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RESUMO

O Arroio Diluvio ¢ um dos principais cursos d’agua de Porto Alegre. Ao longo de seu
percurso com 17 km de extensédo recebe aguas residuais de diversos bairros e cerca de 50 m3
de lixo anualmente; e por conta disso, & um cdrrego extremamente poluido. Nos Gltimos anos,
diversos estudos tém se dedicado a investigar a relagdo entre a contaminacdo dos ambientes
aquaticos com os processos de evolucdo e disseminacdo de resisténcia bacteriana. A
introducdo e acimulo de poluentes na agua resultam em um ambiente com alta pressdo de
selecdo favorecendo a prevaléncia de microrganismos resistentes. Além disso, por ser um
meio altamente conectivo, o sistema aquatico acaba atuando como uma interface para o
compartilhamento genético entre as comunidades microbianas contribuindo para a dispersédo
de genes de resisténcia. Assim, este estudo teve como objetivo avaliar o perfil de resisténcia
de isolados de enterobactérias provenientes das aguas do Arroio Dilivio, a fim de
compreender quais sd80 0s mecanismos de resisténcia presentes em um cenario de grande
poluicdo aquatica. Um total de 40 amostras isoladas em um estudo anterior do nosso grupo de
pesquisa foram identificadas pelo método de espectrometria de massa através do MALDI-
TOF MS Biotyper 4.0. As espécies identificadas foram Escherichia coli e Klebsiella
pneumoniae. Apos, foi analisado o perfil de susceptibilidade antimicrobiana pelo método de
disco-difusdo com 14 antibidticos. Como resultado, sete isolados apresentaram resisténcia a
pelo menos um antibidtico, sendo dois deles considerados multirresistentes. Dentre 0s
microrganismos resistentes, grande parte apresentou resisténcia & classe de antibioticos -
lactdmicos. Assim, a fim de verificar a producdo de enzimas p-lactamases de espectro
estendido (ESBL), foi realizado o teste de sinergismo de disco duplo (TSDD). Ao todo, 33%
dos isolados foram positivos para o teste, inclusive um dos multirresistentes. Além disso,
verificou-se a presenca dos genes codificantes de ESBL blactx-m, blatem € blasyy pela técnica
da reacdo em cadeia da polimerase (PCR). As analises indicaram o predominio do gene
blatem num total de oito isolados. Por fim, através do MALDI-TOF, foram realizadas duas
analises dos espectros gerados pelas expressdes proteicas dos isolados. Os resultados
demonstram certas similaridades entre os isolados que apresentaram resisténcia e a formacao
de trés grupos distintos entre as E. coli avaliadas. A partir destas caracterizagdes, é possivel
observar 0s mecanismos de resisténcia que estdo sendo utilizados pelas enterobactérias
presentes no Arroio.

Palavras-chave: Resisténcia, antimicrobianos, Enterobacteriaceae, ESBL, arroio.



