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Andlise e relacdo entre perfil de resisténcia de Pseudomonas aeruginosa ¢
impacto antropogénico em ambiente aquatico litoranco Laguna de
Tramandai - RS

RESUMO:

A influéncia das atividades humanas na geragdo de reservatorios ambientais de
resisténcia a antibioticos vem sendo alvo de estudos devido ao crescente aumento das
resisténcias bacterianas em todo o mundo. A pesquisa dedicou-se a avaliagdo de uma
possivel ocorréncia de um reservatorio de resisténcia em um ambiente costeiro no sul do
Brasil. Definimos o perfil fenotipico de resisténcia a antimicrobianos em isolados de
Pseudomonas aeruginosa obtidos a partir de amostras ambientais de agua da Laguna de
Tramandai - RS, local com intensa atividade antropica (pesca, explora¢ao de petréleo,
comércio, circulacdo de embarcagdes e pessoas etc). Quatro diferentes pontos de coleta
haviam sido definidos conforme o grau de impacto perceptivel, permitindo uma analise
quanto a disseminacdo de bactérias resistentes e a relagdo com o grau de antropizacao.
Para determinagdo do perfil fenotipico de resisténcia foi realizado teste de
suscetibilidade a antimicrobianos, conforme padrio BrCAST — EUCAST, onde
testamos doze antimicrobianos utilizados no tratamento das infec¢des causadas por esta
bactéria. A maioria das cepas foram sensiveis a todos os antimicrobianos testados,
entretanto nove cepas mostraram-se resistentes a pelo menos um antibidtico e uma cepa
mostrou-se multirresistente. Esses dados mostram que apesar de a laguna veicular
genes de resisténcia, conforme observado em estudos anteriores, a espécie de P.
aeruginosa nao parece ser influéncia alarmante, mas sdo necessarios mais estudos e
acompanhamento desse local, visto que quase todas as cepas que apresentaram
resisténcia, resistiram ao grupo dos carbapenémicos , classe de antibidticos mais

amplamente utilizada na pratica clinica.

Palavras-chave: Pseudomonas aeruginosa, resisténcia a antimicrobianos, impacto

antropogénico, corpos hidricos, era pds-antibidtico.
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1. INTRODUCAO

1.1. Antibiodticos e resisténcia

A descoberta dos antibidticos comecou a partir da penicilina, pelo
bidlogo e bacteriologista Alexander Fleming em 1928, desde entdo foi evidente o
progresso da satde publica quanto ao combate a infec¢des microbianas em escala
mundial. Fato que revolucionou a medicina e gerou grande otimismo, solucionando
casos que antes pareciam impossiveis. Isso representou um marco cientifico, um passo
em dire¢do ao aumento da expectativa de vida humana. Mas Fleming ja naquela época
alertou, com base em suas observagdes, que o uso indiscriminado desses recursos
poderia torna-los ineficazes. No entanto, a prescricdo desses antimicrobianos nem
sempre foi criteriosa e rapidamente comegou a gerar dificuldades em seu uso, devido ao
progressivo surgimento das resisténcias bacterianas a essas drogas (Montelli &

Sadatsune, 2001, Tenover, 2006).

r oz

Ja ¢é sabido que as bactérias utilizam de elementos transponiveis para
gerar variabilidade em seu genoma e compartilham genes entre as cepas através de
transformagdo, transducdo e conjugacdo. Esses mecanismos possibilitam a
dissemina¢do de genes de resisténcia (Davison J. 1999). Os genes de resisténcia
adquiridos permitem que uma bactéria produza enzimas capazes de desarranjar a
estrutura da droga, ou expressem sistemas de efluxo que impedem que a droga consiga
atingir seu alvo intracelular, e até mesmo modificar o local alvo da droga ou produzir

uma via metabolica alternativa que ignore a agdo da droga (Tenover, 2006). Sdo



conhecidas resisténcias para todas as classes de antibidticos ja desenvolvidos, de

compostos naturais e sintéticos (D’Costa, 2006).

A industria farmacéutica procura versatilizar os compostos ja existentes
afim de ampliar seus efeitos, mas assim como existe grande diversidade de farmacos,
temos observado diversos tipos de resisténcia. Antibidticos sdo moléculas complexas e
podem ser classificados pela sua origem, estrutura quimica e mecanismo de acdo
(Kiimmerer, 2009). Conforme Tenover (2006) podem afetar a viabilidade dos
microrganismos em alguns processos principais que incluem: a interferéncia na sintese
da parede celular, inibicdo da sintese de proteinas, interferéncia na sintese de acidos
nucleicos , inibicdo de uma via metabolica, e perturbacdo da estrutura da membrana

bacteriana.
1.1.1. Beta-lactamicos e a producao de beta-lactamases:

Os beta-lactimicos constituem a familia mais numerosa de
antimicrobianos e as mais usadas na pratica clinica. Seu anel beta-lactamico atua
inibindo a sintese do peptideoglicano na ultima fase da construg¢do da parede celular
bacteriana (Martin e¢ Gudiol, 2003, Sauvage et al, 2008). Sao antibidticos de acao
bactericida lenta, pouca toxicidade e ampla margem terapéutica. Algumas modificagdes
da molécula original resultaram em um maior espectro desses compostos, mas, 0
surgimento progressivo da resisténcia adquirida limitou o uso de betalactamicos e sua
eficacia em determinadas situagdes (Suarez e Gudiol, 2009). Os betalactimicos sdo
subdivididos em: penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos e carbapenémicos
(Murray et al., 2004). Ao longo do tempo, algumas bactérias adquiriram a capacidade
de produzir enzimas, denominadas beta-lactamases, que sdo capazes de promover a
hidrolise do anel beta-lactamico, inativando a agdo destes antibidticos (Santana, 2010,

Zafer et al, 2014).

As beta-lactamases podem ser encontradas no meio extracelular em bactérias
Gram-positivas, ou no espago periplasmatico em bactérias Gram-negativas (Bush,
1988). Os genes que codificam a produg¢do dessas enzimas podem ser de origem
cromossOmica, € neste caso sdo universais em algumas espécies bacterianas, e de
origem plasmidial podendo variar muito e serem partilhados entre espécies. Através da
enorme dinamica dos transposons, os genes podem se realocar dos plasmideos até os

cromossomos, € assim se disseminar entre comunidades bacterianas (Williams, 1999).



