo analisados os principais
indicadores fisicos e quimicos de qualidade de &gua, bem como a comunidade de
fitoplancton, além de testes semi-quantitativos para deteccdo de toxinas de cianobactérias
(Microcystis aeruginosa) na agua e analises em sedimentos. Dentre as andlises realizadas,
pode-se incluir a contagem de coliformes termotolerantes e fecais que corresponde a
enterobactérias. Estas sdo bacilos Gram-negativos, ndo esporulados, cujas células apresentam
membrana citoplasmatica, peptideoglicano, fimbrias e membrana externa. Sdo anaerobicos
facultativos, capazes de reduzir nitrato a nitrito, apresentam catalase positiva, oxidase
negativa, sdo capazes de fermentar glicose, em sua maioria s&0 moveis, com excec¢do de
Klebsiella, Shigella e Yersinia, algumas estirpes fermentam lactose, como por exemplo:
Escherichia coli, Klebisiella, Enterobacter, Citrobacter e Serratia (DENTON, 2007,
TRABULSI, ALTERTHUM, 2008).

Enterobacteriaceae

As enterobactérias sdo bacilos Gram-negativos, nao esporulados, cujas células
apresentam membrana citoplasmatica, peptideoglicano, fimbrias e membrana externa. Sao
anaerdbicos facultativos, capazes de reduzir nitrato a nitrito, apresentam catalase positiva,
oxidase negativa, sdo capazes de fermentar glicose, em sua maioria sa0 moveis, com excecao
de Klebsiella, Shigella e Yersinia, algumas estirpes fermentam lactose, como por exemplo:
Escherichia coli, Klebisiella, Enterobacter, Citrobacter e Serratia (DENTON, 2007;
TRABULSI, ALTHERUM, 2008).

A familia Enterobacteriaceae compreende diversos géneros bacterianos e muitos
deles, sdo isolados em humanos. Inumeros desses patdgenos estdo associados a IRAS
(InfeccBes Relacionadas a Assisténcia a Salde) e animais devido a sua capacidade de se
tornarem reservatorios de genes de resisténcia que sdo capazes de causar essas infeccOes
(TORTORA, FUNKE, CASE, 2005). As Enterobacteriaceae tornaram-se uma das causas
mais importantes de IRAS e de infecgdes comunitarias, se destacando por serem ubiquitarias,
ou seja, sdo encontradas no solo, agua, vegetacéo e fazerem parte da microbiota intestinal
normal de humanos e outros animais. As enterobactérias apresentam e produzem diversos

fatores de viruléncia. Estima-se que pelo menos 20 espécies sejam responsaveis por 95% das
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infeccBes bacterianas, sendo cerca de 30-35% relacionadas as sepses, 70% com infec¢des no
trato urinério, além de infecgdes intestinais (COQUE, BAQUERO, CANTON, 2008;
TRABULSI, ALTERTHUM, 2008).

Estudos indicam que atualmente Escherichia coli, Klebisiella pneumoniae e
Enterobacter cloacae sdo as trés espécies desta familia que mais frequentemente estdo
associadas a IRAS / infe¢bes nosocomiais, principalmente no trato urinario (COQUE,
BAQUERO, CANTON, 2008, FALAGAS, KARAGEORGOPOULOS, 2009, GIBSON,
COBBOLD, TROTT, 2010).

Enterobacter cloacae

Enterobacter cloacae foi descrita pela primeira vez em 1890 como Bacillus cloacae e
sO adquiriu o nome, pelo qual é conhecido até hoje, em 1960 (HORMAECHE, EDWARDS
1960). Ela pode ser encontrada com uma maior frequéncia em animais, esgotos, fezes
humanas e solo e agua contaminados (SANDERS JR., SANDERS, 1997; HOFFMANN,
ROGGENKAMP, 2003).

Enterobacter cloacae é um importante patdgeno nosocomial e muitas vezes, esta
associado a infec¢des no trato urinario e respiratério, bem como endocardite, artrite séptica,
osteomielite e infec¢des da pele e tecidos moles. A pele e o trato gastrointestinal séo 0s sitios
anatdbmicos onde a essa espécie pode ser encontrada mais comumente (SANDERS JR.,
SANDERS, 1997; MEZZATESTA, GONA, STEFANI, 2012).

O tratamento de infeccdes associadas a presenca desses microrganismos vem se
tornando progressivamente mais dificil devido a resisténcia aos antimicrobianos. Eles
produzem Betalactamases, que sdo capazes de codificar resisténcia aos antimicrobianos do
grupo das cefalosporinas. Sao particularmente resistentes a ampicilina, a amoxicilina e as
cefalosporinas e, hoje em dia, seu tratamento consiste basicamente no uso de antimicrobianos
como a Cefepima e Gentamicina (WISPLINFGHOFF et al, 2004).

Klebsiella pneumoniae

No cenario clinico, o género Klebsiella € um dos mais importantes da familia das
Enterobacteriaceae, sendo a Klebsiella pneumoniae a espécie mais isolada. Embora
encontradas na microbiota da boca, pele e intestino, ela pode causar além de pneumonia,
infeccBes no trato urinario inferior e trato biliar (RYAN, RAY, 2014)

Infecgdes por K. pneumoniae sdo causadas a partir da entrada de agentes no

organismo, através do consumo de vegetais ou agua contaminados. Também pode ocorrer
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durante internacdo hospitalar. Algumas cepas de Klebsiella pneumoniae podem causar
quadros graves de pneumonia em humanos (TORTORA, FUNKE, CASE, 2008; TRABULSI,
ALTERTHUM, 2008).

A resisténcia aos antimicrobianos, observada em K. pneumoniae, esta principalmente
relacionada a capacidade de transferéncia de plasmideos permitindo que essa espécie
apresente resisténcia a multiplos antimicrobianos. Em alguns casos, quando a K. pneumoniae
apresenta a capacidade de produzir ESBL, ela geralmente vem associada a resisténcia a outros
antimicrobianos como aminoglicosideos, fluoroquinolonas, tetraciclinas, cloranfenicol e
trimetoprim/sulfametoxazol. (ENDIMIANI et al., 2008; GROOPMAN, 2008; HUDSON,
2014).

O tratamento utilizado em pacientes que apresentam infeccdes por K. pneumoniae
sensiveis a antimicrobianos é geralmente por ampicilina/ sulbactam, piperacilina/ tazobactam,
ticarcilina/ clavulanato, ceftazidima, cefepime, norfloxacina, meropenem, e ertapenem.
Alguns especialistas recomendam o uso de meropenem para pacientes com infeccoes
causadas por cepas produtoras de ESBL (TAVARES, 2009).

Klebsiella pneumoniae resistente a carbapenémicos (KpC)

A resisténcia de Enterobactérias ao grupo de antimicrobianos denominado
carbapenémicos vem emergindo como um grande desafio nos cuidados a saude. Uma das
muitas enterobactérias que apresentam resisténcia aos carbapenémicos é K. pneumoniae
(KpC) e, ao longo dos dltimos 10 anos, tém-se visto um aumento progressivo no namero de
surtos em que elas estdo relacionadas (LIMBAGO et al., 2011; YGITI et al., 2001).

A KpC e resistente a quase todos os antimicrobianos disponiveis e infec¢des causadas
por elas vem acarretando altas taxas de mortalidade. O mecanismo mais importante de
resisténcia por KpC é a producdo de uma enzima, a carbapenemase blakpc. A grande
capacidade de disseminacdo do gene blakpc estd ligado a disseminacdo plasmidial e a
associacdo com transposon Tn4401 (CUZON, 2011). Os carbapenémicos sédo frequentemente
utilizados como ultimo recurso para tratamento de cepas bacterianas resistentes (ENDIMIANI
et al., 2008). As opcoes terapéuticas para o tratamento de KpC séo polimixina B, tigeciclina e
até os aminoglicosideos, porém, quando a sensibilidade a estes é confirmada pelo resultado da
cultura e antibiograma (ANVISA, 2014).
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Escherichia coli

A espécie Escherichia coli abrange uma enorme populacdo de bactérias que exibem
um grau elevado tanto de diversidade genética quanto fenotipica. E um dos habitantes mais
comuns do trato gastrointestinal e sua presenca em agua e alimentos € um dos principais
indicadores de contaminacdo fecal. Esta estreita relagdo com as fezes de humanos e animais,
representa a base de testes de contaminacdo fecal utilizados na Saude Publica. Ela ndo é
normalmente patogénica, entretanto pode estar associada a infeccbes no trato urinario
(TRABULSI, ALTERTHUM, 2008; TORTORA, FUNKE, CASE, 2008; HARADA et al
2011).

Cepas de E.coli podem ser resistentes a um nimero crescente de antimicrobianos, mas
dificilmente uma mesma espécie apresenta resisténcia a mais de dois ou trés farmacos. Como
outras formas de vida, as cepas de E. coli evoluem através de processos naturais de mutacéo,
duplicacdo e transferéncia horizontal de genes (LAWRENCE, OCHMAN, 1998). Ela possui a
capacidade de transferéncia de DNA bacteriano através da conjugacgdo, transducdo ou
transformacéo, o que permite a propagacao horizontal do material genético para a populagédo
existente (BRUSSOW, CANCHAYA, HARDT, 2004). Algumas cepas patogénicas
normalmente sdo responsaveis por surtos de diarreia, muitas vezes fatais para criancas
principalmente em paises em desenvolvimento (NATARO, KAPER, 1998). Particularmente o
patotipo O157:.H7, quando envolvido, acomente frequentemente criancas e idosos, através de
alimentos (carnes e vegetais) e dgua contaminada, podendo causar uma diarreia aguda com
risco de comprometimento renal (HUDAULT, GUIGNOT, SERVIN, 2001; JURE et al,
2010).

A veiculacdo hidrica de cepas de E. coli expressando fatores de viruléncia e
mecanismos de resisténcia contra antimicrobianos, pode exercer um papel importante para o
surgimento de surtos que podem acometer um grande nimero de pessoas que eventualmente
consomem e utilizam &gua contaminada para lavagem de alimentos e para o lazer (HARADA,
2011).

Pires (2007), em seu estudo sobre sucetibilidade bacteriana das infec¢bes comunitarias
indicou que E. coli sdo mais vulnerdveis a amicacina (98,6%), gentamicina (96,2%),
quinolonas (90,9%) e norfloxacina (89,8%), apresentando resisténcia em alguns casos
tambem a sulfametoxazol-trimetoprima (50,6%).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Antibi%C3%B3tico
http://pt.wikipedia.org/wiki/Amicacina
http://pt.wikipedia.org/wiki/Gentamicina
http://pt.wikipedia.org/wiki/Quinolona
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Antimicrobianos

Davies e Davies (2010) afirmam que a partir do final do século XIX, houve um
estimulo para a busca de medidas preventivas e terapéuticas devido a descoberta de que varias
doencas eram causadas por um certo tipo de agentes infecciosos. Porém, somente em meados
do século XX, com a introducdo dos antimicrobianos, houve o desenvolvimento de um tipo de
tratamento apto a combater infecgdes causadas por bactérias. Contudo, gragas ao fendmeno da
resisténcia, devido principalmente, a ampla utilizacdo de drogas para o combate da infeccao,
as opcOes de tratamento vém ficando cada vez mais escassas (PAPP-WALLACE, 2011).

Diversos antimicrobianos utilizados no tratamento de infecgdes sdo sintetizados por
microrganismos encontrados no ambiente, sendo que nestes a principal funcdo destes
compostos é inibir o crescimento de outros organismos, diminuindo a competicdo
interespecifica. Desta forma, alguns mecanismos de resisténcia evoluiram para cada vez mais
serem capazes de evitar a acdo destes compostos, sendo seus produtores a principal fonte de
genes de resisténcia (TAVARES, 2009).

Tem sido discutido o papel de substancias antimicrobianas como sinalizadores no
meio ambiente. Isto porque, em baixas concentracdes, elas desencadeiam mudancas
especificas no transcriptoma bacteriano que sdo diferentes da resposta geral ao estresse
(MARTINEZ, 2009).

Presenca de antimicrobianos no ambiente aquatico

Ambientes aquaticos constituem ndo s6 uma fonte de disseminacdo de organismos
resistentes aos antibidticos entre populacdes humanas e animais, como também ¢ sdo
considerados como a principal via pela qual genes de resisténcia sdo introduzidos em
ecossistemas naturais. Bactérias ambientais funcionam como uma fonte ilimitada de genes
capazes de adquirir resisténcia quando entram em contato com organismos patogénicos.
Além disso, a introducdo e acimulo progressivo no ambiente de agentes antimicrobianos,
detergentes, desinfetantes e residuos industriais, contribuem para a evolucao e disseminacao
de tais organismos resistentes na agua ambiente. O uso continuo de diversos agentes
antimicrobianos ao longo dos anos pode ter favorecido o desenvolvimento de mecanismos
de resisténcia nos microrganismos, o que pode representar um risco em potencial ndo sé
para seres humanos e animais como também para 0s ecossistemas aquaticos que podem
vir a ser prejudicados por estas substancias (ANDERSSON, 2003; CONSTANZO,
MURBY E BATES, 2005; MARTINS, et al., 2014).
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De acordo com Coculescu (2009), a resisténcia microbiana aos antimicrobianos
tornou-se, nas Ultimas duas décadas, um processo rapido e descontrolado em todo o
mundo. Hoje, ela é debatida como um dos principais problemas de Saude Publica a nivel
mundial. Os ambientes aquaticos sdo locais de intensa troca de material genético, em que
originalmente bactérias sensiveis podem tornar-se resistentes através da transferéncia
horizontal de genes, processo este que representa uma ameaca a Saude Pudblica, pois
patdgenos oportunistas podem tornar-se resistentes aos diversos antimicrobianos (TZOC,
ARIAS, VALIENTE, 2004; BENETT, 2008; ASH; MAUCK; MORGAN, 2002;
BAQUERO et al., 1998).

A presenca de cepas apresentando perfis de multirresisténcia em ambientes
aquaticos vem sendo estudado ao longo dos anos, Gongalves et al. (2015) afirma que a
utilizacdo de gentamicina nos meios empregados para a selecdo das cepas nas amostras de
agua permitem a deteccdo de grupos de organismos com marcadores de resisténcia
especificos para cepas de origem hospitalar. O uso de cefalotina como meio de selecdo
ocorre devido a sua ampla utilizagdo no meio comunitario uma vez que este
antimicrobiano ndo esta associado a ambientes de alta pressdo seletiva. Sendo assim, a
presenca de cepas resistentes a cefalotina no ambiente aquéatico deve ser maior quando
comparada a presenca de cepas resistentes a gentamicina.