ABSTRACT

The Arroio Diluvio is one of the main water courses in Porto Alegre. Along with its 17 km
long route, it receives wastewater from several districts and about 50 m3 of garbage annually;
and because of that, it’s an extremely polluted stream. In the last years, several studies have
been dedicated to investigate the relation between the contamination of the aquatic
environments with the processes of evolution and dissemination of bacterial resistance. The
introduction and accumulation of pollutants in the water results in an environment with high
selection pressure, favoring the prevalence of resistant microorganisms. In addition, because
it’s highly connective medium, the aquatic system ends up acting as an interface for the
genetic sharing between the microbial communities, contributing to the dispersion of
resistance genes. The objective of this study was to evaluate the resistance profile of
enterobacterias isolates from the Arroio Diluvio waters in order to understand the mechanisms
of resistance present in a scenario of high aquatic pollution. A total of 40 isolates isolated in a
previous study from our research group were identified by mass spectrometry method using
MALDI-TOF MS Biotyper 4.0. The species identified were Escherichia coli and Klebsiella
pneumoniae. Afterwards, the profile of antimicrobial susceptibility was analyzed by the disc-
diffusion method with 14 antibiotics. As a result, seven isolates showed resistance to at least
one antibiotic, two of which were considered multiresistant. Among the resistant
microorganisms, the majority presented resistance to the class of B-lactam antibiotics. Thus,
in order to verify the production of extended-spectrum B-lactamases (ESBL), the double-disc
synergy test (DDST) was performed. In all, 33% of the isolates were positive for the test,
including one of the multiresistants. In addition, the genes coding ESBL blactx-m, blarem and
blasyyv were verified by the polymerase chain reaction (PCR) technique. The analyzes
indicated the predominance of the blargm gene in a total of eight isolates. Finally, through
MALDI-TOF, two spectrum analysis of the protein expressions of the isolates were
performed. The results show certain similarities between the resistant isolates and the
formation of three groups among E. coli. From these characterizations it’s possible to observe

the resistance mechanisms that are being used by the enterobacteria present in the Arroio.
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1. INTRODUCAO
1.1 Resisténcia a antimicrobianos

Antimicrobianos sdo substancias - naturais ou sintéticas - capazes de inibir o
crescimento ou causar a morte dos microrganismos. Esses agentes sdo amplamente utilizados
no tratamento de infecgbes bacterianas em humanos e animais, além de atuarem como
biocidas quimicos para desinfeccdo em ambientes clinicos e de processamento de alimentos
(VERRAES et al., 2013). A descoberta e comercializacdo destes compostos, em meados do
século XX, desencadearam uma série de avangos na medicina, produ¢do animal e economia
mundial, resultando em uma grande revolugéo (HILTUNEN et al., 2016).

Os diferentes antimicrobianos e seus mecanismos de agdo visam comprometer a
fisiologia bacteriana, através de processos como: danos a membrana plasmatica, inibicdo da
sintese de parede celular, inibicdo da sintese proteica, inibicdo da producdo de metabdlitos
essenciais ou da replicacdo e transcri¢do de acidos nucleicos (TORTORA; FUNKE; CASE,
2017). Contudo, uma das implicacGes na utilizacdo destes agentes é que seus efeitos nao se
restringem somente a organismos patogénicos, afetando também as bactérias comensais do
hospedeiro durante o tratamento (CANSIZOGLU e TOPRAK, 2017).

O consumo de antimicrobianos perturba o equilibrio das populagdes bacterianas, pois
ao afetar qualquer organismo sensivel, acaba resultando no aumento de organismos resistentes
e, consequentemente, em mudangas nos padrdes de infec¢bes, de forma que seus efeitos
acabam sendo seletivos (WHO, 2018). Assim, ao fazer o uso de antibioticos, acaba sendo
exercida uma pressdo de selecdo sobre a microbiota, o que favorece o predominio de
microrganismos resistentes e pode levar a disseminacdo de genes de resisténcia para outras
espécies.

A resisténcia bacteriana ocorre quando um organismo anteriormente suscetivel a um
antibidtico se torna resistente a droga, como resultado de um processo adaptativo da célula.
Isso acontece por meio de mutagdes, que sdo eventos espontaneos e aleatorios dentro de uma
populacdo bacteriana, ou por aquisicdo de genes de resisténcia atraves de transferéncia
horizontal entre os microrganismos (VERRAES et al., 2013).