A hidrolise do anel beta-lactamico do nucleo estrutural das penicilinas gera
a formacao de acido penicilindico. Os derivados desse composto sdo desprovidos de
atividade antimicrobiana. O processo acontece com as cefalosporinas e carbapenémicos
de forma semelhante. (Tavares, 2001). Nas tultimas décadas vem sendo observadas
novas enzimas capazes de hidrolisar carbapenémicos, como imipenem e meropenem.
(Rasmussen & Bush, 1997). Os beta-lactamicos sdo classificados pela semelhanca

estrutural adicionados de radicais que fornecem a estabilidade dessa droga (Figura 1).
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Figura 1. Estrutura dos antibidticos beta-lactamicos (Williams, 1999).

As penicilinas sdo sintetizadas naturalmente pelos fungos do género
Penicillium, o primeiro tipo isolado foi a penicilina G. Com os avangos da ciéncia ja
somos capazes de desenvolver outros tipos de penicilinas biossintéticas e
semissintéticas seguindo basicamente duas estratégias respectivamente: a adicao de
precursores da cadeia lateral ao meio de cultura do fungo produtor e a modificacdo

quimica da penicilina obtida pela fermentagdo biotecnoldgica (Cruegers e Brock, 1989).

As cefalosporinas sdo uma subclasse dos beta-lactimicos, com estrutura
quimica similar as penicilinas, sdo semissintéticas e apresentam resisténcia a acdo das
betalactamases. Sua eficiéncia depende da penetrabilidade através da membrana externa
e da afinidade pelas enzimas-alvo. Podem ser subdivididas em primeira, segunda,
terceira, quarta e quinta geracdo, de acordo com seu espectro de acdo (Davies e Davies,
2010). As cefalosporinas de terceira e quarta geracdo tém sido mais efetivas contra
bactérias Gram-negativas, produtoras de betalactamases de origem cromossomal (Dunn,

1982). Exemplos de cefalosporinas importantes: Ceftazidima (terceira geracdo), e



Cefepima (quarta geragdo). As de quinta geracdo nao agem sobre Pseudomonas (Bazan

et al., 2009).

Os Carbapenémicos possuem um amplo espectro de acdo incluindo para
bacilos Gram-negativos ndo fermentadores, como P. aeruginosa e sdo relativamente
resistentes a hidrdlise pela maioria das beta-lactamases; em alguns casos, atuam como
"substratos lentos" ou inibidores de beta-lactamases (Papp-Wallace, et al, 2011). Sao

exemplos importantes do grupo: Imipenem, Meropenem, Ertapenem e Doripenem.

Os Monobactamicos tém como unico firmaco representante o Aztreonam, responsavel
por forte atividade contra Pseudomonas aeruginosa e resiste a maior parte das beta-

lactamases (Goodman e Gilman, 2003).

Apesar das dificuldades atualmente reconhecidas no tratamento de
infeccdes com os beta-lactaimicos, o grupo ainda ¢ a escolha de tratamento para um
muitas infecg¢des classicas, as cefalosporinas sdo muito usadas na profilaxia cirargica e
em infec¢des graves adquiridas na comunidade, a subclasse dos carbapenémicos sdo
mais aplicados em infecgdes hospitalares e cepas multirresistentes (Suarez ¢ Gudiol,

2009).

A associacdo de antibioticos deste grupo com drogas de agdo inibidora de
beta-lactamases, como o acido clavulanico, sulbactam e o tazobactam, sao capazes de
restaurar a ag¢do do antimicrobiano contra a bactéria produtora dessa enzima. Os
inibidores de beta-lactamase s3o estruturas semelhantes as penicilinas, que podem reter
a ligagdo amida do grupo beta-lactamico, e possuem uma cadeia lateral modificada. E
esses aspectos estruturais permitem que os inibidores liguem-se irreversivelmente as

beta-lactamases como substratos suicidas, mantendo-as inativas (Williams, 1999).
1.1.2. Aminoglicosideos e resisténcia:

O primeiro antibidtico aminoglicosideo foi obtido a partir do
fungo Streptomyces griseus em 1944. Sao farmacos capazes de ligar a fracdo 30S dos
ribossomos inibindo a sintese proteica ou produzindo proteinas defeituosas. Para atuar,
o farmaco liga-se a superficie da célula bacteriana e depois ¢ transportado através da
parede por um processo dependente de energia oxidativa (Silva e Carvalho, 2007,

ANVISA 2007).



Existem trés mecanismos reconhecidos de resisténcia bacteriana aos
aminoglicosideos: A alteracao dos sitios de ligacdo no ribossomo; alteracao na
permeabilidade; e modifica¢do enzimatica da droga. Os genes que conferem resisténcia
podem estar associados a plasmideos conjugativos e ndo conjugativos € em transposons,
e parecem ser constitutivos, ndo sendo induzidos pela presenca do antimicrobiano. As
principais drogas utilizadas para tratamento de infec¢des por Pseudomonas aeruginosa,

sd0: Amicacina, Gentamicina e Netilmicina (ANVISA, 2007).
1.1.3.Quinolonas ¢ resisténcia:

As quinolonas passaram a ser utilizadas a partir dos anos 60, com a
introducao do acido nalidixico na pratica clinica. Sua estrutura quimica caracteristica ¢ a
presenca do anel 4-quinolona. No inicio dos anos 80, com o acréscimo de um atomo de
flaor na posi¢do 6 do anel quinolonico, surgiram as fluorquinolonas. Seu mecanismo de
acdo consiste em inibir o funcionamento da enzima DNA girase ou topoisomerase II,
que ¢ essencial para manter a molécula de DNA compacta e biologicamente ativa, sendo
essencial para a sobrevivéncia bacteriana. A inibi¢cdo dessa enzima faz com que a
molécula de DNA passe a ocupar um grande espaco no interior da célula e suas
extremidades livres geram sintese descontrolada de RNA mensageiro e de proteinas,

determinando a morte das bactérias (Alos, 2003).