Resisténcia bacteriana

A resisténcia bacteriana pode ser tanto por um fenémeno genético, relacionado a
existéncia de genes estruturais, que codificam diferentes mecanismos bioquimicos
impedindo a acdo das drogas, quanto pode estar relacionada a evolugdo de bactérias
devido a presenca de agentes antimicrobianos produzidos industrialmente. Algumas
bactérias podem tornar-se resistentes atraves de mutagdes espontdnea que ocorrem em
seus genes durante seu processo reprodutivo resultando em erros eventualmente benéficos
de coOpia na sequéncia de bases que formam o DNA cromossdmico ou através da
importacdo dos genes intra e inter espécies. Além dos eventos de mutacdo, a variagdo
genética ocorre como consequéncia de eventos de recombinagédo resultantes, em sua maioria,
de transferéncias genéticas entre organismos. As cepas resistentes se tornam predominantes
devido a pressdo seletiva que os antimicrobianos exercem, fazendo desaparecer as cepas
sensiveis. O wuso prolongado de antimicrobianos pode, gradualmente, comecar a
desenvolver resisténcia em cepas que antes eram consideradas sensiveis (TAVARES,
2000; MARTINEZ, 2009).
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Alguns dos genes capazes de codificar fatores de resisténcia em cepas bacterianas
existiam antes da introducdo de antimicrobianos como meio de tratamento, como
mecanismos de defesa contra antimicrobianos produzidos por eles mesmos ou por outros
microrganismos no meio ambiente. E a chamada resisténcia natural, codificada no
cromossoma bacteriano. A resisténcia adquirida aos antimicrobianos surgiu por conta da
exposicdo e selecdo de cepas naturalmente resistentes a certos farmacos, por exemplo: em
agricultura, medicina humana ou veterinaria (BENNET, 2008; COCULESCU, 2009).

A pressao seletiva pelo uso de antimicrobianos ndo é a Gnica causa da manifestacao
de resisténcia. De acordo com Alexander et al. (2015), cinco principais mecanismos s&o
conhecidos por contribuir para o desenvolvimento de resisténcia aos antimicrobianos e sua
disseminacdo no ambiente: transferéncia horizontal de genes, pressao seletiva, predisposicdo
para mutacdo genética e disseminacao de cepas bacterianas resistentes aos antimicrobianos na
medicina humana e veterindria. Os mecanismos bioquimicos e genéticos envolvidos na
resisténcia a antimicrobianos sdo os mais importantes fendmenos envolvidos no processo
de selecdo e dispersdo de genes de resisténcia (COCULESCU, 2009).

A presenca de cepas multirresistentes pode estar relacionada com a capacidade que as
bactérias possuem em transferir horizontalmente genes de resisténcia, levando a uma
dificuldade no tratamento de infecgbes (XIONG et al., 2015; BAJAJ et al., 2014).

As alteracdes envolvidas na resisténcia a antimicrobianos s&o resultado de
modificacdes na estrutura ou no funcionamento da célula bacteriana. Um grande
complicador se refere ao enorme potencial de aquisicdo e montagem de blocos de genes
de resisténcia, e a transferéncia horizontal por elementos genéticos especializados como
os plasmideos, cassetes de genes e transpdsons, através dos quais, as bactérias podem se
tornar resistentes a um ou varios agentes antimicrobianos (MA et al., 2009; LEAVITT et
al., 2010).

Transferéncia de plasmideos

A transferéncia de genes de resisténcia, envolvendo elementos genéticos méveis
como plasmideos, é mais eficaz do que a mutacdo cromossémica, e permite a transferéncia
de genes envolvendo recombinacdo e transposi¢do, promovendo a captura de diferentes
genes de resisténcia a diversas classes de antimicrobianos utilizados atualmente,
principalmente Betalactdmicos, Fluorquinolonas e Aminoglicosideos, entre diferentes
géneros bacterianos. Os plasmideos contém genes que conferem a célula caracteristicas

biologicas adicionais, entre as quais, a expressdo de resisténcia aos antimicrobianos e
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determinantes genéticos capazes de aumentar a viruléncia do microrganismo (BENNET,
2008; CARATOLLI, 2009; TAVARES, 2009, SAN MILLAN et al., 2015).

Muitos plasmideos sdo conjugativos, ou seja, promovem a ligacdo fisica entre
bactérias codificando funcdes necessarias para promover a transferéncia horizontal de
DNA entre as cepas, promovendo a manutengdo do plasmideo na populacdo bacteriana.
Existem plasmideos que apresentam genes de resisténcia a um ou mais antimicrobianos,
conhecidos como plasmideos de resisténcia e que podem existir de maneira autbnoma ou
integrada aos plasmideos conjugativos. (HAWKEY; JONES, 2009; TAVARES, 2009;
GIEDRAITIENE et al., 2011).

Vérias familias de plasmideos vém sendo descritas na literatura, principalmente
as que se encontram presentes em enterobactérias, associando resisténcia para diferentes
grupos de antimicrobianos, tolerancia a metais pesados, producdo de toxinas e sintese de
enzimas (CARATOLLI, 2009). Chmelnitsky et al. (2009) indentificaram cepas
hospitalares de Klebsiella pneumoniae expressando genes da familia blakec associados as
familias blactx-m e blasnv. Coque, Baquero e Canton (2008) realizaram um levantamento
em diversos paises da Europa sobre a prevaléncia de E. coli e K. pneumoniae de origem
hospitalar e comunitéria e produtoras de ESBL. Nesse estudo, foram identificados clones
de plasmideos para diferentes familias de ESBL, QNR e aac(6’)-1b-cr.

A transferéncia de plasmideos por conjugacdo bacteriana & considerada por
alguns autores como o principal mecanismo de resisténcia bacteriana aos antimicrobianos.
Esse processo requer o contato direto célula-célula além de cepas de tipos opostos, nesse
caso, as células doadoras devem transportar os plasmideos e as receptoras ndo. Em
bactérias Gram negativas, o plasmideo transporta genes que codificam a sintese de pili
sexuais permitindo a ligacdo entre as bactérias. Durante esse processo, o plasmideo é
replicado durante a transferéncia de uma cépia do filamento simples do DNA para o
receptor, onde o filamento € sintetizado (TORTORA, FUNKE, CASE, 2008; TAVARES,
2009).

A capacidade de transferéncia de genes seja por conjugacao, ou por outras formas de
transferéncia de material genético como a transducdo e/ou transformacdo forma uma
importante rede de comunicagdo gendmica (HAWKEY, JONES, 2009). O genoma bacteriano
tem capacidade de estruturacdo por conta de elementos e mecanismos especializados de
recombinagéo, integracdo e delecgdo, incluindo os rearranjos génicos, determinando enorme
plasticidade informacional (MARTINEZ, 2009; STOKES, GILLINGS, 2011).
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Uma vez introduzidos na célula bacteriana, os genes podem se incorporar ao
cromossomo e se recombinar com ele. A transferéncia de plasmideos codificando
resisténcia aos antimicrobianos € uma preocupacao em nivel de Saude Publica, tendo
atraido a atencdo de pesquisadores de todo o mundo (KRUSE; SORUM, 1994).

Betalactamase de Espectro Estendido - ESBL

O inicio dos anos de 1980 foi marcado pela introducdo de cefalosporinas de
terceira geracdo para o tratamento de infeccdes. A partir de entdo foi observada uma forte
correlacdo entre o uso de antimicrobianos de amplo espectro e o desenvolvimento de
resisténcia, com um grande aumento no ndmero de betalactamases descritas,
principalmente por ESBLs capazes de hidrolisar cefalosporinas e monobactamicos e
cefalosporinas mediadas por plasmideos (ampC) (BAJAJ et al., 2015; BOGAERTS, 2015;
DAVIES, DAVIES, 2010).

Quando se trata de bactérias Gram negativas, as ESBLs sdo um dos principais
mecanismos de resisténcia 0s antimicrobianos contra o0s betalactamicos. As
betalactamases sdo codificadas em genes cromossémicos ou plasmidiais podendo ser
adquirida por transferéncia genética horizontal onde sua principal atividade é conferir
resisténcia a cefalosporinas hidrolisando o anel betalactdmico, destruindo a acéo
antimicrobiana. Uma exposicao prolongada € capaz de selecionar mutacfes ou levar a uma
superproducdo de betalactamases capazes de hidrolizar cefalosporinas e monobactamicos de
amplo espectro levando ao surgimento de betalactamases de espectro estendido (ESBLS)
inativadas apenas por &cido clavulanico (HAWKEY; JONES, 2009).

Segundo Bush e Fisher (2011), a producdo de betalactamase é um dos mecanismos
mais frequentemente associados a ocorréncia de cepas multirresistentes em Gram negativos,
tanto no ambiente hospitalar quanto no comunitario. A associacdo desses genes
betalactamicos com o0s genes de outras classes de antimicrobianos € responsavel pelo
desenvolvimento de resisténcia a um determinado elemento genético.

Um exemplo da intensa disseminagdo de betalactamase em enterobactérias sdo as
CTX-M. Estas enzimas vém sendo descritas no mundo todo, pois sdo as principais
enzimas associadas responsaveis por surtos causados por agentes infecciosos, contudo
aquela nédo é a Unica familia capaz de expressar resisténcia (CARATOLLI, 2009, SIBH, et
al., 2012).

A presenca do gene ampC é amplamente distribuida entre Enterobacteriaceae e,

muitas vezes esta relacionada com a resisténcia a Cefotaxima. A expressao fenotipica para
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a presenca desse gene € causa de preocupacdo uma vez que a resisténcia causada por essas
enzimas pode resultar em falha terapéutica, sendo necesséria a utilizacdo de agentes
antimicrobianos mais eficazes como as carbapenemas (BOGAERTS, 2015; LIAO, 2015;
MAMMERI et al., 2010).

Os genes que expressam proteinas para betalactamases geralmente estdo presentes
em regifes transponiveis do cromossomo e/ou de plasmideos, sendo assim, é possivel
transferir essa resisténcia para outros microrganismos, permitindo a disseminacdo de
resisténcia a estes agentes antimicrobianos (LIVERMORE, 1995). Os genes costumeiramente
encontrados em enterobactérias pertencem as familias TEM, SHV, CTX e OXA, e sao
classificados de acordo com a sequéncia de aminoécidos que possuem (HAMMERUM;
HEUER, 2009).

Carbapenemases

Os carbapenémicos sdo os principais antimicrobianos utilizados para o tratamento de
infeccdes por bactérias produtoras de ESBL, pois possuem um maior espectro de acao contra
Gram-negativos. Seus principais integrantes sdo imipenem, meropenem e ertapenem. O uso
inconsequente de carbapenémicos resultou no surgimento e propagacgéo de cepas resistentes a
esses antimicrobianos (CURIAO, 2010).

A producdo de carbapenemase esta relacionada com a presenca do gene blakpc que,
além de ser considerada o principal mecanismo de resisténcia em Gram negativo, € muitas
vezes carreadas por plasmideos em conjunto com genes de resisténcia capazes de codificar
resisténcia a outra classe de antimicrobianos (CURIAO, 2010, MONTEZI, 2015;
HENRIQUES, 2012).

Esse panorama revela uma grande ameaga a Saude Publica mundial, uma vez que
restam poucas op¢des para o tratamento de infeccdes causadas por bactérias que apresentam
resisténcia aos carbapenémicos (PAPP-WALLACE, 2011).

Enzimas modificadoras de Aminoglicosideos — EMAs

Os aminoglicosideos sdo antimicrobianos constituidos por trés aclcares aminados,
ligados pelas porcdes glicosidicas, compreendendo a estreptidina (estreptomicina) e as
deoxiestreptaminas (outros aminoglicosideos como gentamicina, tobramicina, amicacina), e
gue atuam na subunidade 30S do ribossomo bacteriano deformando e alterando o
funcionamento dessa organela. Séo ativos principalmente contra enterobactérias (TAVARES,
2009).
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A resisténcia pode ser de origem cromossdmica ou plasmidial, sendo o plasmideo
conjugativo o mais frequentemente associado a resisténcia. Diversos mecanismos podem estar
envolvidos na resisténcia bacteriana aos aminoglicosideos, como por exemplo, mutacGes em
genes ribossomais ou transporte de membrana e producdo de enzimas que alteram os sitios de
ligacdo (NORDMANN; POIREL, 2005; TAVARES, 2009).

A resisténcia a gentamicina pode estar associada a presenca de todas as classes de
EMA, sendo mais frequente nas subclasses aac(2’-1), aac(3), aac(6’), ant(2’’) e aph(3’)
(RAMIREZ E TOLMASKY, 2010). Uma subclasse de acetilases aac(6’), a aac(6’)-1b, é
bastante relevante entre Gram negativos. Esta EMA confere resisténcia a tobramicina,
kanamicina e amicacina mas ndo a gentamicina.

Um dado interessante é o surgimento de uma aac(6’)-Ib-cr, uma variante de aac(6’)-
Ib, que além de conferir resisténcia a aminoglicosideos, confere resisténcia também a
ciprofloxacina e norfloxacina, estando bastante disseminada entre as enterobactérias
(SABTCHEVA et al, 2009; KIM et al, 2011).

Ja foram detectados genes para aac(6’)-1b-cr associados a genes das familias QNR,
CTX-M, SHV e KPC e contidos num mesmo cassete de genes em diferentes integrons
(JIANG et al, 2008; CHMELNISKY et al, 2009).

Resisténcia a quinolonas mediadas por plasmideos — PMQR

Quinolonas sdo antimicrobianos sintéticos que comecaram a ser produzidos na década
de 60. Com base nisso, imaginou-se que a existéncia de genes de resisténcia a quinolonas
seria improvavel. Acreditava-se que apenas mutacGes no DNA girase, Topoisomerase 1V,
diminuicdo da permeabilidade e/ou excesso de producdo de bombas de efluxo resultariam em
uma resisténcia a esses antimicrobianos, portanto, a resisténcia as quinolonas ndo poderiam se
espalhar através de transferéncia horizontal de genes (SANCHES, 2008).

Portanto, a resisténcia as quinolonas ndo poderiam se espalhar através de transferéncia
horizontal de genes. Contudo, em 1998 foi verificado que bactérias ambientais isoladas antes
de sua invencéo ja possuiam capacidade de promover o efluxo dessas drogas. Codificado em
plasmideos, 0 QNR, mostrou que a resisténcia ndo era a funcdo primaria desses mecanismos.
Mais recentemente, dois outros mecanismos de resisténcia as quinolonas foram descritos, a
quinolona inactivadora de aminoglicosideo aac(6')-1b-cr e o determinante de efluxo de
quinolona, gepA (SANCHES et al., 2008; MARTINEZ, 2009).