Estudos tém constatado que o desenvolvimento de resisténcia a antimicrobianos
ocorre mais rapidamente em resposta ao uso extensivo dos compostos, tendo relacdo com a
quantidade e tempo de administracdo, de modo que quanto maior 0 consumo, maiores serao

as chances de apresentar resisténcia. Isso é resultado da adaptagdo genética continua de
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bactérias a varias condi¢Bes de crescimento em ambientes naturais e hospedeiros, gerando
variacOes permanentes nas quais a selecdo poderia atuar para enriquecer mutantes resistentes
quando a exposicdo ao antibidtico ocorre (KNOPPEL et al., 2017). Além disso, através de
reconstrucdes filogenéticas € possivel observar que as recentes historias evolutivas de
numerosos patdgenos bacterianos foram moldadas quase que exclusivamente pela exposi¢do
antimicrobiana sustentada (BAKER, 2015).

As bactérias contam com duas grandes estratégias genéticas para se adaptar aos
mecanismos de acdo dos agentes antimicrobianos: i) mutacGes no (s) gene (s) frequentemente
associadas ao mecanismo de acdo do composto, e ii) aquisicdo de codificagdo de DNA
estranho para determinantes de resisténcia. Além disso, 0s mecanismos de resisténcia podem
ser categorizados de acordo com a rota bioguimica envolvida no processo: i) modificacdes da
molécula antimicrobiana, ii) prevencdo para atingir o alvo antibiético (diminuindo a
penetracdo ou expulsando ativamente o composto antimicrobiano), iii) alteracdes e/ou desvios
de sitios-alvo, e iv) resisténcia devido a processos adaptativos das células (MUNITA e
ARIAS, 2016).

Atualmente, o aumento de microrganismos resistentes e a consequente ineficacia dos
antimicrobianos representam uma grande ameaca global. As principais doencas infecciosas
matam mais de 11 milhdes de pessoas anualmente por conta da resisténcia bacteriana; e a
menos que agdes sejam tomadas em todo o mundo, corremos o risco de retornar & era pré-
antibidtica (WHO, 2005). O problema é que mesmo que novos antibidticos sejam
desenvolvidos, a resisténcia a eles também se desenvolveria. Além disso, a fabricacdo destes
agentes envolve um processo longo e dispendioso e, devido a limitagdes naturais e
econdmicas, 0 numero de novos compostos antimicrobianos aprovados diminuiu na ultima
década (CANSIZOGLU e TOPRAK, 2017).

Para combater o desafio da resisténcia aos antimicrobianos, a Organizacdo Mundial da
Saude desenvolveu um plano de acdo global, chamado One Health, com o objetivo de
assegurar pelo maior tempo possivel a continuidade e prevencdo dos tratamentos. O plano
possui cinco objetivos: (i) melhorar a conscientizacdo e a compreensdo da resisténcia
antimicrobiana em formuladores de politicas e profissionais; (ii) fortalecer a vigilancia e a
pesquisa; (iii) reduzir a infeccdo; (iv) encorajar o uso racional de medicamentos em saude
humana e animal; (v) e aumentar o investimento no desenvolvimento de novos medicamentos,
diagndsticos e vacinas. Para que estas premissas sejam alcancadas, usa-se a abordagem de

“uma Unica saude”, refletindo a relagdo entre a saide humana, animal ¢ o meio ambiente, e



exigindo que setores diversos se unam para coordenadamente combater o problema (WHO,
2015).

1.2 Resisténcia a classe dos B-lactamicos por enterobactérias

Os antimicrobianos B-lactamicos sdo agentes quimioterapicos amplamente utilizados
no tratamento de infeccdes causadas por bactérias Gram negativas. Esta classe € composta
pelos antibidticos penicilinicos, carbapenémicos, monobactamicos e cefalosporinas (SAGA e
indugdo de autdlise. O anel B-lactamico presente nestes compostos é semelhante a regido em
que enzimas transpeptidases se ligam para formar a parede bacteriana. Assim, através da acéo
das PBPS (proteinas ligantes de penicilinas), estes antibidticos ligam-se as transpeptidases e
interferem na sintese da parede. Além disso, os B-lactimicos também podem desencadear
processos de autdlise enddgena, destruindo a camada de peptidoglicanos presentes na célula e
gerando a morte do microrganismo (SUAREZ e GUDIOL, 2009).