A resisténcia ocorre, principalmente, por alteracdo na enzima DNA girase,
que passa a ndo responder mais a agdo do antimicrobiano. Ocorre por mutagdo
cromossdmica nos genes responsaveis pelas enzimas alvo (DNA girase e topoisomerase
IV) ou alteracdes da permeabilidade a droga pela membrana celular bacteriana
(porinas). Existe um mecanismo que aumente a retirada da droga do interior da célula

(bomba de efluxo) (Hopkins et al., 2005; Giraud et al., 2006; ANVISA, 2007).

As Quinolonas formam o grupo de antibidticos mais toxico atualmente em
uso com mais de 40% dos usuarios sofrendo de efeitos colaterais. A gatifloxacina foi
retirada do mercado devido relatos de alteracdes glicémicas, principalmente em
pacientes idosos e diabéticos. As fluoroquinolonas estdo associadas a rupturas
subseqiientes de tenddes e também podem contribuir para aneurismas da aorta

(Daneman, Lu e Redelmeier, 2015).



As novas quinolonas tém espectro de acdo contra a maioria dos bacilos gram-negativos,
superponivel ao das fluorquinolonas. Entretanto, nenhuma ¢ mais potente contra P.

aeruginosa que a ciprofloxacina.

Todos os mecanismos de resisténcia a antibioticos adquiridos por bactérias
evoluem por meio de forcas darwinianas, ou seja, mutagdes que ocorrem em genes
preexistentes do cromossomo bacteriano e sdo positivamente selecionados por forcas
ambientais (Gullberg et al., 2011; Zhang et al., 2011). No entanto, a adaptagdo a pressdo
seletiva de antibidticos acelera a aquisicdo de genes de resisténcia a antibidticos por

transferéncia horizontal de espécies doadoras (Wiedenbeck e Cohan, 2011).

A OMS, em novembro de 2018 publicou um relatério onde considerou
alarmante a situacdo criada pelo mau uso de antibidticos, confirmando a necessidade de
tomar medidas, pois as pessoas estdo morrendo de infec¢des simples que ja foram

trataveis.

O termo "superbactérias", atualmente muito popularizado, refere-se a
microbios com multiplas mutacdes que conferem altos niveis de resisténcia as classes
de antibioticos recomendadas para seu tratamento, € s3o poucas as opgoes terapéuticas
para estes micrdbios, gerando maior sofrimento do paciente e periodos de atendimento
hospitalar prolongados e mais caros, portanto, uma preocupacdo € um territorio de

indispensaveis pesquisas ( Davies J. & Davies D, 2010).

1.2. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa ¢ uma bactéria aerobica, gram-negativa,
naturalmente capaz de multiplas resisténcias, E considerada cosmopolita em sua
distribuicdo, podendo ser isolada do solo, da 4gua, de plantas, de animais e de humanos.
E capaz de crescer em agua destilada evidenciando necessidades nutricionais minimas

(Pollack, 2000).

A espécie também estd associada a varios quadros de infecgdes hospitalares
(Giamarellou ¢ Antoniadou, 2001). E o agente mais isolado em infec¢des do trato
respiratorio inferior na América Latina e o segundo principal na América do Norte, de

acordo com dados de estudos de vigilancia (Hoban & Biedenbach, 2003).
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Pseudomonas aeruginosa ¢ conhecida por causar infeccdes agudas
caracterizadas pela producdo de toxinas e infec¢des cronicas pela produgdo de espessa
camada de biofilme (Alasil et al, 2015). Considerado oportunista, por sua patogenia
estar diretamente ligada com a situagdo imunologica do hospedeiro que infecta,
comumente acomete pacientes queimados, com fibrose cistica e internados em UTI, e

elevados indices de mortalidade (Pollack, 2000; Neves, 2011; Alasil et al, 2015).

As infecgdes por P. aeruginosa t€m se tornado ainda mais dificeis de tratar
em razao desse aumento das resisténcias aos antimicrobianos e as opgdes terapéuticas ja
defasadas. A resisténcia de P. aeruginosa ao antibidtico imipenem, da classe dos
betalactamicos, ja foi relatada em diversas partes do mundo (Fluit, Verhoef e Schmitz,
2000; NNIS, 2001; Louie et al, 2010). O que torna o tratamento ainda mais dificultoso,
visto que a resisténcia ao imipenem esta constantemente relacionada com resisténcia a
outras drogas de agdo antipseudomonas (Troillet, Samore e Carmelli, 1997; Higging et

al, 2002).

J& foram reportadas resisténcias de P. aeruginosa ao cloranfenicol,
tetraciclina, novobiocina, trimetoprim e macrolideos, devido a um sistema chamado
MexCD de bombas de efluxo que fazem o bombeamento ativo de antimicrobianos do
meio intracelular para o extracelular (Neves, 2011). Em uma pesquisa que identificava
0os principais mecanismos relacionados com fendtipos multirresistentes de P.
aeruginosa em hospitais brasileiros foram destacados a producdo de MBL do tipo SPM-
1 e de metilase 16S rRNA RmtD, perda de porina OprD e superexpressao de bombas de
efluxo, o que pode explicar os altos indices de resisténcia a carbapenémicos e

aminoglicosideos (Neves, 2011).

O que torna P. aeruginosa excepcionalmente problematica ¢ uma
combinagdo de fatores: resisténcia inerente da espécie a muitas classes de drogas; sua
capacidade de adquirir resisténcia, através de mutagdes, a todos os tratamentos
relevantes; suas altas e crescentes taxas de resisténcia localmente; e seu papel frequente
em infecgdes graves. Alguns isolados de P. aeruginosa sdo resistentes a todos os
antibidticos confidveis, e parece provavel que esse problema cresca com o surgimento
de integrons que transportam cassetes de genes que codificam tanto as carbapenemases

como as amilacinas acetiltransferases (Livermore, 2002; Lincopan e Trabulsi, 2008).
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1.3. Resisténcia bacteriana em ambiente aquatico

A cerca do desenvolvimento das resisténcias, ja ¢ sabido que proprio
meio ambiente funciona como um grande reservatorio de resisténcia a antimicrobianos
(D’Costa, 2006). Sabemos que organismos resistentes entram em ambientes aquaticos a
partir de fontes humanas e animais, e sdo capazes de espalhar seus genes por bactérias
nativas da dgua (Baqueiro, 2008). Os ambientes aquaticos, principalmente, aqueles com
intensa a¢do antropica, propiciam as bactérias condi¢des para evolugdo e disseminagdo
de genes resistentes, pois aumentam a taxa de mutacoes (Lupo A; Coyne S; Berendonk;

T, 2012).