As quinolonas sdo compostos que bloqueiam a acdo da DNA girase bacteriana

resultando no relaxamento de suas espirais, passando a ocupar um espago maior que o contido
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nos limites do corpo bacteriano. Essa resisténcia pode ocorrer através de mutacdo
cromossémica nos genes que sdo responsaveis pelas enzimas alvo (DNA girase e
topoisomerase 1V) ou por alteracdo da permeabilidade a droga pela membrana celular
bacteriana (porinas), mecanismos de bomba de efluxo, protecdo de alvo e modificacdo da
droga envolvendo Varios genes de origem cromossomal. Essas enzimas sdo importantes para a
replicacdo, regulacéo, transcricdo e reparo da molécula de DNA bacteriano (NORDMANN;
POIREL, 2005; TAVARES, 2009).

Acredita-se que os mecanismos de resisténcia codificados em plasmideos tenham se
originado no ambiente aquatico, ja que em bactérias que habitam estes ambienteas 0s genes de
QNR estéo localizados no cromossomo e apresentam auséncia de elementos de transposicéo
ou eventos de inser¢cdo (MARTINEZ, 2009; POIREL, LEVIANDIER, NORDMANN, 2006,
SANCHES, 2008).

Desde entdo, diversos genes codificados em elementos transponiveis e mediando a
resisténcia a quinolonas, tém sido relatados e isolados em ambientes clinicos, em humanos e
animais, inclusive novos variantes de QNR, capazes de codificar proteinas de bomba de
efluxo (CERQUETTI et al., 2009; MA et al., 2009).
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1 OBJETIVOS

1.1 Objetivo geral

Analisar cepas isoladas de amostras de &gua do Complexo Lagunar de Jacarepagua,
procurando comparar dois periodos, no que diz respeito a marcadores de resisténcia

especificos para aminoglicosideos, fluorquinolonas, beta-lactamicos e carbapenémicos.

1.2 Objetivos especificos

e Identificar fenotipicamente as cepas encontradas;

e Caracterizar as cepas através do teste de suscetibilidade aos antimicrobianos;

e Avaliar a capacidade de transferéncia plasmidial através de ensaios de conjugacao
bacteriana;

e Analisar genotipicamente os genes codificando para resisténcia nas cepas, atraveés
de ensaios da PCR;

e Comparar os resultados obtidos nas cepas isoladas em 2005/2007 com o das

isoladas em 2013;
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Area de estudo

A Regido Lagunar de Jacarepagua é formada pelos rios Guerengué e Passarinhos.
Limita-se pelo Oceano Atlantico e pelos macicos da Pedra Branca e da Tijuca. Possui
cerca de 280 Kmz2 de area e é composto por diversos rios que desaguam em suas aguas e,
que por sua vez, se ligam ao mar pelo canal da Barra da Tijuca, permitindo a troca de
agua. Toda a area desta sub-regido hidrografica esta inserida nos bairros de Jacarepagua,
Barra da Tijuca e Grumari no Municipio do Rio de Janeiro (SECRETARIA DE ESTADO
DO AMBIENTE, 2015).

O Complexo Lagunar de Jacarepagué esta localizado no municipio do Rio de
Janeiro entre a latitude 22°58’W e 23°01°S e longitude 43°0°S e 43°29°W, possui uma
area de, aproximadamente, 13,24 km2 e é formado por trés principais lagoas: Tijuca,
Jacarepagua e Marapendi. A lagoa de Jacarepagua é a mais interiorizada do conjunto, e
possui a area de 4,07 km2, Camorim comporta-se como um canal de ligacdo entre as lagoas
da Tijuca, a leste e de Jacarepagud, a oeste e com area de lagoa de 0,80 km2. A lagoa de
Marapendi é cercada pela Reserva de Marapendi, uma reserva ecoldgica criada em 1991 na
qual podem ser encontrados exemplares de fauna e flora da lagoa circunvizinha e possui uma
largura maxima de 0,35 km com comprimento de 10 km (COMITE BAIA DE
GUANABARA, 2016)


https://pt.wikipedia.org/wiki/Reserva_de_Marapendi
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Figura 1 - Indicacdo dos pontos de coleta realizados em 2005, 2007 e 2013 no Complexo
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Fonte: Google maps, 2013.

2.2 Coleta de amostras

Foram coletados 100 ml de 4gua em uma Unica coleta no mes de agosto nos anos
de 2005, 2007 e 2013. As amostras foram obtidas da Lagoa de Jacarepagud, por estar mais
afastada da ligagdo que esse Complex lagunar tem com o mar; no Canal de Camorim que
serve como meio de ligacdo entre a Lagoa de Jacarepagud e a Lagoa da Tijuca e na Lagoa
de Marapendi pois esta se encontra dentro de uma Area de Protecdo Ambiental.

As amostras foram armazenadas em recipientes estéreis, acondicionadas em gelo e
transportadas até o Departamento de Microbiologia e Imunologia, na Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, em um intervalo de 6 horas entre a coleta e a chegada ao

laboratorio, para a realizacdo de analises microbioldgicas.

2.3 Selecéo e identificagdo das cepas

Para a selecdo das cepas, 100 mL de agua de cada ponto foram inoculadas em garrafas
contendo 100 mL de caldo Brain Heart infusion - BHI (Merck) 2X concentrado, contendo 8

ug/mL de gentamicina (Sigma) e contendo 32 ug/mL de cefalotina (Sigma). As garrafas
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foram incubadas durante 24 h em estufa a 37°C. Apo6s o tempo de incubacdo, as amostras
foram inoculadas em placas contendo meio Cystine Lactose Eletrolyte Deficient Agar —
CLED (Oxoid, Hampshire, GBR) pela técnica de esgotamento e, novamente, incubadas
por 24 h. em estufa a 37°C. As coldnias observadas nas placas ap0s o periodo de
incubacdo foram submetidas a sucessivas semeaduras em placas contendo meio CLED
com antimicrobianos até a obtencdo de culturas puras, para a identificagdo morfoldgica e
bioquimica.

As cepas com caracteristicas morfo tintoriais compativeis com as espécies
bacterianas de interesse foram identificadas segundo Murray et al. (2007). Foram
avaliados: motilidade, producdo de H.S e gas indol, fermentacdo de glicose e lactose,
producdo de uréia, utilizacdo de citrato como fonte de carbono, descarboxilacdo de lisina e
ornitina, dehidrolizacdo de arginina, prova de vermelho de metila (VM) e Voges
Proskaeur (VP). As cepas identificadas foram estocadas em GC medium base, acrescido

de 20% de glicerol, a -20°C, para as analises posteriores.

2.4 Determinagao do perfil de susceptibilidade aos agentes antimicrobianos

2.4.1 Disco difusio

A determinacgdo do perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos foi realizada
segundo normas do Clinical Laboratories Standards Institute — CLSI (2014). As cepas
estocadas foram semeadas por esgotamento em MHA (Merck) e incubadas por 18 h. em
estufa a 37°C. A partir desse crescimento, preparou-se solugdo salina (0,85% NaCl) com
turvacao correspondente ao grau 0,5 da escala de Mc Farland e foram realizados inoculos
em placas com MHA utilizando swabs embebidos com as suspensfes em solugdo salina.
Sobre a superficie inoculada foram depositados discos contendo 0s agentes
antimicrobianos (Cefar, Sdo Paulo, BRA).

As placas foram incubadas por 18 h., em estufa a 37°C, e os halos de inibicdo
foram analisados segundo Clinical Laboratories Standards Institute - CLSI (2014). A cepa
de E. coli ATCC 25922 foi usada como controle para os discos de agentes
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antimicrobianos e a cepa de E. coli ATCC 35218 foi empregada como controle para
inibidor de Betalactamase.

Foram utilizados os seguintes agentes antimicrobianos com suas respectivas
poténcias: Cefalotina (30 pg), Cefazolina (30 pg), Cefoxitina (30 pg), Cefuroxima (30
pg), Cefotaxima (30 pg), Ceftriaxona (30 pg), Ceftazidime (30 pg), Cefepime (30 ug),
Gentamicina (10 pg), Amicacina (30 pg), Kanamicina (30 pg), Tobramicina (10 pg),
Ampicilina (10 pg), Piperaciclina/Taxobactam (100 ug/10 pg), Amoxilina/ Acido
clavulanico (20 pg/10 ug), Ampicilina/ Sulbactam (10 pg/10 ug), Ciprofloxacina (5 pg),
Norfloxacina (10 pg), Imipenem (10 pg), Ertapenem (10 pg), Meropenem (10 pg),
Aztreonam (30 pug), Cloranfenicol (30 ug), Tetraciclina (30 pg), e Cotrimoxazol (25 pg).

O uso de meios seletivos viabiliza o isolamento de cepas apresentando perfis de
resisténcia para marcadores de diversas classes de antimicrobianos. Foi considerado entéo,
um grupo de antimicrobianos relevantes como recursos terapéuticos que, ao longo das
ultimas décadas, tem se constituido como alvo do interesse central na evolucdo da
resisténcia transferivel. Consideramos multirresistentes as cepas que apresentaram
resisténcia a trés ou quatro grupos de antimicrobianos, sdo eles: Cefalosporinas de 32 e 42
geracdo, Aminoglicosideos, Quinolonas e Carbapenémicos. A auséncia de carater
multirresistente corresponde entdo, a niUmeros de marcadores menores do que trés.

Apés a leitura dos halos formados no teste de difusdo em agar, as cepas com
perfil de resisténcia para cefalosporinas de 3% geracdo foram submetidas ao teste de
inibicdo de betalactamase pelo acido clavulanico e ao teste de aproximacao de disco para
a indicacdo de presenca de ESBL de acordo com o CLSI (2014) e, as cepas que
apresentaram resisténcia aos carbapenémicos testados foram submetidas ao teste com
inibidores e potenciador para deteccdo de carbapenemases segundo a nota técnica da
ANVISA (2013).

2.4.2 Teste de inibicdo de betalactamase pelo acido clavulanico

A partir do crescimento em agar, foram preparadas suspensées salinas (0,85%
NaCl) com turvacao correspondente ao grau 0,5 da escala de Mc Farland e realizaram-se
inoculos em placas com MH &gar. Sobre a superficie inoculada foram depositados 0s

discos contendo betalactamicos isoladamente e conjugado com &cido clavulanico (Oxoid)
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e as placas foram incubadas por 18h em estufa a 35°C. Foram consideradas produtoras de
ESBLs as cepas que apresentaram halos nos discos conjugados com aumento maior que 5
mm em relacdo aos discos apresentando somente os betalactamicos. Foi empregado neste
teste cefotaxima e cefpodoxima, ambos associados ao acido clavulanico (CLSI, 2014). A

cepa de K. pneumoniae ATCC 700603 foi utilizada como controle positivo para este teste.

2.4.3 Teste de aproximacio de discos por difusdo de Agar

A partir do crescimento obtido em &gar, foram preparadas suspensdes salinas
(0,85% NaCl) com turvacdo correspondente ao grau 0,5 da escala de Mc Farland e
realizaram-se inoculos em placas com MH &gar. Sobre a superficie inoculada foram
depositados, lado a lado, discos contendo Ceftazidime, Amoxilina associada a Acido
clavulanico e Aztreonam, nesta ordem, com distancias de 20 mm entre eles a partir de
seus centros. As placas foram incubadas por 18h em estufa a 37°C e a leitura foi realizada
a partir da observacdo de ghost zone ou “zona fantasma” formada nos espagos entre os
discos. A cepa de K. pneumoniae ATCC 700603 serd usada como controle para este teste
(CLSI, 2014).

2.4.4 Teste com inibidores e potenciador para deteccdo de carbapenemases

Para as cepas do grupo CESP (Citrobacter freunddi, Enterobacter spp., Serratia spp.,
Providencia spp., Morganella morganii e Hafnia alvei), foram considerados os resultados
para Imipenem e Meropenem, enquanto para os ndo pertencentes do grupo CESP, também foi
considerado o valor para Ertapenem. Foram testados com discos de meropenem e imipenem,
com e sem adi¢do de EDTA, Cloxacilina (CLOXA) e &cido fenilboronico (AFB).

Os discos de imipenem e meropenem foram depositados em tampas de placa de Petri
estéril e adicionados 10 pg de solucdo de EDTA, CLOXA e AFB, deixados para secar por
cerca de 20 minutos.

A partir do crescimento das cepas a serem testadas, foram preparadas suspensdes em
solugéo salina (0,85% NaCl) com turvagdo correspondente ao grau 0,5 da escala de Mc
Farland da cepa E. coli ATCC 25922. Ap0s o preparo, a solucdo foi inoculada em placas de
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MHA e foram dispostos os discos de antimicrobianos com e sem as solugdes de EDTA,
CLOXA e AFB.

A cepa E. coli ATCC 25922 foi utilizada como controle negativo e K. pneumoniae
BR-12, K. pneumoniae KPC-2% e E. coli CMY-2%" como controles positivos respectivamente
para os discos contendo EDTA, AFB e CLOXA respectivamente.

Para as cepas ndo pertencentes ao grupo CESP, aquelas que apresentaram diferenca de
diametro >5 mm no halo para os carbapenémicos com EDTA em relacdo aos carbapenémicos
sem EDTA foram consideradas potenciais produtoras de metalo-betalactamase; as que
apresentaram diferenca de didmetro apenas com AFB foram consideradas produtoras de KpC;
as que apresentaram diferenca de didmetro para AFB e CLOXA foram consideradas
produtoras de AmpC plasmidial e deficientes de porinas; enquanto as cepas que apresentaram
diferenca de diametro no halo de inibicdo >5 mm com AFB, CLOXA e EDTA foram
consideradas mutantes deficientes em porinas ou produtoras de OXA-48.

Para as cepas pertencentes ao grupo CESP, apenas os resultados de Imipenem e
Meropenem foram considerados. Cepas com diferenca >5 mm entre o didmetro do halo de
inibicdo do disco com e sem EDTA foram consideradas potenciais produtoras de metalo-
betalactamase. Para os resultados com CLOXA e AFB, a ANVISA recomenda que a detec¢do

dos genes seja realizada atraves de técnicas de biologia molecular.
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Figura 2 - Disposigdo correta dos diversos discos empregados no Teste com inibidores e

potenciador para deteccdo de carbapenemase ao longo da placa
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Fonte: ANVISA, 2015

2.5 Ensaios de conjugacédo bacteriana

As cepas isoladas de amostras de dgua que expressaram fenotipicamente um maior
numero de marcadores de resisténcia foram submetidas a ensaios de conjugacdo
bacteriana segundo Clowes & Hayes (1968). A cepa receptora foi uma E. coli K12 R23,
que ndo apresenta plasmideo e é resistente a 1000 pg/mL de Rifampicina e sensivel a
antimicrobianos de uso habitual. As cepas foram incubadas em Caldo BHI a 35-37°C
“overnight” e, adicionadas em frascos contendo 4,5 mL de Caldo BHI estéril, numa
porcdo de 1:5 doadora:receptora em cada frasco, completando 5 mL. As culturas foram
agitadas e incubadas a 35-37°C por 3 h., agitadas novamente e inoculadas em placas de
MH &gar 200 pg/ml de rifampicina; 8 ug/mL de gentamicina e 200 ug/ml de rimapicina
com 8 ug/ml de gentamicina. As placas foram incubadas a 35-37°C por 24/48 h e

analisadas quanto a presenca de colonias.
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2.6 Deteccdo de genes por reacdo em cadeia de polimerase (PCR)

As cepas que apresentarem perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos de
interesse, foram submetidas a ensaios de PCR utilizando primers de oligonucleotideos
compativeis com perfil de ESBLs, EMAs e QNRs.