Devido a ampla utilizacdo destes antibidticos, bactérias - especialmente as
pertencentes a familia Enterobacteriaceae - estdo cada vez mais resistentes a eles. Os
mecanismos de resisténcia aos B-lactdmicos podem ocorrer através de inativacdo enzimatica,
alteracdo nos receptores do alvo ou transporte alterado do antibiético (DROPA et al., 2009;
OLIVEIRA, 2011). A estratégia predominante em bactérias Gram negativas é a produgdo de
enzimas B-lactamases, que por suas altas taxas de mutacdo e consequente diversificagdo, sao
grandes alvos de estudos. As B-lactamases de espectro estendido (ESBLS) s&o as enzimas que
mais geram preocupacdo uma vez que sdo produzidas por bactérias que degradam f-
lactdmicos de espectro estendido, como as penicilinas, cefalosporinas (12, 22 e 32 geragéo) e
aztreonam, através da hidrolise destes antibiGticos (BROLUND, 2014). E justamente devido a
este efeito sobre os antibidticos B-lactdmicos de espectro estendido que as enzimas receberam
0 nome de ESBL.

Por ser uma estratégia adotada principalmente por bactérias Gram negativas, tem sido
sugerido que este mecanismo de resisténcia esta relacionado a presenca da membrana externa,
que permite "controlar" a entrada de moléculas no periplasma. Como grande parte dos f-
lactamicos requer porinas especificas para alcangar as PBPs localizadas ha membrana interna,
a célula bacteriana controla o acesso dessas moléculas ao periplasma, permitindo a produgéo
de p-lactamases em concentracdes suficientes para aumentar a cinetica em favor da destruicao
da molécula antibidtica (MUNITA e ARIAS, 2016).



As bactérias Gram negativas tornam-se resistentes a essa classe de agentes quando
adquirem um gene codificante para ESBL e produzem as enzimas (DOI et al., 2017). Esses
genes sao geralmente denominados bla, seguidos pelo nome da enzima especifica e podem ser
encontrados no cromossomo, em elementos genéticos mdveis, como parte do genoma
acessorio, ou em integrons, o que facilita ainda mais a disseminacdo. Além disso, a
transcrigdo pode ser constitutiva ou pode exigir um sinal externo para induzir a producao
(MUNITA e ARIAS, 2016).

Nas ultimas décadas, centenas de ESBLs foram descritas e classificadas de acordo
com suas propriedades moleculares e bioquimicas. Dentre elas, as enzimas do grupo TEM,
SHV e CTX-M destacam-se por serem amplamente relatadas e por seu consequente impacto
clinico. As ESBL do tipo TEM foram observadas pela primeira vez em Escherichia coli, no
ano de 1965, em um paciente grego chamado Temoneira - por isso foram denominadas TEM.
Elas possuem uma alta capacidade hidrolitica sobre ampicilina, penicilinas e cefalosporinas
de primeira geracdo (DATTA e KONTOMICHALOU, 1965; PATERSON e BONOMO,
2005). Ja as do tipo CTX receberam esta designacao devido ao efeito hidrolitico que possuem
sobre o0 antibidtico cefotaxima; enquanto as ESBL do tipo SHV apresentam maior efeito sobre
as penicilinas e cefalosporinas de primeira geragdo. O nome SHV refere-se a variavel
sulfidrila, uma vez que a atividade destas enzimas esta relacionada ao substrato utilizado por
elas (PATERSON e BONOMO, 2005).