A resisténcia a antibidticos ja tem sido observada em varios ambientes
aquaticos incluindo rios, areas costeiras, esgoto doméstico, esgoto hospitalar,
sedimentos, dguas superficiais, lagos, lagunas, oceanos e agua potavel (Baqueiro;
Martinez; Canton; 2008). Segundo Baqueiro, Martinez ¢ Canton (2008) e Martinez e
Baquero (2014), as bactérias encontradas em corpos hidricos muitas vezes podem ser
exdgenas e transitorias, ou seja, oriundas de animais, vegetais ou de solo superficial

carreado pela chuva.

Jorgensen e colaboradores (2000) encontraram indicios de que o
desenvolvimento de resisténcia antibidtica ¢ favorecido por baixas concentracdes de
antibioticos distribuidos no ambiente. O despejo de agentes antimicrobianos,
bactericidas, detergentes, desinfetantes, residuos industriais e poluicio como metais
pesados, leva a progressiva acumulagdo dessas substancias no meio, acabam exercendo
pressdo seletiva sobre as bactérias naturais ¢ favorecendo as cepas resistentes que
multiplicam-se e transformam as populagdes bacterianas sensiveis em populagdes

resistentes (Baqueiro & Martinez, 2008).

E incontestavel a influéncia das atividades humanas na geracio de
reservatorios ambientais de resisténcia a antibidticos. Quantidades significativas de
antibidticos designados para aplicagdes humanas foram produzidas comercialmente,
usadas clinicamente e liberadas no meio ambiente a partir da década de 1940. Nao ¢
possivel precisar, mas podemos inferir que milhdes de toneladas de compostos ja foram
dispensados durante o ultimo meio século, promovendo a pressdo seletiva constante que

manteve populacdes de cepas resistentes em todos os ambientes. Porém o uso
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terapéutico em humanos ¢ responsavel por menos da metade de todas as aplicagdes de

antibioticos produzidos comercialmente (Davies J. & Davies D, 2010).

Antibidticos também sao usados na producgdo animal para fins terapéuticos,
mas também como promotores do crescimento ¢ melhoria da eficiéncia alimentar (R. I.
Mackie, et al, 2009). As bactérias gastrointestinais, sofrendo pressado seletiva, podem
albergar genes de resisténcia, sdo excretadas no esterco e armazenadas em sistemas de
contencdo de residuos. A aplicacdo desses residuos animais em terra ¢ um método
comum ¢ um meio de entrada de determinantes de resisténcia no ambiente (R. I.

Mackie, et al, 2009).

Outros usos alternativos de agentes antimicrobianos sdo usos terapéuticos e
profilaticos na aquicultura, ¢ em animais domésticos, controle de pragas, clonagem de
plantas e agricultura e o uso como biocidas em produtos de higiene pessoal e em
produtos para cuidados com as maos e produtos de limpeza doméstica, esterilidade,

clonagem e sele¢do de culturas em pesquisa e industria (Davies J. & Davies D, 2010).

Além disso, persiste em nosso pais uma "cultura do antibidtico", em que
pacientes esperam receber o remédio e em que médicos banalizam sua prescri¢do
(Guimaraes, 2017). A farmacocinética elucida que ao realizarmos um tratamento com
um antibiotico, boa parte da droga ndo ¢ metabolizada, nem mesmo absorvida, portanto
nao sofre biotransformacao, ¢ ¢ eliminada intacta e na forma ativa, na maioria das vezes
pela urina (Brunton, Laurence L. et al, 2010). Os afluentes urbanos ndo tratados
adequadamente conduzem essas substancias para corpos hidricos, onde se acumulam e
atuam alterando todo o ecossistema microbiano do ambiente. O uso excessivo desses
medicamentos deve ser contido se quisermos frear a expansao de bactérias resistentes

(Guimaraes, 2017).
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1.4. Laguna de Tramandai - RS

Os isolados de Pseudomonas aeruginosa analisados sao oriundos de amostras
de 4gua da Laguna Tramandai (Leite e colaboradores, 2019). “A laguna esté situada na
porcao norte da Planicie Costeira do Rio Grande do Sul, entre as coordenadas 29°55°49”
S e 30°00°56” S e 50°06°21” W e 50°11°20” W. Uma area de aproximadamente 18.8
km?2 que, através de um canal de 1,5 km ligam as aguas da bacia do rio Tramandai ao

oceano Atlantico (Silva, Toldo e Weschenfelder, 2018).

A bacia atravessa e abastece 17 outras cidades arredores e ¢ de extrema
importancia para atividades econdmicas como: pesca, agricultura, turismo e exploragao
mineral, contendo um terminal de captura de petroleo, o Terminal Almirante Soares
Dutra, Petrobras Transporte AS (Silva; Toldo; Weschenfelder, 2016). Outros usos para
as aguas da Laguna s3o as atividades recreacionais associadas ao turismo,
abastecimento publico, irrigacdo de lavouras de arroz e diluicdo de esgotos doméstico e

industrial (Loitzenbauer, Mendes, 2012, Leite ¢ cols, 2019).

Durante os meses de verdo, os municipios do Litoral Norte do RS tém um
significativo aumento da populacdo devido ao turismo. As flutuagdes populacionais
sazonais podem ultrapassar cinco vezes a populacao local (Zuanazzi e Bartels, 2018).
A falta de saneamento basico em alguns locais, residuos dispostos inapropriadamente,
os despejos de esgotos ndo tratados adequadamente e o uso intenso de agrotoxicos para
produgdo de alimentos acabam prejudicando a qualidade dos recursos hidricos (Castro,

Diston de, 2016).