As reacdes ocorreram de acordo com Van de Klundert, Vliegenthart (1993); Arlet,
Philipon (1991); Pitout et al. (2004), e Jiang et al. (2008). As amostras de DNA foram
obtidas através de suspensdo de uma colénia em 100 uL de agua Milli-Q e as reagdes
foram conduzidas em um volume final de 50 uL.

Foi preparada uma mistura para cada par de oligonucleotideo com todos o0s
reagentes da reacdo, que depois foi dividida em aliquotas as quais foram adicionados 2 puL
de cada DNA alvo.

As concentrages finais de cada componente da reacdo foram: 1,5 mM MgCl>, 0,2
mM de uma mistura de DNTPs, 20 pmol de cada primer, tampédo de PCR 1x concentrado
e 1.25 U DNA Tag Polimerase.

As reacBes foram submetidas a ciclos de temperatura no termociclador DNA
Thermal Cycler. Cerca de 10 puL de material amplificado foi depositado juntamente com
10 uL de agua milig em slots de e-gel 2% agarose Invitrogen. A corrida e a visualizagao
das amostras foram realizadas em E-gel safe imager™ Real-time transilluminator da Life

Technology LTDA. A Tabela 1 apresenta os diversos primers que foram utilizados.
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Tabela 1 - Primers compativeis com perfil de ESBL, EMA, QNR e KpC que serdo utilizados

para ensaios de PCR

Primer Sequéncia 53— 3’ Produto Referéncia
Acc3lla-F ACT GTG ATG GGATACCGC TC 237bp | Vande Klundarte
Acc3lia-R CTCCGTCAGCGTTTCAGCTA Vliegenthart (1993)

TEM-F TTG GGT GCA CGA GTG GGT TA 503 bp Arlet e Philipon
TEM-R TAATTGTTG CCG GGA AGCTA (1991)
SHV-F TCG GGC CGC GTA GGC ATG AT 625 bp Arlet e Philipon
SHV-R AGC AGG GCG ACA ATCCCG CG (1991)
CTX-M-1-F3 GAC GAT GTC ACT GGC TGA GC 499 bp | Pitout et al (2004)
CTX-M-1-R2 AGC CGC CGACGCTAATACA
TOHO-1-2F | GCG ACC TGG TTAACT ACAATCC | 351bp | Pitoutetal (2004)
TOHO-1-1R CGG TAG TAT TGT CCT TAA GCC
gnrA up AAG GAA GCC GTATGG ATATT 670 bp Jiang et al (2008)
gnrA dw AGC TAA TCC GGC AGC ACT AT
qnrB up CGA CCT GAG CGG CAC TGA AT 515 bp Jiang et al (2008)
gnrB dw TGA GCA ACG ATG CCT GGT AG
KPC-F TGT CAC TGT ATC GCC GTC 1011 bp | Yigtietal (2001)

KPC-R CTC AGT GCT CTA CAG AAAAACC

Fonte: A Autora, 2015
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3 RESULTADOS

3.1 Selecdo e identificacdo das cepas

Nas amostras de agua analisadas em 2005 e 2007 na localidade estudada, foram
isoladas 16 cepas de bacilos Gram negativos, sendo 8 (50%) da Lagoa de Marapendi, 1
(6,25%) da Lagoa de Jacarepagud e 7 (43,75%) do Canal de Camorim. Em 2013, foram
isoladas 40 cepas de bacilos Gram-negativos, sendo 18 (45%) da Lagoa de Jacarepagud; 11
(27,5%) da Lagoa de Marapendi e 11 (27,5%) do Canal de Camorim (Gréfico 1).

Gréfico 1 - Demonstracdo quantitativa das cepas obtidas em cada ponto de coleta nos anos de
2005, 2007 e 2013 nas amostras de &gua coletadas no Complexo Lagunar de

Jacarepagua, regido oeste da cidade do Rio de Janeiro
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Fonte: A Autora, 2015

Dentre as 17 cepas analisadas entre 2005 e 2007, foi encontrado uma Escherichia coli
na Lagoa de Jacarepagua, oito Escherichia coli na Lagoa de Marapendi enquanto no Canal de
Camorim foram obtidas seis Escherichia coli, uma Klebsiella pneumoniae e uma
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Enterobacter cloacae. J& em 2013, dos 40 isolados, 18 cepas foram identificadas como
Escherichia coli na Lagoa de Jacarepagua, na Lagoa de Marapendi foram obtidas 10
Escherichia coli e uma Enterobacter cloacaea e no Canal de Camorim foram isolados seis

Escherichia coli e cinco Klebsiella pneumoniae (Grafico 2).

Gréfico 2 - Identificacdo e contagem das espécies isoladas em cada ponto de coleta em 2005,
2007 e 2013 nas amostras de agua coletadas no Complexo Lagunar de

Jacarepagua, regido oeste da cidade do Rio de Janeiro
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Fonte: A Autora, 2015

3.2 Determinacéao do perfil de susceptibilidade aos agentes antimicrobianos

3.2.1 Disco difusdo

Das cepas analisadas em 2005 e 2007, todas (100%) apresentaram resisténcia a pelo
menos trés classes de antimicrobianos testados. Sendo constatada a presenca de diversas cepas

apresentando resisténcia a cefalosporinas de terceira e quarta geragoes, indicativa da presenca
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de ESBLs, além de resisténcia a ciprofloxacina e norfloxacina, indicativo para a presenca de
PMQRs e cepas com perfis de resisténcia compativeis com a presenga de EMA. Apenas uma
cepa apresentou resisténcia a imipenem, um carbapenémico utilizado apenas na pratica
clinica. Dentre as 17 cepas analisadas, 12 (70,5%) foram consideradas multirresistentes de

acordo com o ponto de corte pré-determinado nesse estudo (Tabela 2).
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Tabela 2 - Perfis de resisténcia encontrados nas cepas isoladas em 2005 e 2007 no Complexo
Lagunar de Jacarepagua
Ponto de coleta Cepa Perfil de resisténcia
Lagoa de Jacarepagua  Ec5/05 CFL/CFZ/CRX/ICAZIGEN/AMP/ATM/CLO/TET

Lagoa de Marapendi Ec1/05 CFL/CFZ/CRX/CTX/CRO/CPM/GEN/TOB/KAN/AMP
ASB/CIP/NOR/CLO/SUT/TET

Lagoa de Marapendi Ec2/05 CFL/CFZ/CRX/CTX/CRO/CPM/GEN/TOB/AMP/ASB
CIP/NOR/ATM/CLO/SUT/TET

Lagoa de Marapendi Ec1/07 CFL/CFZ/CRX/CTX/CRO/CPM/GEN/TOB/KAN/AMP
ASB/CIP/NOR/CLO/SUT/TET

Lagoa de Marapendi Ec2/07 CFL/CFZ/CRX/CTX/CRO/CPM/GEN/TOB/KAN/AMI
AMP/CIP/NOR/CLO/SUT/TET

Lagoa de Marapendi Ec3/07 CFL/CFZ/CRX/CTX/CRO/CPM/GEN/TOB/KAN/AMP

ASB/CIP/NOR/ATM/CLO/SUT/TET
Lagoa de Marapendi Ec4/07 CFL/CFZ/CRX/CTX/CRO/CPM/GEN/TOB/KAN/AMP
CIP/NOR/SUT/TET

Lagoa de Marapendi  Ec19/07 CFL/CFZ/CRX/CTX/CRO/CPM/GEN/TOB/KAN/AMP
ASB/CIP/INOR/ATM/SUT/TET

Lagoa de Marapendi  Ec20/07 CFL/CFZ/CRX/CTX/CRO/CPM/AMP/ASB/CIP/NOR/

CLO/SUTITET

Canal de Camorim Ec4/05 CFL/CFZ/TET/AMP/CIP/NOR

Canal de Camorim Kp7/05 CFL/CFZ/CRX/CTX/CRO/CPM/GEN/TOB/KAN/AMP

ASB/CLO/SUT/TET

Canal de Camorim Ec5/07 CFL/CFZ/CRX/CTX/CRO/CPM/GEN/AMP/CIP/NOR
CLO/SUTITET

Canal de Camorim Ec6/07 CFL/CFZ/CRX/CTX/CRO/CPM/GEN/AMP/CIP/NOR
CLO/SUTITET

Canal de Camorim Ec7/07 CFL/CFZ/CRXICTX/CRO/CAZ/CPM/GEN/TOB/AMP
CIP/NOR/ATM/CLO/SUT/TET
Canal de Camorim Ec8/07 CFL/CFZ/CRX/CTX/CRO/CPM/GEN/TOB/KAN/AMP
ASB/CIP/NOR/ATM/CLO/SUT/TET
Canal de Camorim Ec14/07 CFL/CFZ/CRX/CRO/CPM/CIP/NOR/IMI/TET

Canal de Camorim Ecl23/07 CFL/CFZ/AMP/CLO

Legenda: Ec- E. coli; Kp- K. pneumoniae; Ecl- Enterobacter cloaceae; Cfl- Cefalotina; Cfz- Cefazolina; Crx- Cefuroxima;
Caz- Ceftazidima; Ctx- Cefotaxima; Cro- Ceftriaxona; Cpm- Cefepime; Gen- Gentamicina; Tob- Tobramicina;
Kan- Kanamicina; Ami- Amicacina; Amp- Ampicilina; Asb- Ampicilina/Sulbactam; Cip- Ciprofloxacina; Nor-
Norfloxacina; Imi- Imipenem; Atm- Aztreonam; Clo- Cloranfenicol; Sut- Cotrimoxazol; Tet- Tetraciclina.

Fonte: A Autora, 2015

Com relagéo as cepas isoladas em 2013, pode-se observar a ocorréncia de resisténcia a
pelo menos sete classes de antimicrobianos na totalidade das cepas (100%) tanto naquelas
previamente isoladas com gentamicina quanto nas cepas isoladas com cefalotina (Tabela 3).

A tabela nos permitiu verificar a presenca de cepas indicativas fenotipicamente para

presenca de ESBLs apresentando resisténcia a cefalosporinas de terceira e quarta geracao,
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resisténcia a ciprofloxacina e norfloxacina indicando a presenca de genes de QNR,

verificamos também cepas com perfis fenotipicos compativeis com genes de EMAS e algumas

com resisténcia a carbapenémicos, indicando a possivel presenca do gene blakpc.

Tabela 3 - Perfil de resisténcia das cepas isoladas em meios contendo 8 upg/mL de

Gentamicina e 32 ug/mL de Cefalotina em amostras de 4gua do Complexo

Lagunar de Jacarepagua em 2013 (Continua)

Local de coleta
Lagoa de Jacarepagué

Lagoa de Jacarepagua

Lagoa de Jacarepagué
Lagoa de Jacarepagua

Lagoa de Jacarepagua
Lagoa de Jacarepagué

Lagoa de Jacarepagué
Lagoa de Jacarepagua

Lagoa de Jacarepagua

Lagoa de Jacarepagua
Lagoa de Jacarepagua
Lagoa de Jacarepagua

Lagoa de Jacarepagua
Lagoa de Jacarepagua
Lagoa de Jacarepagué

Lagoa de Jacarepagua
Lagoa de Jacarepagua
Lagoa de Jacarepagua
Lagoa de Marapendi
Lagoa de Marapendi
Lagoa de Marapendi
Lagoa de Marapendi
Lagoa de Marapendi
Lagoa de Marapendi

Espécie
Ec1G/13

Ec3G/13

Ec4G/13
Ec5G/13

Ec8G/13
Ec9G/13

Ec10G/13
Ec11G/13

Ec12G/13

Ec1CFL/13
Ec7CFL/13
Ec8CFL/13

Ec12CFL/13
Ec15CFL/13
Ec16CFL/13

Ec27CFL/13
Ec28CFL/13
Ec13G/13
Ec1G/13
Ec3G/13
Ec4G/13
Ec6G/13
Ec10G/13
Ec12G/13

Perfil de resisténcia
CFL/CFZ/CTX/GEN/AMI/TOB/AMP/AMC/SUT
TET
CFL/CFZ/CTX/GEN/AMI/TOB/AMP/SUT
TET
CFZ/CTX/GEN/TOB/AMP/AMC/SUT/TET
CFZ/CTX/GEN/AMI/TOB/AMP/AMC/ASB/SUT
TET
CFL/CFZ/CFO/CTX/GEN/AMI/TOB/AMP/SUT/TET
CFL/CFZ/CRX/CTX/CRO/GEN/AMI/AMP/AMC
CIP/NOR/SUT/TET
CFL/CTX/GEN/KAN/TOB/AMP/ASB/SUT/TET
CFZ/CRX/ICTX/GEN/KAN/TOB/AMP/CIP/NOR
SUT/TET
CFL/CFZ/CRX/CTX/CRO/GEN/AMP/PPT/AMC
ASB/CIP/NOR/IMI/SUT/TET
CFL/CFZ/CRX/CTX/AMI/AMP/ATMI/TET
CFL/CFZ/CRX/CTX/CRO/AMP/IMI/MER/SUT
CFL/CFZ/CRX/CTX/CRO/CAZ/CPM/AMI/KAN
AMP/NOR/IMI/ETP/MER/ATM/CLO
CFL/CFZ/CRX/CTX/CRO/CPM/AMI/KAN/AMP
AMC/ASB/CIP/NOR/IMI/ETP/MER/TET
CFL/CFZ/CRX/CTX/CRO/CPM/AMI/AMP/IMI
ATM/SUT
CFL/CFZ/CFO/CRX/CTX/CRO/CAZ/CPM/AMI
KAN/TOB/AMP/IMI/ETP/MER/ATM/SUT
CFL/CFZ/CRX/CTX/AMP
CFL/CFZ/CRX/CTX/GEN/AMP/NOR/TET
CRX/CTX/GEN/AMI/AMP/NOR/SUT/TET
CTX/GEN/AMP/SUT/TET
GEN/AMP/AMC/SUT/TET
CFZ/GEN/AMP/ASB/NOR/SUT/TET
CTX/GEN/AMP/SUT/TET
GEN/TOB/AMP/ASB/NOR/SUT/TET
CFL/GEN/KAN/AMP/SUT/TET
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Tabela 3 - Perfil de resisténcia das cepas isoladas em meios contendo 8 pg/mL de
Gentamicina e 32 ug/mL de Cefalotina em amostras de agua do Complexo

Lagunar de Jacarepagua em 2013 (Continuacao)