As relagdes entre sociedade e natureza ampliaram-se nas ultimas décadas e,
em especial, na Zona Costeira por causa, entre outros fatores, do processo de
urbaniza¢do. No entanto, esse rdpido crescimento ocasionou uma série de problemas
para um ambiente caracterizado por ecossistemas diversificados e de grande
suscetibilidade. Os problemas ambientais mais significativos nos meses de dezembro a
marco, sdo relativos ao abastecimento e a qualidade das aguas (Fugimoto, 2006).
Podemos concluir entdo que a Laguna de Tramandai — RS ¢ um ambiente com intenso
impacto antropico, tratamento ineficiente, e presenga detectada de microrganismos
patogénicos humanos. Um ambiente que precisa ser estudado com relagdo a capacidade

de veicular organismos resistentes a antimicrobianos.
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Analise e relacdo entre perfil de resisténcia de Pseudomonas aeruginosa €
impacto antropogénico em ambiente aquatico litoraneo Laguna de
Tramandai - RS

RESUMO:

A influéncia das atividades humanas na geracdo de reservatorios ambientais de
resisténcia a antibidticos vem sendo alvo de estudos devido ao crescente aumento das
resisténcias bacterianas em todo o mundo. A pesquisa dedicou-se a avaliacdo de uma
possivel ocorréncia de um reservatério de resisténcia em um ambiente costeiro no sul do
Brasil. Definimos o perfil fenotipico de resisténcia a antimicrobianos em isolados de
Pseudomonas aeruginosa obtidos a partir de amostras ambientais de agua da Laguna de
Tramandai - RS, local com intensa atividade econdomica e grande impacto
antropogénico. Quatro diferentes pontos de coleta haviam sido definidos conforme o
grau de impacto perceptivel, permitindo uma analise quanto a disseminagdo de bactérias
resistentes e a relacdo com o grau de antropizagdo. Para determinagdo do perfil
fenotipico de resisténcia foi realizado teste de suscetibilidade a antimicrobianos,
conforme padrdo BrCAST — EUCAST, onde testamos doze antimicrobianos utilizados
no tratamento das infeccdes causadas por esta bactéria. A maioria das cepas foram
sensiveis a todos os antimicrobianos testados, entretanto nove cepas mostraram-se
resistentes a pelo menos um antibidtico e uma cepa mostrou-se multirresistente. Esses
dados mostram que apesar de a laguna conter genes de resisténcia, conforme observado
em estudos anteriores, a espécie de P. aeruginosa nao parece ser influéncia alarmante,
mas sao necessarios mais estudos e acompanhamento desse local, visto que quase todas
as cepas que apresentaram resisténcia, resistiram ao grupo dosa carbapenémicos , classe

de antibidticos mais amplamente utilizada na prética clinica.

Palavras-chave: Pseudomonas aeruginosa, resisténcia a antimicrobianos, impacto

antropogénico, corpos hidricos, era pds-antibidtico.

INTRODUCAO
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A descoberta dos antibidticos e sua ampla aplicacdo revolucionaram a
forma de tratamento de processos infecciosos, um marco € um grande passo para o
aumento da expectativa de vida humana. Apesar disso, a eficicia dos agentes
antibacterianos vem sendo superadas pela capacidade das bactérias de se tornar

resistentes a sua a¢do (Tenover, 2006).

Sabemos que, as bactérias podem adquirir resisténcia aos antimicrobianos
através de transferéncia de genes entre cepas bacterianas, promovida por plasmideos,
fagos ou elementos transponiveis, além de produzirem modificagdes proprias do seu
genoma através de mutagdes (Ferreira, 2014). Essa caracteristica resultou no
desenvolvimento da resisténcia aos antibioticos ja desenvolvidos e novos problemas de
saude publica. As resisténcias abrangem todas as classes conhecidas de compostos
naturais e sintéticos (D’Costa, 2006). Seu desenvolvimento nos leva a um rumo
perigoso, pois causa sofrimento prolongado aos individuos acometidos por bacteremias

e aumento dos custos com cuidados de saude publica.

Pseudomonas aeruginosa ¢ um organismo aerobico, gram-negativo,
naturalmente capaz de multiplas resisténcias e estd associada a varios quadros de
infecgdes hospitalares. E considerada uma bactéria oportunista, pois sua patogenia esta
diretamente ligada com a situagdo imunologica do hospedeiro que infecta. (Pollack,
2000; Neves, 2011). As infec¢des por P. aeruginosa se tornam cada vez mais dificeis de
tratar em razdo desse aumento das resisténcias aos antimicrobianos e as limitadas

opgoes terapéuticas (Daryl J. Hoban, et al, 2000, Ortega, Groeneveld e Schiltsz, 2004).

A resisténcia da P. aeruginosa ao imipenem tem sido frequentemente
reportada em todo o mundo na tltima década, o que pode resultar na falha do tratamento
(John P. Quinn et al , 1988). Fato que tem gerado preocupacdes, uma vez que a
resisténcia ao imipenem em P. aeruginosa esta relacionada com resisténcia a outras

drogas com atividade antipseudomonas (Higging et al, 2002).

A cerca do desenvolvimento das resisténcias, temos conhecimento de
que o proprio meio ambiente funciona como um grande reservatorio de resisténcia a
antimicrobianos (D’Costa, 2006). Sabemos que organismos resistentes entram em
ambientes aquaticos a partir de fontes humanas e animais, e sdo capazes de espalhar
seus genes em micrébios nativos da dgua (Baqueiro, 2008). Os ambientes aquaticos e de

agua doce, principalmente, aqueles com intensa acao antropica, propiciam as bactérias
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condi¢cdes para evolugdo e disseminagdo de genes resistentes, pois aumentam a taxa de
mutacoes (Lupo A; Coyne S; Berendonk; T, 2012). A resisténcia a antibidticos ja tem
sido observada em varios ambientes aquaticos incluindo rios, areas costeiras, esgoto
doméstico, esgoto hospitalar, sedimentos, dguas superficiais, lagos, lagunas, oceanos e

agua potavel (Baqueiro; Martinez; Canton; 2008).

Jorgensen e colaboradores (2000) encontraram indicios de que o
desenvolvimento de resisténcia antibidtica ¢ favorecido por baixas concentracdes de
antibioticos distribuidos no ambiente. O despejo de agentes antimicrobianos,
bactericidas, detergentes, desinfetantes, residuos industriais e poluicio como metais
pesados, leva a progressiva acumulagdo dessas substancias no meio, acabam exercendo
pressdo seletiva sobre as bactérias naturais ¢ favorecendo as cepas resistentes que
multiplicam-se e transformam as populagdes bacterianas sensiveis em populagdes

resistentes (Baqueiro & Martinez, 2008).

A farmacocinética elucida que ao realizarmos um tratamento com um
antibidtico, boa parte da droga ndo ¢ metabolizada, nem mesmo absorvida, portanto ndo
sofre biotransformacgao, e ¢ eliminada intacta e na forma ativa, na maioria das vezes pela
urina (Brunton, Laurence L. et al, 2010). Os afluentes urbanos nao tratados
adequadamente conduzem essas substancias para corpos hidricos, onde se acumulam e
atuam alterando todo o ecossistema microbiano do ambiente. Outra importante fonte de
resisténcia bacteriana no meio ambiente ¢ a producdo animal, em muitos paises a
utilizacdo desses medicamentos como promoter de crescimento ¢ comum (Thiele-
Bruhn, 2003; Gowda et al., 2015). As bactérias comensais podem albergar genes de
resisténcia com capacidade de transferéncia para as bactérias patogénicas (Marshall; J;
Levy, 2009). Determinar o perfil de resisténcia de P. aeruginosa da Laguna de
Tramandai ¢ importante para elucidarmos o nivel de disseminacdo de genes de
resisténcia nessa espécie, em um local que possivelmente esteja atuando como

reservatorio devido a intensas atividades antrdpicas.

2. Material e Métodos
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A éarea de estudo, Laguna de Tramandai, estd localizada na costa norte do
estado do Rio grande do sul. Uma area de aproximadamente 18.8 km2 que, através de
um canal de 1,5 km ligam as 4dguas da bacia do rio Tramandai ao oceano Atlantico. A
bacia atravessa e abastece 17 outras cidades arredores e ¢ de extrema importancia para
atividades econOmicas como: Pesca, agricultura, turismo e exploragdo mineral,
contendo um terminal de captura de petrdleo, o Terminal Almirante Soares Dutra,

Petrobras Transporte AS. (Silva; Toldo; Weschenfelder, 2016).

Conforme o aumento da ocupagao urbana nas regides litoraneas do Estado
e a dindmica de uso das dguas da bacia hidrografica do Rio Tramandai, a degradacdo
ambiental se intensifica e traz como consequéncia a diminuicdo da qualidade destes
corpos hidricos (Castro, Diston de, 2016). A falta de saneamento basico em alguns
locais, o lixo, os esgotos nao tratados adequadamente e o uso intenso de agrotdxicos

para producao de alimentos acabam acentuando o problema (Castro, Diston de., 2016).

Durante os meses de verdo, os municipios do Litoral Norte do RS tém
um significativo aumento da populacdo devido ao turismo, que consequentemente
aumentam também a demanda de recursos, consumo de agua e defluéncia de esgoto
urbano, dejetos e residuos liquidos, por vezes toxicos € contaminantes, acabam sendo
langados na Laguna de Tramandai (Zuanazzi, 2016). Um ambiente que carece de
estudos quanto sua capacidade de promover condi¢des para desenvolvimento de

resisténcias.

As coletas foram realizadas durantes pesquisas anteriores de Leite e
colaboradores (2019) em dois momentos distintos: baixa temporada (agosto de 2014) e
alta temporada (janeiro de 2015). Além da variavel estacional, os quatro pontos de
coleta foram estabelecidos de acordo com o nivel de impacto antropico observado: o
Ponto 1 foi fixado proximo a praia de Tramandai, local com maior fluxo de pessoas,
tornando-se mais expressivo durante a alta temporada. O Ponto 2 foi estabelecido junto
a margem em uma regido com grandes condominios residenciais. Ponto 3 praticamente
no centro da lagoa, 4rea com menor impacto observado, tido como controle e Ponto 4

adjacente a areas com atividade econdmica, como por exemplo, o plantio de arroz.

Os isolados de Pseudomonas aeruginosa foram processados e identificados a
partir de amostras de 4agua da Laguna de Tramandai. Foram identificados

sequencialmente a partir do ponto 1, como: P1, P2 e assim por diante com excecao de
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A20 que foi confundido anteriormente com cepas de Alcaligenes faecalis (Leite et al,
2019). Foram adicionados 2 ml de Caldo BHI - Brain Heart Infusion em crio tubo
contendo amostras e incubados a 37° C por periodo aproximado de 24 horas. Foi feita a
semeadura em superficie, utilizando meios de cultivo sélido: TSA - Trypticase Soy
Agar (meio muito rico) e depois transferidos para Agar cetrimide - meio de cultura
seletivo e diferencial para espécie de Pseudomonas aeruginosa. Os esfregagos das
colonias isoladas foram corados com técnica de Gram e observados em microscopia
Optica para andlise morfologica que auxiliou na determinacdo a nivel de espécie.
Algumas cepas confirmadas por método MALDI-TOF. Foram obtidos 49 isolados de
Pseudomonas aeruginosa viadveis que deram inicio na nossa pesquisa, destes, 15

coletados no Ponto 1, 12 no Ponto 2, 12 no Ponto 3 e 10 no Ponto 4.

Para analise fenotipica do perfil de resisténcia dos isolados aplicamos o teste
de sensibilidade aos antimicrobianos, executado conforme método de disco-difusdo em
agar, em concordincia com O Comité Europeu de Testes de Susceptibilidade
Antimicrobiana BrCAST - (EUCAST). BrCAST — EUCAST valido a partir de 30-07-
2018 . Foram testados 12 antimicrobianos: Piperacilina tazobactam, Ceftazidima,
Cefepima, Imipenem, Meropenem, Doripenem (da familia dos betalactdmicos).
Aztreonam  (grupo  Monobactam),  Gentamicina, = Amicacina, Netilmicina
(Aminoglicosideos). Ciprofloxacin e  Levofloxacin.(Quinolonas). A leitura do
resultado do teste foi feita obedecendo os parametros de pontos de corte clinicos do
BrCAST — EUCAST. Assim foram caracterizados os organismos como: Sensivel,
intermediario ou resistente em relagdo a cada antibidtico. Intermedidrios foram
considerados como resistentes. Foram feitas comparagdes da distribuicdo de bactérias
resistentes conforme ponto onde foram coletadas para uma possivel relacdo das
resisténcias com o nivel de impacto antrépico. Foram consideradas multirresistentes
apenas bactérias que apresentaram resisténcia a um ou mais antimicrobianos de trés ou

mais categorias testadas (Magiorakos et al, 2012).