Local de coleta Espécie Perfil de resisténcia
Lagoa de Marapendi  Ec15G/13 CFL/CTX/GEN/KAN/TOB/AMP/AMC/ASB/NOR
SUT/TET
Lagoa de Marapendi Ec19CFL/13 CFL/CFZICRX/CTX/AMP/SUT
Lagoa de Marapendi Ec22CFL/13 CFL/CFZ/CRX/AMP/SUT
Lagoa de Marapendi Ecl25CFL/13 CFL/CFZ/CRX
Canal de Camorim KplG/13 CFL/CFZ/CRX/CTX/CRO/GEN/AMP/CIP/NOR
SUT
Canal de Camorim Ec2G/13 CFZ/CTX/GEN/AMP/CIP/NOR/TET
Canal de Camorim Kp3G/13 CFL/CFZ/CRX/CTX/CRO/GEN/AMP/CIP/NOR
CLO/SUT
Canal de Camorim Kp7G/13 CFL/CFZ/CRX/ICTX/CRO/GEN/AMP/AMC/SUT
TET
Canal de Camorim Ec8G/13 CFL/CFZ/ICTX/GEN/AMI/TOB/AMP/AMC/ASB

CIP/NOR/TET
Canal de Camorim Kp1CFL/13 CFL/CFZ/CFO/CRX/CTX/CRO/CAZ/CPM/KAN
AMP/PPT/AMC/ASB/IMI/ATM

Canal de Camorim Ec5CFL/13 CFL/CFZ/CRX/CRO/AMP

Canal de Camorim Ec8CFL/13 CFL/CFZ/CFO/CTX/CRO/CAZ/AMP/PPT/AMC
CIP/ITET

Canal de Camorim Ec10CFL/13 CFL/CFZ/ICRX/AMP

Canal de Camorim Kpl3CFL/13 CFL/CFZ/AMP/ASBI/TET

Canal de Camorim Ec14CFL/13 CFL/CFZ/CRX/CRO/CPM/CIP/NOR/IMI/TET

Legenda: Ec- Escherichia coli; Kp- Klebsiella pneumoniae; Ecl- Enterobacter cloacaea; Cfl- Cefalotina; Cfz- Cefazolina;
Cfo- Cefoxitina; Crx- Cefuroxima; Ctx- Cefotaxima; Cro- Ceftriaxona; Caz- Ceftazidima; Cpm- Cefepima; Gen-
Gentamicina; Ami- Amicacina; Kan- Kanamicina; Tob- Tobramicina; Amp-  Ampicilina, Ppt-
Piperaciclina/Tazobactam; Amc- Amoxilina/Acido Clavulanico; Asb- Ampicilina/Sulbactam; Cip- Ciprofloxacing;
Nor- Norfloxacina; Ipm- Imipenem; Etp- Ertapenem; Mer- Meropenem; Atm- Aztreonam Clo- Cloranfenicol; Sut-
Cotrimoxazol; Tet- Tetraciclina.

Fonte: A Autora, 2015

Quando levamos em consideracdo 0s pontos de cortes pré-determinados, ou seja,
apresentando resisténcia a trés ou mais grupos de antimicrobianos, sendo eles ESBLs, EMAs,
PMQRs e Carbapenémmicos, foi possivel verificar que, nas cepas obtidas na lagoa de
Jacarepagua, nenhuma isolada em 2005 e 2007 apresentou o padrdo de multirresisténcia
enquanto nove cepas isoladas em 2013 apresentaram esse padrdo; na lagoa de Marapendi,
verificamos uma discrepancia no padrdao de multirresisténcia, em 2005 e 2007, sete cepas
apresentaram perfis fenotipicos compativeis com os pré-determinados enquanto em 2013,
apenas uma cepa apresentou esse perfil; no canal de Camorim, foram obtidas cinco e seis

amostras respectivamente apresentando esses perfis (Tabela 4).
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Tabela 4 - Padrdo de multirresisténcia pré-determinado como ponto de corte para analise

estatistica

Local de ESBL EMA PMQR Carbapenémicos Multirresisténcia
coleta

05/07 2013 05/07 2013 05/07 2013 05/07 2013 05/07 2013
Lagoa de 1 18 1 16 0 7 0 6 0 9
Jacarepagua
Lagoa de 8 4 7 7 8 3 0 0 7 1
Marapendi
Canal de 6 9 5 6 6 6 1 2 5 6
camorim

Legenda: ESBL — Betalactamase de espectro estendido; EMA — Enzimas modificadoras de aminoglicosideos;
PMQR- Resisténcia a quinolona mediada por plasmideos
Fonte: A Autora, 2015

3.2.2 Identificacdo de perfis fenotipicos compativeis com a presenca de ESBL

A identificacdo de perfis fenotipicos compativeis com a presenca de ESBLs foi
realizada através dos testes de inibicdo de beta-lactamase pelo &cido calvulanico e teste de
aproximacdo de disco por difusdo em &gar para cepas que apresentaram resisténcia a
cefalosporinas de terceira e quarta geragoes.

Das 56 cepas testadas, 18 apresentaram perfil de resisténcia indicativo para a presenca
de genes compativeis com ESBLs, sendo, dentre as 18 cepas positivas, 13 (72%) pertencentes
a amostras de dgua coletadas em 2005 e 2007 e cinco (28%) foram detectadas nas amostras de

agua coletadas em 2013.

3.2.3 Testes com inibidor e potenciador para deteccdo de Carbapenemase

Para as cepas que apresentaram resisténcia a, pelo menos, um dos carbapenémicos
testados: Imipenem, Meropenem ou Ertapenem, foi realizado o teste com inibidores e
potenciador para deteccdo de carbapenemase da ANVISA. Das 56 cepas analisadas, sete

(12,5%) apresentaram perfil fenotipico compativel com a producdo do gene blakgc.



48

3.3 Ensaios de conjugacéao bacteriana

A conjugacdo bacteriana foi realizada em cepas que apresentaram resisténcia a
Gentamicina. Foram testadas 14 cepas isoladas em 2005/ 2007 e 23 cepas isoladas em 2013.
Dentre o total de 37 cepas testadas, onze apresentaram perfis indicativos de transferéncia
plasmidial, todas provenientes das coletas de 2005/2007. Foram obtidas 35 coldnias que
apresentaram uma provavel transferéncia de DNA plasmidial a partir da observacdo dos

resultados dos testes biogquimicos e dos testes de susceptibilidade aos antimicrobianos.

3.4 Analise estatistica

Considerando as perdas de cepas isoladas, principalmente para a coleta de 2005 e
2007, foi realizado o Teste Exato de Fisher, visando indicar as eventuais variacbes na
multirresisténcia para dois periodos: 2005/ 2007 e 2013.

Para o periodo de 2005/2007, ndo encontramos diferenca significativa entre Camorim
e Marapendi (p= 0.4467). Para o periodo de 2013, contatamos que houve uma diminui¢do de
proporcOes de cepas multirresistentes quando comparamos Camorim e Marapendi (p>0,05);
guando comparamos Jacarepagua e Marapendi, encontramos um valor proximo a
significancia (Midi P = 0,05348); entretanto ndo houve diferenga significativa entre
Jacarepagua e Camorim (p> 0,05).

Quando comparados os dois periodos, averiguamos a existéncia de uma diminuigéo
significativa das proporgOes de cepas multirresistentes quando comparamos 2005/ 2007 e
2013 (p> 0,05). Analiticamente, ndo encontramos diferencas de proporcdes de cepas
multirresistentes entre 2005/ 2007 e 2013 para o canal de Camorim (p> 0,05), mas, sim, para
a lagoa de Marapendi (p= 0,004882).
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3.5 Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR)

De acordo com o perfil fenotipico de resisténcia encontrado nas cepas analisadas,
foram realizadas técnicas de PCR para diferentes genes de resisténcia. As cepas que
apresentaram resisténcia a cefalosporinas de 32 e 42 geracOes e foram positivas para os testes
de inibicdo de beta-lactamase pelo acido calvulanico e aproximacéao de disco por difusdo em
agar, foram testadas para a presenca dos genes blatem, blashv, blactx-m e blatoHo. As cepas
que apresentaram positividade no teste com inibidores e potenciador para deteccdo de
carbapenemase, foram testadas para a presenca do gene blakpc. Para as cepas que
apresentaram resisténcia aos antimicrobianos da classe das fluorquinolonas, foram realizados
testes para a presenca dos genes gnrA e gnrB. Para as amostras que apresentaram perfis
fenotipicos compativeis com a presenca de genes de aminoglicosideos, a técnica de PCR foi
utilizada para verificar a presenca do gene aacC3 (ANEXOS A, B, C, D).

3.5.1 Presenca de betalactamase de espectro estendido

Das 18 (32%) cepas que apresentaram resisténcia a cefalosporinas de terceira e quarta
geracdo, 14 foram positivas para os testes fenotipicos indicativos da presenca de genes de
ESBL e submetidas a ensaios da PCR. Trés cepas (21,4%) apresentaram produtos de
amplificacdo para o gene blartem, uma (7,1%) para o gene blactx-m, uma (7,1%) para o gene
blaTtoHo € nenhuma apresentou produto de amplificacdo para o gene blasny. Vale ressaltar que
nove cepas (64,3%) apresentaram produtos de amplificacdo para os genes blatem e blactx-m

sendo todas provenientes das coletas realizadas nos anos de 2005 e 2007 (Tabela 5).
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Tabela 5 - Perfis genotipicos identificados através de ensaios de PCR pra a presenca de genes

de ESBLs
Espécie Ponto de coleta Teste blatem  blassy  blactxm  blartono
fenotipico
de ESBL
Ec8CFL/13 Lagoa de Jacarepagua - NT NT NT NT
Ec12CFL/13 Lagoa de Jacarepagua - NT NT NT NT
Ec15CFL/13 Lagoa de Jacarepagua + + - - -
Ec16CFL/13 Lagoa de Jacarepagua + + - - -
Ec1/05 Lagoa de Marapendi + + - + -
Ec2/05 Lagoa de Marapendi + + - + -
Ec1/07 Lagoa de Marapendi i + - + -
Ec2/07 Lagoa de Marapendi + + - + -
Ec3/07 Lagoa de Marapendi i + - + -
Ec4/07 Lagoa de Marapendi + - - + -
Ec19/07 Lagoa de Marapendi - NT NT NT NT
Ec20/07 Lagoa de Marapendi + - - - +
Kp7/05 Canal de Camorim - NT NT NT NT
Ec5/07 Canal de Camorim + + - + -
Ec6/07 Canal de Camorim i + - + -
Ec7/07 Canal de Camorim + + - + -
Ec8/07 Canal de Camorim i + - + -
Ec8CFL/13 Canal de Camorim + + - - -
Legenda: Ec- Escherichia coli; Kp- Klebsiella pneumoniae; CFL- Cefalotina; + positivo; - negativo; NT- ndo
testado.

Fonte: A Autora, 2015

3.5.2 Gene blakpc

Dentre as sete cepas que apresentaram resisténcia a Imipenem, Ertapenem e
Meropenem, nenhuma foi positiva no teste com inibidores e potenciador para deteccdo de
carbapenemase, mesmo assim, foi realizada a técnica de PCR para confirmagéo dos resultados

detectados.

3.5.3 Presenca de Plasmideo Mediando Resisténcia a Quinolonas

Das 26 cepas que apresentaram resisténcia aos antimicrobianos da classe das
Fluoquinolonas, 22 (84,6%) foram submetidas a ensaios de PCR, sendo quatro cepas
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(18,18%) provenientes da lagoa de Jacarepagua em 2013; oito (36,36%) obtidas na lagoa de
Marapendi nos anos de 2005/ 2007; dez (45,45%) encontradas no canal de Camorim, sendo
cinco referentes aos anos de 2005/ 2007 e cinco ao ano de 2013 e nenhuma apresentou

positividade para os genes QNRa e QNRDb testados.

3.5.4 Enzimas Modificadoras de Aminoglicosideos

As cepas que apresentaram resisténcia a pelo menos trés dos aminoglicosideos
testados foram submetidas a técnica de PCR para identificacdo do gene aacC3. Das 18 cepas

previamente selecionadas, nenhuma apresentou positividade para o gene citado.
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4 DISCUSSAO

Nas regides Sul e Sudeste € comum a presenca de sistemas lagunares e lagoas
costeiras, sendo o0 Rio de Janeiro, um dos Estados que mais apresenta esses sistemas em seu
territorio. H& mais de 5 décadas esses ambientes costeiros vém sofrendo alteracdes para ceder
lugar ao meio urbano. As regifes da Barra da Tijuca e de Jacarepagua viveram na década de
70 um intenso processo de ocupacdo urbana que dura até hoje. (PRAST, BENTO, 2011;
ROSMAN, 2012; PIMENTA, MARQUES, ARAUJO, 2003). Essa ocupagio submete esses
sistemas a processos de deterioracdo da qualidade das suas &guas. O crescimento
populacional, bem como a ocupacdo irregular da faixa marginal dos corpos hidricos nessa
regido, ndo foi acompanhado pelo desenvolvimento de infraestruturas urbanas de agua e
esgoto fazendo com que a regido sofra com a falta de escoamentos sanitarios adequados.

Entre 1960 e 2014, a populagdo da Barra da Tijuca cresceu 69 vezes mais do que a do
Municipio do Rio de Janeiro, enquanto Jacarepagua cresceu 1,9 vezes mais. (Fonte: Adaptado
de IPP, 2001). Esta apropriacdo das margens, associada a incorporacdo desta area a malha
urbana carioca vem fazendo todo o conjunto lagunar sentir a influéncia do processo
ocupacional que a regido apresenta. Os aterros e 0s desmatamentos, concatenados ao despejo
de dejetos, rejeitos industriais, lixo e o aporte de dgua doce do esgotamento sanitario que vem
se ampliando ao longo das ultimas décadas, esta acarretando problemas como assoreamento,
mortandade de peixes, mudan¢a na tonalidade da 4gua, mau cheiro, “explosdo” de algas,
enchentes entre outros fendmenos. (PIMENTA, et al., 2003).

Recentemente o0s terrenos na Barra da Tijuca e Jacarepagua, principalmente aqueles
localizados no entorno do Complexo Lagunar de Jacarepagud, tém ganhado mais visibilidade
publica, pois irdo abrigar parte dos equipamentos para as Olimpiadas de 2016. De acordo com
Carvalho (2013), caso ndo haja uma intervengdo politica para gerenciar a ocupacdo, a
degradacdo do meio ambiente lagunar vai se agravar e podera influenciar na populacéo local.