RESULTADOS

Dos 49 isolados de P. aeruginosa a grande maioria mostrou-se sensivel a

todos os 12 farmacos testados, foram estes os isolados: P1, P4, P9, P14, A20, P22,
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P30,P31, P39, P45, P49, P50, P51, P52, P54, P55, P57, P61, P62, P63, P66, P67, P69,
P70, P71, P72, P78, P79, P81, P85, P86, P89, P92, P93, P95, P98, P104, P107, P11 e
P113. Os isolados P32, P40, P53, P75, P80, P83, P101, P111, P154 apresentaram
resisténcia a pelo menos um antibidtico. (Quadro 1). Somente um isolado foi

multirresistente, P154 (COM, CAZ, IPM, MER, GEN,DOR, LVX, NET).

Nao houve cepas resistentes aos antimicrobianos Piperacilina tazobactam,
Ciprofloxacina e Amicacina. Dentre os antimicrobianos com cepas resistentes, o
Imipenem apresentou o maior nimero de resisténcias com cinco cepas resistentes,
seguido do Meropenem com quatro cepas resistentes (Quadro 2). Ambos antibidticos

pertencentes a classe dos carbapenémicos.

Quadro 1. Perfil de resisténcia in vitro de Pseudomonas aeruginosa aos farmacos testados.

Isolados Antibidticos aos quais resistiram.

P32 [(ATM)

P40  |(MER, DOR)

P53 |(MER)
P57 |(IPM)
P80 |(IPM)
P83 |(IPM)

P101 |(IPM, MER)

P111  |(LVX)

(CPM, CAZ, IPM, MER,
P154
GEN, DOR, LVX, NET)

Legenda: (ATM) — Astreonam, (MER) — Meropenem, (DOR) — Doripenem, (IMP) — Ipipenem, (LVX) —
Levofloxacin, (CAZ) — Ceftazidima, (NET) — Netilmicina, (GEN) — Gentamicina, (COM) — Cefepima.

Quadro 2. Numero de cepas resistentes por antibidtico testado.
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IMIPENEM

MEROPENEM

DORIPENEM

LEVOFLOXACINA

CEFEPIMA

CEFTAZIDIMA

AZTREONAM

GENTAMICINA

NETILMICINA

»—A»—A»—tb—db—‘[\)l\)-';m

Ao relacionarmos o nimero de cepas resistentes com a distribui¢do entre
os Pontos de coleta, notamos que a maioria das cepas resistentes , incluindo P154

(multiresistente) encontrava-se no Ponto 4, cujo impacto antrépico maior deriva de

atividades econdmicas como plantac¢des de arroz. (Quadro 3).

Quadro 3. Distribuicao de cepas resistentes por pontos de coleta e estagdo de coleta.

Isolados | Ponto de coleta | Estacdo de coleta
P32 3 Inverno

P40 4 Inverno

P53 1 Verdo

P57 1 Ver3o

P80 2 Ver3o

P83 3 Verdo

P101 4 verdo

P111 4 Verio

P154 |4 Ver3o

Vinculando os resultados dos testes de sensibilidade a antimicrobianos
com as estagdes de coleta, notou-se que o maior nimero de cepas resistentes haviam

sido coletadas na alta temporada sete, enquanto que na baixa temporada apenas 2 foram

resistentes (Quadro 3).

Discussao:




Estudos anteriores de Leite e cols, 2019 realizados na Laguna de Tramandai
puderam compreender de forma geral a distribui¢do dos genes de resisténcia no ambiente a
partir da analise de DNA total de amostras do corpo hidrico. Metodologia que reduziu o
tempo e o custo da andlise. O estudo de Leite detectou a presencga de 31 genes relacionados
a diferentes fenotipos resistentes - alguns ainda reportados somente no ambiente hospitalar.
Estes dados caracterizaram a Laguna como um ambiente que atua como reservatorio de

bactérias resistentes e genes de resisténcia.

Neste estudo trouxemos uma definicdo mais precisa do perfil de resisténcia fenotipico de
Pseudomonas aeruginosa, com a utilizacdo de métodos de isolamento em culturas puras e
do uso de discos de antibidtico. Foram feitos testes de sensibilidade em relacdo a 12
antimicrobianos utilizados no tratamento de infec¢des desse microrganismo € nos propomos
a classificar as cepas isoladas quanto ao grau de resisténcia. Entretanto ainda ndo existe um
consenso sobre uso de termos e definigdes para bactérias resistentes. Estudos recentes tem
destacado a importancia de definir os microrganismos conforme o nimero de classes de
antimicrobianos aos quais resistem. A auséncia de um consenso ainda ¢ um fato que
prejudica as comparagdes de dados de vigilancia e limitam a compreensdo do problema de

resisténcia antimicrobiana (Magiorakos et al, 2012).

Numa iniciativa conjunta do Centro Europeu de Doenga Prevencao e Controle
(CEPCD) e os Centros de Controle e Prevencao de Doengas (CDC), no ano de 2008 em
Estocolmo, foi proposto criar definigdes para bactérias altamente resistentes e
multirresistentes associadas a infec¢des e aos cuidados de saude. O grupo de especialistas
decidiu concentrar-se na aplicagdo das defini¢des a S. aureus, Enterococcus spp.,
Enterobacteriaceae (com excepcdo de Salmonella e Shigella), P. aeruginosa e
Acinetobacter spp, pois sdo organismos de grande importancia clinica. (Magiorakos et al,

2012).