De acordo com a Secretaria Estadual de Meio Ambiente e Desenvolvimento
Sustentavel- SEMADS o sistema de esgotamento sanitario da Barra da Tijuca somente foi
inaugurado em 2007 quando teve inicio a operagdo do emissario submarino. Contudo, foi
apenas em 2009 que a estacdo de tratamento de esgotos da Barra da Tijuca comegou a operar.
De acordo com a CEDAE (2014), a previsdo é que até 2016 toda a rede de esgoto esteja
implementada. Se, até o ano de 2007, essa regido ndo tinha tratamento de esgoto, atualmente a

CEDAE atende 85% desta area. Devido a demora na implantacdo do sistema de esgotamento



53

sanitario, desencadeou-se um problema ambiental nas lagoas do Complexo Lagunar de
Jacarepagua, principalmente porque ambientes aquaticos sd8o um importante local de
disseminacdo bacteriana com genes de resisténcia capazes de causar infeccdes em humanos.
Em nossos estudos, em especial na area da Lagoa de Marapendi, foi possivel observar uma
diminuigéo significativa nos perfis de resisténcia encontrados nas cepas analisadas em 2013,
qguando comparadas com as cepas analisadas em 2005 e 2007. Podemos supor que a
implantacdo do sistema de tratamento de esgoto esta auxiliando na diminuicdo de cepas
multirresistentes nesse ambiente. Nos outros pontos analisados, observamos de fato, uma
mudanca nos perfis de resisténcia, porém ainda é possivel encontrar cepas bacterianas
multirresistentes com perfis indicativos de ambientes hospitalares.

Devido ao ponto de corte pré-selecionado em nossos estudos, verificamos que na
lagoa de Jacarepagua em 2013 obtivemos 18 cepas com perfil de resisténcia para ESBLs, 16
para EMAs, sete para PMQRSs e seis para KpC. Apuramos também que, de acordo com a
nosso critério de multirresisténcia, nove cepas provenientes da lagoa de Jacarepagud em 2013
podem ser consideradas multirresistentes. Devido a perda de cepas nas amostras de agua
analisadas em 2005/ 2007, dispusemos apenas uma cepa com perfil de resisténcia compativel
com ESBL e EMA e nenhuma com perfil de multirresisténcia. Em Marapendi foi possivel
detectar nas amostras de agua analisadas em 2013, quatro cepas com perfil de resisténcia para
ESBLs, sete para EMA, trés para PMQR e nenhuma para KpC. Em 2005/ 2007 observamos a
presenca de oito cepas com perfil de resisténcia para ESBL, sete para EMA, oito para PMQR
e nenhuma para KpC. Um dado notavel é que nas cepas analisadas em 2005/2007 sete
apresentaram perfil de multirresisténcia enquanto apenas uma apresentou esse perfil nas cepas
de 2013. No canal de Camorim em 2013 conferimos que nove cepas apresentaram perfis
compativeis com ESBL, seis com EMA e PMQR e duas para KpC enquanto em 2005/ 2007,
seis cepas apresentaram perfil de ESBL, cinco para EMA, seis para PMQR e apenas uma para
KpC. De acordo com nossos estudos, o canal de Camorim se manteve equivalente durante os
anos de 2005/ 2007 e 2013, onde foi encontrado cinco e seis cepas, respectivamente, com
perfis de multirresisténcia compativeis com os previamente selecionados.

A familia Enterobactériaceae esta entre as principais encontradas na microbiota de
humanos e animais. De acordo com Said (2015), essas bactérias, quando encontradas em
aguas residuais e diferentes ambientes, indicam contaminacdo ambiental por material fecal
devido ao despejo de esgoto sem tratamento prévio.

Foi possivel detectar a presenca de 16 cepas de Enterobacteriaceae isoladas em 2005 e

2007 e 40 cepas isoladas em 2013. Em todos os anos foi possivel verificar a predominancia
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de Escherichia coli, aparecendo em 87,5% das cepas identificadas em 2005 e 2007 e em 82%
das cepas identificadas em 2013. Foi possivel detectar uma igualdade numérica de Klebsiella
penuminae (6,25%) e Enterobacter cloacae (6,25%) nas cepas provenientes dos anos de 2005
e 2007 enquanto em 2013, houve prevaléncia de Klebsiella pneuminiae (14%) sobre a
Enterobacter cloacae (4%).

Durante nossas analises, verificamos a presenca de cepas de E. coli multirresistentes
em todos os ambientes analisados. Na lagoa de Jacarepagua, obtivemos um total de 19 cepas
de E. coli sendo nove apresentando perfil de multirresisténcia; na lagoa de Marapendi,
notamos uma alteracdo no perfil resisténcia ao longo dos anos estudados, das 18 cepas
analisadas, as oito obtidas em 2005/ 2007 foram identificadas como multirresistentes
enquanto das dez cepas obtidas em 2013, apenas duas apresentaram esse carater; no Canal de
Camorim foram detectadas sete cepas de E. coli, sendo 5 provenientes dos anos de 2005/ 2007
e duas do ano de 2013, todas com perfil de multirresisténcia. Lawrence (1998) afirma que
cepas de E. coli sdo resistentes a diversos antimicrobianos, porém dificilmente elas
apresentam perfis de resisténcia para dois ou mais grupos de antimicrobianos sendo
vulnerdvel para amicacina, gentamicina e quinolonas, entretanto, em nossos estudos,
obtivemos cepas de E. coli resistentes a mais de trés grupos de antimicrobianos, incluindo ao
grupo dos antimicrobianos citados acima.

A presenca de Klebsiella pneumoniae se restringiu ao Canal de Camorim e pudemos
verificar a presenca de quatro cepas, sendo uma encontrada em 2005/ 2007 e trés analisadas
em 2013, dentre as quais, duas apresentaram perfis de multirresisténcia. Nathisuwan (2012)
afirma que algumas k. pneumoniae, quando capazes de produzir betalactamase, se tornam
resistentes a antimicrobianos como aminoglicosideos, fluoroquinolonas, tetraciclinas,
cloranfenicol e trimetoprim/ sulfametoxazol, dados esses que vao de encontro com 0s nossos,
uma vez que nossas cepas conferiram resisténcia a todos os antimicrobiano citados.

A presenca de Enterobacter cloacae foi encontrada em baixa quantidade, apenas uma
amostra foi obtida em cada ano de coleta e nenhuma apresentou perfil de multirresistencia.
Wisplinghoff (2004) atesta que essa espécie apresenta resisténcia para ampicilina, amoxilina e
cefalosporinas corroborando com nossos dados, pois as cepas de Enterobacter cloacae
apresentou resisténcia aos grupos de antimicrobianos citados, porém ndo foi detectado
resisténcia a ampicilina em nossos estudo, mas uma cepa apresentou resisténcia ao
cloranfenicol.

Ambientes de agua sdo agentes cruciais para a coexisténcia e antagonismo de

organismos resistentes originados de locais altamente seletivos com bactérias ambientais
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desempenhando um papel importante como reservatdrio de genes de resisténcia
(COUTINHO, 2014). A presenga e propagacdo de antimicrobianos no meio ambiente vém
desencadeando a resisténcia bacteriana a diversos grupos de antimicrobianos especialmente
em aguas residuais (CZEKALSKI et al., 2015; EVERAGE et al,, 2014).

Como esse tipo de ecossistema € ideal para a transferéncia de material genético entre
bactérias, é possivel detectar cepas multirresistentes as diversas familias de antimicrobianos
estudadas. Os genes de resisténcia a antimicrobianos que conferem caracteristica de
resisténcia sdo atualmente discutidos como contaminantes ambientais emergentes
(BERGERO, 2015; CZEKALSKI, 2015).

Em nossos estudos, todas as 56 cepas isoladas apresentaram resisténcia a, pelo menos,
um dos antimicrobianos testados. Diversos estudos sugerem que a poluicdo ambiental é capaz
de promover a propagacdo da resisténcia em ambientes aquaticos. A descarga de aguas
residuais influencia na diversidade de microrganismos resistentes e de genes de resisténcia
(COUTINHO et al., 2014; CZEKALSKI et al., 2012; TACAO, CORREIA, HENRIQUES,
2012; TACAO, CORREIRA, HENRIQUES, 2015).

As cepas isoladas foram identificadas como Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e
Enterobacter cloacae e apresentaram resisténcia principalmente as cefalosporinas de 3% e 42
geracOes. Segundo Van Hoek (2015), a resisténcia bacteriana a cefalosporinas de 32 e 42
geragBes esta muitas vezes associada a contaminacdo fecal, principalmente entre estas
especies bacterianas.

Entre as cepas testadas em 2005 e 2007, todas apresentaram resisténcia a, pelo menos,
seis grupos de antimicrobianos enquanto em 2013, todas apresentaram resisténcia a sete
grupos de antimicrobianos. Além dos niveis elevados de resisténcia, a maior preocupacéao foi
a presenca de 18 cepas resistentes a cefalosporinas de 3% e 42 geragdes, positivas para a
presenca de genes de ESBLs associadas com resisténcia a aminoglicosideos,
trimetoprim/suflametoxazol e tetraciclina. Contudo, entre as cepas analisadas por nos, 0s
niveis de cepas resistentes inclusive a fluorquinolonas ndo foram consideraveis. Bogaerts
(2015), realizou um estudo com 169 cepas de enterobactérias isoladas de ambientes aquaticos,
no qual 22 apresentaram resisténcia a cefalosporinas de 32 geragdo. O autor pode associar a
presenca de ESBLs a resisttncia a  aminoglicosideos,  fluorquinolonas,
trimetoprim/sulfametoxazol e tetraciclina principalmente nas cepas de E. coli e K.
pneumoniae assim como em nossos estudos.

Akiba (2015) isolou um total de 209 de Enterobacteriaceae encontradas em diferentes

de amostras de agua onde foi possivel detectar resisténcia a cefazolina acima de 40%,
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imipenem e cloranfenicol acima de 54%. Houve também uma resisténcia a cefalotina de 80%
e 50% em relagdo a tetraciclina, kanamicina e cotrimoxazol. Em nossos estudos, foi possivel
observar resisténcia a cefalotina e cefazolina em 75% das cepas estudadas, enquanto 66% das
cepas apresentaram resisténcia a tetraciclina e cotrimoxazol. Porém, imipenem, cloranfenicol
e kanamicina apresentaram frequéncia de resisténcia menor que 30% nas nossas amostras. A
presenca de uma alta resisténcia a cefalosporinas de primeira geragéo, tetraciclina e
cotrimoxazol pode estar relacionada ao uso continuo desses antimicrobianos em tratamentos
infecciosos. Segundo Bouki, Venieri e Diamopoulos (2013) afirmam que a presenca de cepas
bacterianas resistentes a antimicrobianos € afetada pela origem das aguas de esgoto e nem
sempre séo detectadas altas concentracOes de antimicrobianos no ambiente.

A presenca de cepas resistentes a tetraciclina se equipara a presenca de cepas
resistentes a sulfonaminas, nossos dados vdo de encontro com os dados encontrados por
Czekalski et al.(2015) verificou uma frequéncia de cepas resistentes a tetraciclina menor,
quando comparada com cepas resistentes a sulfonamidas e que, apesar de ter encontrado
cepas multirresistentes, a maioria dos lagos estudados permaneceram abaixo do limite de
deteccdo de multirresisténcia.

Uma das principais preocupa¢Ges mundiais é a disseminacdo de resisténcia,
principalmente quando se tratam de Enterobacteriaceae exibindo resisténcia as cefalosporinas
de terceira geracdo. Em nossos estudos foi possivel observar que 89% das cepas analisadas
apresentaram resisténcia a cefalosporinas de 32 e 42 gerag¢6es. De acordo com diversos autores,
essa resisténcia pode ser mediada pela producdo de Betalactamases de Espectro Estendido
(ESBLs) que muitas vezes se encontra associada a Enterobactérias de origem fecal como
Citrobacter spp, Enterobacter spp., Escherichia coli e Klebsiella spp. (VAN HOEK et al.,
2015; COQUE, BAQUERO, CANTON, 2008; BOGAERTS et al., 2015).

Em nossos estudos, 32,4% (18/56) foram positivas fenotipicamente para a presenca de
tais genes de resisténcia apesar das Enterobactérias produtoras de ESBLs serem amplamente
detectadas em ambientes aquaticos.

Até o final dos anos de 1990, a maioria das cepas expressando betalactamases de
espectro estendido, apresentava 0s genes de resisténcia blatem e blasny, fato este, que
corrobora com nossos estudos que detectaram a presenca do gene blatem em 76% das cepas.
Contudo, o gene blasyv ndo apareceu em nenhuma das cepas analisadas. O gene blatem € um
dos genes de resisténcia mais frequentemente transmitidos por plasmideos, que conferem
resisténcia as penicilinas e cefalosporinas de amplo espectro (BAJAJ et al., 2014, BASTOS et
al., 2015).
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Mais recentemente o gene blactx-v vem se difundindo rapidamente e tem sido
detectado em cepas de diversos paises tanto em amostras de origem humana, quanto de
origem animal e de meio ambiente (BASTOS et al. , 2015; BOGAERTS et al., 2015). Em
nossos estudos, 58,8% das amostras analisadas apresentaram blactx-m. Diversos autores
verificaram que, apesar de se detectar cepas com genes blatem e blasnv, a presenca de blacx-
m vem se tornando cada vez maior e mais frequente. Bajaj et al. (2014) verificou que 15% de
suas cepas apresentaram o gene blactx-m e suas variantes, enquanto apenas 3% apresentaram
outros genes de ESBL. No estudo de Bogaerts et al. (2015), com 169 cepas, entre as 10
isoladas e produtoras de ESBL, nove albergavam um gene blactx-m. De acordo com 0S nossos
dados, ha indicacdes de que apesar da presenca de genes blactx-m quase se equiparar em
namero, a presenca de blarem ainda continua sendo dominante em ambientes aquéticos.

Das 56 cepas analisadas, nove apresentaram perfis fenotipicos compativeis com a
presenca do gene AmpC. A presenca do gene AmpC vem sendo relatados no mundo todo
tanto em seres humanos quanto em animais e no ambiente pois a resisténcia causada por estas
enzimas podem resultar em falha terapéutica sendo necessaria a utilizacdo de agentes
antimicrobianos mais eficazes. (BAJAJ et al., 2014; BOGAERTS et al.,2015).

A presenca de feno6tipos-AmpC foi detectada em 16% de nossas cepas porém, quando
submetidos a ensaios de PCR, nenhum gene foi detectado assim como Van Hoek et al.
(2015b) detectou a presenca de fendtipo-AmpC em 68% de seus isolados, no entanto, nenhum
gene foi detectado.

Gharout-sait et al. (2015) associa a presenca de AmpC com outros genes de resisténcia
como as quinolonas e outros genes de beta-lactamase. Em nossos estudos, as amostras que
apresentaram indicacdo de gene AmpC também apresentaram indicacdo para outros genes de
ESBL. Porém, das amostras que apresentaram perfis fenotipicos para a presenca de AmpC,
em nenhuma foi detectada a presenca do gene através da técnica de PCR.

Existe um aumento significativo na prevaléncia de Enterobactérias transportando
AmpC adquirida principalmente em ambientes hospitalares porém alguns autores relatam a
presenca desses genes em ambientes comunitarios e aquaticos. Esses ambientes sdo um dos
principais meios para uma eventual transmissdo de elementos genéticos moveis portadores
desses genes de resisténcia (GAHOUT-SAIT et al., 2015; BASTOS et al., 2015, VAN HOEK
etal., 2015b ).

Os carbapenémicos estdo entre 0s mais poderosos betalactdmicos e uma das Ultimas
opcOes terapéuticas no tratamento de bactérias multirresistentes. A sua utilizagdo para

tratamento de graves infec¢fes causadas por ESBLs e, juntamente com um aumento da
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incidéncia de resisténcia a fluorquinolonas entre as enterobactérias, levou a um aumento da
dependéncia dos carbapenémicos na pratica clinica. (DIENSTMAN et al.,2010; ARNOLD et
al.,2011; HENRIQUES et al., 2012).

Em nossos estudos verificamos a presenca de sete cepas com perfil fenotipico
compativel para a produgdo de gene blakpc, sendo assim, foram realizados diversos testes
fenotipico incluindo o teste de Hodge modificado. Entretanto, Hirisch e Tam (2010) afirma
que devido a sua dificil interpretacdo, alguns falso-positivos foram relatados. Esses resultados
falso-positivos parecem ser mais comuns em isolados produtores de CTX-M e AmpC. Devido
a identificacdo fenotipica de diversas amostras como produtoras de ESBL e AmpC, em nossos
estudos foi realizado o teste com inibidores e potenciador para deteccéo de carbapenemase da

ANVISA.

Apesar da presenca de perfis fenotipicos compativeis com a presenca de gene blakpc,
ndo foi possivel identificar a presenca de tais genes em nossos estudos. InUmeros autores
relatam a presenca e propagacao do gene blakpc em hospitais muitas vezes associados com a
presenca de outros genes que conferem resisténcia a ESBLs e fluorquinolonas (ARNOLD et
al.,2011; CURIAO et al., 2010). Cuzon et al. (2010) relataram a presenca de genes de blakpc
em diversos paises, e todas as cepas analisadas apresentaram genes de resisténcia associadas,
principalmente SHV, CTX-M e TEM.

Diversos estudos vém apresentando a ocorréncia de genes de blakec em ambientes
aquaticos, como por exemplo, em rios localizados na Franca, Portugal e Brasil além de cepas
presentes em esgoto no Brasil e Austria (WOODFORD et al. ,2014; GIRLICH POIREL,
NORDMANN, 2010; POIREL, 2012; OLIVEIRA et al., 2013; PICAO et al., 2013; GALLER
et al.,2014). O problema da presenca desses genes em ambientes aquéticos é a possibilidade
deles fluirem para os oceanos e contaminar a 4&gua do mar com bactérias multirresistentes
fazendo com que esses vetores possam vir a causar infecgdes em frequentadores de praia.
Montezi (2015) afirma que a presenca de genes blakec em &guas costeiras ja é uma realidade
apesar de ndo ter sido detectado esse gene em nossos estudos.

Esses dados corroboram com os encontrados em nossos estudos, pois apesar de ter
sido detectado sete cepas com perfis fenotipicos positivos para a presenca de blakpc, nenhuma
apresentou perfil genotipico compativel com o objetivo da analise. Dienstman et al. (2010)
analisou 30 cepas, dentre elas, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter spp., Klebsiella azaenae
e Escherichia coli encontradas em ambientes aquaticos e o fenotipo de KPC néo foi detectado

em nenhuma delas. De acordo com ele, o Ertapenem apresenta melhor sensibilidade, seguido
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de Meropenem e Imipenem o que valida nossos dados j& que Imipenem apresentou 100% de
resisténcia nas amostras testadas, seguido por Meropenem e Ertapenem, que apresentaram
resisténcia de 42,8% e 28,5% respectivamente.

Das sete amostras analisadas fenotipicamente para a presenca de KpC, nenhuma
apresentou positividade para esse teste e, por consequéncia, também ndo exibiu a presenca do
gene blakec quando as cepas foram analisadas através da técnica de PCR. Henriques et al.
(2012) também encontrou niveis baixos de resisténcia a carbapenémicos em cepas estudadas
em agua potavel ndo tratada. Esses resultados suportam as hipoteses levantadas por diversos
autores de que a resisténcia aos antimicrobianos utilizados como ultimo recurso é pouco
frequente nos ecossistemas devido ao uso controlado em hospitais e clinicas (HENRIQUES et
al., 2012; WOODFORD et al., 2014).

Assim como os betalactamicos, as fluorquinolonas também compreendem uma familia
de agentes antimicrobianos que vem sendo amplamente utilizados devido ao seu amplo
espectro de atividade. Em nossos estudos foi possivel verificar que 26 das 56 cepas testadas
apresentaram resisténcia a, pelo menos, um dos antimicrobianos da familia das
fluorquinolonas testadas. Desse total, 21 cepas apresentaram resisténcia a Ciprofloxacina e
Norfloxacina. Diversos autores afirmam que numerosos agentes patogénicos Vvém
apresentando uma resisténcia as quinolonas nas Gltimas décadas principalmente devido a sua
larga utilizacdo (ADACHI et al.2013; BROWN et al., 2005; XIONG et al., 2015).

Lopes et al. (1998) afirmam que ao longo dos anos houve um aumento da resisténcia a
Ciprofloxacina e Norfloxacina. O aumento da frequéncia de resisténcia a Norfloxacina em
Klebsiella spp ¢ um dado preocupante. Nesse estudo, Lopes et al. (1998) verificaram que o
aumento na resisténcia da Klebsiella spp. foi muito mais acentuado para a Norfloxacina do
que para a Ciprofloxacina enquanto em nossos estudos pudemos observar um padrdo de
igualdade em relagdo a resisténcia de ambos os antimicrobianos. J& em relacdo a Escherichia
coli, nossos dados demonstram que, das 26 amostras que apresentaram resisténcia as
fluorquinolonas, todas foram resistentes a Norfloxacina, enquanto apenas 21 mostraram
resisténcia a Ciprofloxacina o que vai de encontro com os dados encontrados por Lopes et al.
(1998) onde as cepas de E. coli estudadas apresentaram uma frequéncia mais baixa de
resisténcia bacteriana e pequenas modificagdes na sensibilidade em relacdo a ambos os
antimicrobianos testados ao longo dos anos.

Um estudo realizado no rio Ishikawa na cidade de Osaka constatou a presenga de E.
coli com alto perfil de resisténcia a fluorquinolonas. Das 57 cepas estudadas, todas

apresentaram resisténcia as fluorquinolonas testadas diferente de nossos estudos onde 50%
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das E. coli isoladas apresentaram resistentes a esse grupo de antimicrobianos. De acordo com
Adachi et al. (2013), esses dados sugerem que a presenga de E. coli resistente a esses
antimicrobianos esta relacionada com agua de esgoto.

O nivel de resisténcia as quinolonas geralmente depende do nimero de mutacbes
genéticas acumuladas, principalmente quando relacionadas aos genes gnrA e gnrB. Sabe-se
que a origem de gnrA é uma bactéria natural prevalente em ambientes aquaticos. Com isso
em mente, ndo detectar gnrA usando a técnica de PCR ndo significa que ele ¢é
necessariamente ausente nos ambientes aquaticos estudados. (CZEKALSKI et al., 2015;
ADACH] et al.2013).

Assim como em nossos estudos, Czekalski et al. (2015) também nédo detectou genes de
gnrA mesmo que fenotipicamente houvesse indicacdo de resisténcia bacteriana para esse
grupo de antimicrobianos. Czekalski et al. (2015) justifica a auséncia de genes de gnrA
afirmando que é provavel que a quantidade numérica desse gene ndo seja o suficiente para ser
rastreado pela sensibilidade dos métodos de PCR utilizados, ou que a especificidade do
iniciador é estreita para capturar a diversidade de gnrA presente no meio ambiente.

O mesmo se aplica para o gene gnrB que também ndo foi detectado em ambos 0s
estudos citados. Liao et al. (2015) sugere que o gene gnrB é mais comumente encontrado do
que outro genes de quinolona mediados por plasmideos. De acordo com Czekalski et al.
(2015), os niveis de gnrB sdo baixos para a deteccdo de correntes em virtude dos instrumentos
moleculares aplicados de modo que, a sua deteccdo em quantidades significativas iria indicar
uma forte contaminacdo de, por exemplo, esgoto sem tratamento prévio.

Fluorquinolonas s&o fortemente absorvidas no solo e dissolvidas em ambientes
aquaticos, essa € outra indicacdo para a auséncia de genes de resisténcia a esses
antimicrobianos. As concentragdes desses antimicrobianos testados sdo fundamentais para a
manutencdo e enriquecimento de agentes capazes de causar infec¢des por isso a presenca de
microrganismos resistentes a fluorquinolonas sdo encontrados com uma maior frequéncia e
concentracdo em amostras de efluentes hospitalar (RODRIGUEZ-MOSAZ et al., 2015;
XIONG et al., 2015).

Em contrapartida, as concentracGes mais baixas de fluorquinolonas foram encontradas
em aguas residuais urbanas quando comparados com a resisténcia em hospitais. Tais valores
elevados nos ambientes hospitalares podem estar relacionados com o consumo médico, uma
vez que a utilizacdo desses antimicrobianos € frequente no tratamento de infeccdes
(RODRIGUEZ-MOSAZ et al., 2015).
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Em nossos estudos, ndo foi possivel detectar a presenca desses genes de resisténcia
ligados a transferéncia plasmidial. Acredita-se que exista uma correlagdo entre a resisténcia a
quinolonas com a capacidade de transferéncia plasmidial principalmente em relacdo ao genes
gnrA, gnrB, gnrD e gnrS (LI et al., 2012; RODRIGUEZ-MOSAZ et al.,2015).

Apesar de ndo ter sido possivel detectar os genes de resisténcia a fluorquinolonas
testados nas amostras estudadas, diversos estudos vém chamando atencdo para o crescimento
lento da resisténcia principalmente a Ciprofloxacina e Norfloxacina, o que parece estar
relacionado ao uso restrito, porém frequente, desses antimicrobianos no ambiente hospitalar
(LOPES et al., 1998; ADACHI et al.2013; XIONG et al., 2015).

Assim como a presenca de Enterobacteriaceae produzindo ESBLs e carbapenemases
vem aumentando, a resisténcia a outros antimicrobianos como os aminoglicosideos vem
sendo relatada em diversos estudos (JAIMEE, HALAMI, 2016; FAROUK, AZZAZY,
NIESSEN, 2015). Os aminoglicosideos sdo costumeiramente utilizados em terapéutica de
animais para agricultura e alimentacdo. O aumento global de cepas resistentes a
aminoglicosideos vem sendo observado uma vez que apds a administracdo dos
antimicrobianos, uma pressdo seletiva € criada no animal que, por sua vez excreta no meio
ambiente tais compostos (FAROUK, AZZAZY, NIESSEN, 2015).

Em nossos estudos foi possivel verificar que 42,8% das cepas analisadas apresentaram
resisténcia a, pelo menos, dois antimicrobianos da classe dos aminoglicosideos. A presenca de
cepas com genes de resisténcia a aminoglicosideos no meio ambiente pode ser um risco para a
salide humana uma vez que a presenca desses genes torna as bactérias tolerantes a quase todos
o0s antimicrobianos da mesma classe, desafiando a sua eficacia terapéutica.

Em 66% das cepas analisadas, a resisténcia a gentamicina se mostrou prevalente,
seguida de 37,5% de tobramicina, 26,7% de kanamicina e 21,4% de amicacina. Bactérias
resistentes a gentamicina sdéo comumente encontradas em ambientes aquaticos. Zowawi et al.
(2015) verificou a presenca de bactérias resistentes a gentamicina em 18% de suas amostras
coletadas em agua salgada e 16% em &guas residuais. A presenca de cepas resistentes a
amicacina, que ¢ um antimicrobiano de uso hospitalar, corrobora com dados encontrados por
Schineider, Nadvorny e Schmidt (2009) onde se verificou que 10% das cepas analisadas
apresentaram resisténcia a amicacina.

A resisténcia a antimicrobianos do grupo dos aminoglicosideos em ambientes
comunitarios pode ser decorrente de despejo de efluentes domésticos, hospitalares e
industriais. A presenca de cepas resistentes a dois ou mais antimicrobianos pertencentes ao

grupo dos aminoglicosideos esta relacionada com o despejo direto de efluentes hospitalares
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sem tratamento em ambientes aquaticos, que sdo passiveis de desenvolver uma resisténcia
intermediéria nesse meio (SCHNEIDER, NADVORNY, SCHMIDT, 2009; MEIRELLES-
PEREIRA et al., 2002; KRUMMERER, 2004).

A presenca de cepas resistentes a aminoglicosideos geralmente esta relacionada com a
capacidade de transferéncia de genes de resisténcia, através de plasmideos. Gongalves et al
(2015) afirma que o gene mais frequentemente detectado em linhagens de enterobactérias é o
acc2. Em nossos estudos nao foi possivel realizar os ensaios de PCR para 0 gene acc2, porém,
17 cepas que apresentaram resisténcia a trés ou mais antimicrobianos relacionados ao grupo
dos aminoglicosideos foram submetidas a ensaio de PCR para a identificacdo do gene de
resisténcia acc3. Nenhuma das cepas analisadas foi positiva para a presenca desse gene.
Estudos futuros podem complementar essa analise, uma vez que existe a possibilidade de que
se encontre 0 gene acc2 nas cepas estudadas.

Zowawi et al. (2015) identificou inUmeras enterobactérias apresentando resisténcia a
aminoglicosideos, porém, quando submetidas as técnicas de PCR, as amostras que
apresentaram o gene acc3 foram provenientes de estrume de animais criados para abate.
Apenas uma porcdo pouco significativa dos isolados em ambientes aquaticos apresentou
resisténcia aos aminoglicosideos. Dessas amostras, nenhuma apresentou gene de resisténcia
compativel com acc3.

A partir das avaliagOes realizadas para os perfis de resisténcia a antimicrobianos das
cepas isoladas em 2005/ 2007 consideramos que a presenca de cepas multirresistentes esta
associada a contaminacdo provavel devido a despejos de esgoto associados a ambientes de
alta pressdo seletiva como hospitais e clinicas humanas e veterinarias.

A comparacdo de proporcdes de cepas multirresistentes entre o canal de Camorim e a
lagoa de Marapendi ndo indicou afastamento de uma situacdo ecologica sistémica. Porém,
reconhecemos a limitacdo determinada pela analise uma vez que obtivemos apenas duas
amostras para cada um dos corpos hidricos citados. Entretanto, a presenca de microrganismos
multirresistentes detectados, mesmo com limitada amostragem, ndo deixa de ser preocupante.