O termo Multidrug-resistant (MDR) refere-se a bactérias resistentes a um ou
mais antimicrobianos de trés ou mais categorias testadas. Extensively drug-resistant (XDR)
¢ quando os microorganismos sdo resistentes a um ou mais antimicrobianos em quase todas
categorias (exceto uma ou duas). E Pandrug-resistant (PDR) quando ha resisténcia a todos
os agentes antimicrobianos testados. (Cohen et al, 2008). Muitas defini¢des estdo sendo
usadas para caracterizar padroes de resisténcia dentro de MDR em Gram-positivos e Gram-

negativos (Falagas, Koletsi e Bliziotis, 2006).



Conforme classificacdo proposta por Magiorakos et al (2012), a partir do nosso N
amostral de 49 cepas da espécie de P. aeruginosa, nove (18%) apresentaram resisténcia a
pelo menos um antibiotico testado e apenas uma cepa, a P154 mostrou-se multirresistente e
a grande maioria mostrou-se sensivel a todos os antimicrobianos testados. O resultado nos
surpreendeu, pois esperavamos um numero maior de multirresisténcias nos isolados, visto
que a Laguna havia sido caracterizada como reator genético em estudos anteriores.
Entretanto, ao compararmos com outros trabalhos de pesquisa a cerca da resisténcia de
bactérias em corpos hidricos, observamos coeréncia. Os estudos de Oliveira e cols (2017)
avaliaram o mecanismo de resisténcia a antibioticos p-lactdmicos em 40 isolados de esgoto
hospitalar e aguas superficiais do rio Dilavio na cidade de Porto Alegre usando técnica de
PCR multiplex. Foi possivel a detecgdao varios genes de resisténcia das B-lactamases: -
lactamases de espectro estendido (ESBLs), carbapenemases e B-lactamase AmpC. Os genes
estavam presentes em 85% dos isolados. Portanto 18% representa um percentual
interessante quando se trata de uma amostra derivada do ambiente, sem pressdo direta de

antimicrobianos como, por exemplo, um esgoto hospitalar.

Apesar do cendrio da Laguna ndo ter se mostrado alarmante para a espécie de
Pseudomonas aeruginosa, sao necessarios mais estudos e frequente acompanhamento, visto
que 18% das cepas apresentaram resisténcia a pelo menos um farmaco testado, e este
cenario pode modificar-se rapidamente, visto que a urbanizagdo da regido aumenta a cada
ano. Além disso, o ambiente se encontra em uma regido de transicdo entre rio e mar,
caracterizando um estuario, que sdo sistemas altamente dindmicos e complexos. Por isso
¢ muito importante avaliar a variabilidade das populagdes bacterianas em uma maior escala
de tempo a fim de detectar a veiculacdo de linhagens resistentes e prevenir surtos de

infeccdes de dificil tratamento (Leite e Colaboradores, 2019).

Em nossos resultados observamos que que trés dos antimicrobianos que
apresentaram mais casos de resisténcia, o Imipenem, Meropenem e Doripenem,
pertencem a classe dos carbapenemicos. E importante salientar que os carbapenens
compreendem uma classe amplamente utilizada no tratamento de infeccdes
envolvendo Enterobacteriaceae multirresistente e varios sdo os mecanismos de

resisténcia que podem impedir a a¢do dos carbapenens. (Dienstmann e cols 2010).



Importante também destacar o antibidtico que mais apresentou resisténcia em
nosso estudo, o Imipenem, corroborando com ocorréncias que tem sido reportado em todo o
mundo em relagdo a problemas de resisténcia a este farmaco e que geram preocupagao.
(NNIS, 2001). A resisténcia ao imipenem tem se tornado comum e esta associada a outros

tipos de resisténcia em Pseudomonas.

Notamos também que o maior numero de cepas resistentes, inclusive P154,
encontravam-se no Ponto de coleta 4 estabelecido proximo a atividades de agricultura como
plantagdes de arroz. Estudos tem demonstrado que agrotoxicos podem deixar patdgenos
humanos mais resistentes a drogas, pois esses quimicos na vegetacdo tem efeitos sobre
pragas como fungos e bactérias que vivem associados a plantas, e o contato com os
agrotoxicos permite os microrganismos adquirir resisténcia/tolerdncia a drogas ainda no
ambiente (Bastos, 2018). Durante o trabalho de Leite e cols, (2019) foi detectada a
presenga de 3 compostos pesticidas distribuidos ao longo da Laguna, o que foi atribuido a

atividades agricolas do entorno.

Nosso pais ja ¢ bastante conhecido pelo uso permissivo de agrotoxicos e
pesticidas usados na agricultura, e ¢ considerado um problema de satide publica (Rigoto,
2014). Mas nunca se liberou tanto agrotdxico no pais quanto no primeiro semestre deste
ano. SO em setembro deste ano, foi concedido o uso de 63 agrotdxicos. Conforme
listagem publicada no Diério Oficial da Unido (DOU).

Os riscos e efeitos diretos que a exposicdo a essas substancias altamente toxicas
causam sobre a saide humana ja sdo bem conhecidos. No entanto, pouco se sabe, ainda,
sobre os efeitos indiretos que podem causar, como, por exemplo, em toda a problematica

envolvida quanto a resisténcia de microrganismos no meio ambiente.

Portanto se fazem necessarios mais estudos quanto ao impacto desses
agrotoxicos na Laguna de Tramandai- RS. Além de acompanhamento da dispersdo dos
genes de resisténcia no local e perfil de resisténcias das principais bactérias de importancia

clinica.



CONCLUSAO

Este estudo demonstrou que apesar da Laguna de Tramandai — RS ser qualificada como
ambiente reservatdrio para varios genes de resisténcia, o cendrio ainda ndo ¢ alarmante
para casos de P. aeruginosas com multiplas resisténcias, mas representa um percentual
interessante para um ambiente natural que nao sofre pressao direta de antimicrobianos.
Sdo importantes mais estudos e acompanhamento do local, pois a resisténcia dos
microrganismos aos carbapenemicos foi expressiva dentre as cepas de P. aeruginosa
que apresentaram resisténcia e a cenario pode piorar, visto que o ambiente sofre com

impacto antropico maior a cada ano.
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