Esses dados estdo de acordo com andlises colimétricas realizadas no ano de 2013
(dados ndo mostrados) onde foi possivel verificar que quando se trata de coliformes
termotolerantes, os trés pontos analisados se encontram com um grave problema de
balneabilidade e potabilidade devido ao alto grau de contaminacdo encontrado. O mesmo
ocorre quando analisamos os indices de coliformes fecais, pois, de acordo com a portaria 518
— CONAMA, a 4gua para consumo humano tem que estar totalmente ausente de qualquer tipo

de coliforme. O numero mais provavel de coliformes fecais para a lagoa de Marapendi foi,



63

cerca de, 10 vezes menor do que o NMP encontrado na lagoa de Jacarepagua e para o canal de
Camorim. Essa diferenga encontrada nos NMPs corrobora com nossos achados em relagéo a
proporcdo menor de cepas multirresistentes na lagoa de Marapendi. A presenca de coliformes
na agua indica poluicdo, com o risco potencial da presenca de organismos patogénicos.

Nesse caso, podemos talvez considerar dois aspectos de um carater sistémico: os
fatores internos do Complexo Lagunar e os determinantes do entorno que influenciam no
panorama geral do sistema hidrico. Quando realizamos o estudo do complexo lagunar como
um todo, comparando-o com os dois periodos, 2005/2007 e 2013, constatamos uma
diminuicdo significativa nas proporcGes de cepas multirresistentes. Tal fato pode estd
relacionado as intervengdes no saneamento local, ocorridas desde 2007 com a inauguracéo do
sistema de esgotamento sanitario da Barra da Tijuca, quando teve inicio a opera¢do do
emissario submarino.

Contudo, a forma de reconhecimento do complexo lagunar para os trés ambientes
analisados fica comprometida pelo achado de diferencas de proporges de cepas
multirresistentes em Marapendi quando comparadas a Jacarepagua e Camorim. A existéncia
de tal diferenca pode ser corroborada pelo fato de, para 0 mesmo periodo, ndo termo
encontrado diferenca significativa para as proporcGes de cepas multirresistentes entre
Jacarepagua e Camorim.

A indicacdo de um estado diferenciado da Lagoa de Marapendi, pode se dar devido a
efeitos das intervencbes ambientais ocorridas no tempo em questdo. De fato, podemos
constatar certa desigualdade neste ponto em questdo, pois Marapendi apresentou uma menor
interface associavel a processos de impactacdo quando comparado com os dados obtidos na
lagoa de Jacarepagua e no canal de Camorim. Esses resultados podem estar associados ao fato
de que a partes da lagoa de Marapendi encontram-se inseridas em uma area de protecdo
ambiental. A urbanizacdo em seu entorno é menor e mais homogénea e, presumivelmente, é
mais provavel a eficacia de processos de controle com menos numero de complexos
habitacionais.

Ambientes aquaticos recebem grandes quantidades de aguas residuais urbanas,
residuos de animais e dos efluentes hospitalares. Esses ecossistemas sdo ideais para a
transferéncia de material genético entre as bacterias permitindo a disseminacdo de genes de
resisténcia. Crescente atencdo tem sido dada a disseminacdo de genes de resisténcia no
ambiente aquéatico devido as suas implicagdes para a saude humana (BAJAJ et al., 2015;
XIONG et al., 2015, COUTINHO et al., 2014).
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Coutinho et al. (2014) afirma que organismos capazes de partilhar o mesmo genoma e,
por consequéncia, as suas diferencas de toleréncia a antimicrobianos, pode estar relacionado a
presenca de elementos genéticos moveis. Foi possivel averiguar a capacidade das cepas
estudadas em transferir plasmideos capazes de conferir resisténcia a gentamicina. A
transferéncia plasmidial tem um papel central na disseminagdo de resisténcia aos
antimicrobiamos em ambientes aquéaticos. A capacidade de transferéncia genética entre
enterobactérias pode ser verificada através de ensaio de conjugacdo bacteriana, nos quais é
possivel verificar a transferéncia plasmidial entre cepas de espécies diferentes. Em nossos
estudos, todas as cepas selecionadas apresentaram capacidade de transferéncia de resisténcia.
Esses mecanismos contribuem para o padrdo de resisténcia aos antimicrobianos por uma
selecdo direta dos processos genéticos espontaneos que a bactéria sofre para se adaptar as
mudancas do ambiente (ALEXANDER, 2015).

Das onze cepas analisadas, todas podiam transferir o gene de resisténcia a gentamicina
por conjugacdo de outras bactérias. Esses dados ratificam os encontrados por Said (2015)
onde mais da metade de suas cepas analisadas apresentaram capacidade de transferéncia de
gene através do processo de conjugacao bacteriana.

Ambientes aquaticos que recebem matéria organica sem um tratamento prévio podem
vir a ser fontes para a transmissdo de agentes de infeccles, 0 que € especialmente preocupante
quando, a partir dos resultados encontrados, podemos verificar a presenca de cepas
bacterianas com um perfil de multirresisténcia compativel com cepas comuns em ambientes
hospitalares, tornando mais dificeis a cura e o tratamento de eventuais infec¢des. O problema
se agrava quando, através de analises detalhadas, verificamos a capacidade de algumas dessas
cepas transferir genes de resisténcia, 0 que é descrito poder acontecer em corpos hidricos

configurando, assim, um grave problema a nivel de Saude Publica.
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CONCLUSAO

Identificamos a presenca de cepas Gram negativas pertencentes a familia
Enterobacteriacae com o enfoque em Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Enterobacter
cloacae com perfis de resisténcia compativeis com cepas de origem hospitalar.

Detectamos cepas com perfis de resisténcia especificos para ESBLs, EMAs, PMQRs e
KpC em amostras de agua coletadas em 2005/2007 e 2013, que estdo intimamente ligados a
disseminacdo de enterobactérias resistentes a antimicrobianos no meio ambiente. Com base
nos resultados obtidos, envolvendo amostras de agua, torna-se evidente a relevancia da
deteccdo de genes de resisténcia a partir de bactérias presentes nos ambientes, pois elas
podem refletir a origem de mecanismos de resisténcia observada no ambiente hospitalar.

Quando comparados, os dados encontrados em 2005/2007 e 2013 demonstram certa
regularidade na presenca de cepas multirresistentes durante os anos, porém observamos um
aumento na qualidade da agua na lagoa de Marapendi. Podemos considerar que essa melhora
pode estar relacionada ao fato da coleta ter sido realizada em uma area de protecdo ambiental
e ao funcionamento da estagcdo de tratamento da Barra da Tijuca. O canal de Camorim se
manteve praticamente inalterado no que investigamos, apresentando propor¢oes de cepas com
perfis de multirresisténcia, ndo significativamente diferentes, em ambas ocasides. Devido a
escassez de cepas obtidas em 2005/2007, a cepa obtida na lagoa de Jacarepagua nao permitiu
a comparacdo, isoladamente, de Jacarepagua com os dados obtidos para os corpos hidricos,
em 2013.

Consideramos a avaliagdo da contaminacdo de corpos hidricos por enterobactérias
multirresitentes a antimicrobianos associaveis as pressdes seletivas de amplo e intensivo uso
de antimicrobianos, veiculados por esgoto de instituicbes, como um potencial recurso
adicional aos disponiveis, para a avaliacdo de condi¢fes de degradacdo ambiental e
monitoramento de acBes de saneamento. O uso continuo de antimicrobianos no ambiente
favorece a selecdo de clones resistentes e, talvez, este seja um dos motivos pelo qual um
grande numero de bactérias encontradas no meio ambiente apresente resisténcia a diversos
antimicrobianos, incluindo as principais classes de medicamento utilizadas na pratica clinica
para o tratamento de infec¢es. Sendo assim, o uso indiscriminado de antimicrobianos, sem
acompanhamento clinico, contribui para o aumento da resisténcia bacteriana e deve ser

evitado pela populagéo.
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A capacidade de transferéncia de plasmideo em cepas ambientais, capazes de carrear
varios genes de resisténcia, facilita a transmissdo de mecanismos de resisténcia entre as
bactérias agravando ainda mais o problema.

O meio ambiente parece estar intimamente relacionado a rapida evolucdo da
resisténcia aos antimicrobianos devido a transmissao destes genes do ambiente para a clinica,
sendo considerado um imenso reservatorio de genes de resisténcia. Assim, a vigilancia
microbioldgica constante, incluindo a avaliacdo dos perfis de resisténcia em sistemas hidricos,
como a estudada, deve permitir detectar a ocorréncia ou ndo da progressdo do processo de

degradacédo por aumento da populacéo e pela descarga ilegal de esgoto.
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ANEXO A — Fotos de gel de Betalactamase de Espectro Estendido (ESBL)

Gene blarem

Legenda: Pogo 1: ladder; 2: Controle + Kp 700603; 3: Ec 15CFL/13 LJ; 4:Ec16CFL/13 LJ; 5:Ec1/05 LM; 6:Ec2/05 LM;
7:Ec1/07 LM; 8:Ec2/07 LM; 9:Ec3/07 LM; 10: Ec4/07 negativo LM 11: Ec5/07 CC; 12: controle —
Fonte: A Autora, 2015

Legenda: Poco 1: ladder; 2: controle + Kp 700603; 3: Controle -; 4: s/a; 5: s/a; 6: Ec6/07 CC; 7:Ec7/07 CC;
8:Ec8/07 CC; 9:Ec8CFL/13 CC; 10 Ec20/07 LM; 11 s/a; 12 s/a; s/la= sem amostra
Fonte: A Autora, 2015
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Blactx-m

Legenda: 1: ladder; 2: controle +; 3: Ec1/05 LM; 4:Ec2/05 LM; 5:Ec1/07 LM; 6:Ec2:07 LM; 7:Ec3/07 LM; 8:Ec4/07 LM;
9:Ec19/07 LM; 10:Ec20/07 LM; 11:Ec15CFL/13 LJ; 12:Ec16CFL/13 LJ
Fonte: A Autora, 2015

Legenda: 1: ladder; 2: +; 3: Ec5/07 canal de camorim; 4:Ec6/7 CC; 5:Ec7/7 CC; 6:Ec8/7 CC; 7:Ec8CFL/13 neg. canal de
camorim; 8 — 12: s/a; S/a= sem amostra.

Fonte: A Autora, 2015
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BlatoHo

Legenda: 1: ladder; 2: controle +; 3:controle -; 4:Ec1/07 Im; 5: Ec2/07 LM; 6:Ec3/07 LM; 7:Ec4/07 LM; 8:Ec20/07 + LM,;
9:Ec19/07 LM; 10:Ec1/05 LM; 11:Ec2/05 LM; 12:s/a; S/a= sem amostra
Fonte: A Autora, 2015

Blashv

Legenda: 1: ladder; 2: controle +; 3: Ec1/05 LM; 4:Ec2/05 LM; 5:Ec1/07 LM; 6:Ec2:07 LM; 7:Ec3/07 LM; 8:Ec4/07 LM;
9:Ec19/07 LM; 10:Ec20/07 LM; 11:Ec15CFL/13 LJ; 12:Ec16CFL/13 LJ
Fonte: A Autora, 2015
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Legenda: Poco 1: ladder; 2: controle + Kp 700603; 3: Ec6/07 CC; 4:Ec7/07 CC; 5:Ec8/07 CC; 6:Ec8CFL/13 CC; 7: Ec20/07
LM; 8-12: s/a; S/a= sem amostra
Fonte: A Autora, 2015
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ANEXO B - Fotos de gel de Quinolonas Mediando Plasmideo de Resisténcia (PMQR)

gnrA

Legenda: poco 1: ladder; poco 2: Controle positivo; amostras provenientes do Canal de Camorim -pogo 3: Ec5/07; pogo 4:
Ec6/07; pogo 5:Ec7/07; poco 6:Ec8/07; poco 7:Ec14/07; pogo 8:Ec2G/13; pogo 9:Ec8G/13; poco 10: Ec8CFL/13; amostra
proveniente da Lagoa de Jacarepagud - pocgo 11:Ec12G/13; pogo 12: controle negativo.

Fonte: A Autora, 2015

Legenda: poco 1: ladder; poco 2: Controle positivo; amostras provenientes da Lagoa de Marapendi - poco 3: Ec1/05; poco 4:
Ec2/05; pogo 5:Ec1/07; pogo 6:Ec2/07; pogo 7:Ec3/07; pogo 8:Ec4/07; pogo 9:Ec19/07; pogo 10: Ec20/07; pogo 11: controle
negativo; pogo 12: sem amostra.

Fonte: A Autora, 2015
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gnrB

Legenda: pogo 1: ladder; poco 2: Controle positivo (1); pogo 3: controle + (2); amostras provenientes do Canal de Camorim-
pogo 4: Ec5/07; pogo 5: Ec6/07; poco 6:Ec7/07; pogo 7:Ec8/07; poco 8:Ec14/07; pogo 9:Ec2G/13; pogo 10:Ec8G/13; poco
11: Ec8CFL/13; amostra proveniente da Lagoa de Jacarepagud - pogo 12:Ec12G/13.

Fonte: A Autora, 2015

Legenda: poco 1: ladder; poco 2: Controle positivo (1); poco 3:Controle positivo (2); amostras provenientes da Lagoa de
Marapendi - pogo 4: Ec1/05; pogo 5: Ec2/05; poco 6:Ecl/07; pogo 7:Ec2/07; pogco 8:Ec3/07; pogco 9:Ec4/07; pogo
10:Ec19/07; pogo 11: Ec20/07; pogo 12: controle negativo.

Fonte: A Autora, 2015
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ANEXO C - Fotos de gel de Enzimas Modificadoras de Aminoglicosideos (EMA)

Acc3

Legenda: poco 1: ladder; poco 2: Controle positivo; amostras provenientes da Lagoa de Jacarepagué -poco 3: Ec16CFL/13;
pogo 4: EclG/13; poco 5:Ec3G/13; poco 6:Ec5G/13; poco 7:Ec8G/13; pogo 8:Ec10G/13; pogco 9:Ec11G/13; amostras
proveniente do Canal de Camorim- po¢o 10: Ec8/07; poco 11: Ec8G/13; pogo 12: EC8CFL/13.

Fonte: A Autora, 2015
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ANEXO D - Fotos de gel de Carbapenemase

blakpc

Legenda: pogo 1: ladder; pogo 2: Controle positivo; amostra proveniente do Canal de Camorim- pogo 3: Ec14/07; cepas
provenientes da Lagoa de Jacarepagua- pogo 4:Ec7CFL/13; pogo 5:Ec8CFL/13; pogo 6: Ec12CFL/13; pogo 7:Ec15CFL/13;
pogo 8:Ec16CFL/13; poco 9:Ec12G/13; poco 10: Controle negativo; pogos 11 e 12: sem amostras.

Fonte: A Autora, 2015