As ESBLs do grupo CTX-M sdo as mais predominantes globalmente e seus principais
hospedeiros sdo as espécies E. coli e K. pneumoniae (DOI et al., 2017). Neste cenario, as
enterobactérias possuem grande importancia, uma vez que causam infeccGes no sistema
nervoso central, trato respiratorio inferior, corrente sanguinea, trato gastrointestinal e urinario
fazendo parte também da microbiota intestinal (BROLUND, 2014). A familia
Enterobacteriaceae - especialmente Klebsiella spp. - produtoras de ESBLs estdo sendo
estabelecidas, desde 1980, como uma das principais causas de infeccdes hospitalares, tais
como pneumonia, infeccBes da corrente sanguinea, infeccbes em recém-nascidos e em
pacientes em tratamento de terapia intensiva (RAWAT e NAIR, 2010; WHO, 2018). Além
disso, E. coli produtoras de ESBL estdo sendo relatadas como as maiores causadoras de
infeccdes do trato urinario adquiridas (HERTZ et al., 2015; DODDS, 2016; GREENHOUSE,
etal., 2017).

Segundo a OMS, dentre os patdgenos que representam as maiores ameacas em relacéo

a resisténcia antimicrobiana encontram-se E. coli resistentes a cefalosporinas de 3?2 geracdo e a
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beta-lactdmicos conferidos por ESBLs, e K. pneumoniae resistentes a cefalosporinas e
carbapenemases de 3?2 geracdo. Acdes integradas de vigilancia destes organismos estdo sendo
desenvolvidas em todos os continentes (DODDS, 2016; WHO, 2018).

Em relacdo aos riscos associados a disseminacdo e aquisicdo destes patdgenos,
diversos fatores estdo envolvidos, desde habitos cotidianos até a exposi¢cdo a ambientes
hospitalares e antimicrobianos. De acordo com DOI et al. (2017)., cinco fontes foram
postuladas como principais vetores contribuintes para a crescente prevaléncia de colonizacéo
por Enterobacteriaceae produtoras de ESBL em paises desenvolvidos: (i) alimentos de origem
animal, devido a grande carga de antimicrobianos utilizados na criagdo; (ii) animais
domeésticos, devido ao contato e proximidade fisica com seus donos; (iii) humanos, pelo
contato de pessoa para pessoa, especialmente entre membros da familia; (iv) ambiente, pela
contaminacdo de aguas residuais; e (v) viagens internacionais, que criam oportunidades para
que esses microrganismos sejam transportados por diversos locais. Além disso, tratamentos
com antimicrobianos de outras classes, que possuem mecanismos de acdo diferentes dos f-
lactdmicos - como aminoglicosideos -, também estdo sendo considerados fatores de riscos
potentes para a infeccdo ou colonizacdo por Enterobacteriaceae produtoras de ESBLS
(NAKAI et al., 2016).

O que chama atencdo dos pesquisadores, € que a maior concentracao de portadores de
ESBL produzidas por enterobactérias encontra-se no sudeste Asiatico, seguido do Pacifico
Ocidental, Mediterraneo Oriental e da Africa, enquanto a América e a Europa possuem uma
concentracdo menor. Esses dados sugerem que 0 acesso precario a agua potavel, a pobreza e a
alta densidade populacional sdo os grandes fatores no que diz respeito a disseminagdo de
ESBLs, e a 4gua possui um papel crucial neste processo (WOERTHER et al., 2013).

1.3 Contaminacdo de ambientes aquaticos

O ambiente aquatico € um dos ecossistemas mais impactados pela poluicdo. A
constante introducdo de dejetos e consequente contaminacdo do meio por microrganismos
patogénicos sdo responsaveis por uma serie de infeccdes em humanos e animais.
Mundialmente, estima-se que as principais doencas transmissiveis pela &gua matam mais de 2
milhdes de pessoas por ano (TORTORA; FUNKE; CASE, 2017). Além disso, a poluicdo
quimica da agua tem sido associada a diversos processos envolvidos com a aquisicdo e

dispersdo de resisténcia bacteriana na natureza.
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Diversos autores tém se dedicado a investigagdo da contaminacdo da &gua por
moléculas e substancias, seus efeitos na disseminagdo de microrganismos resistentes a
antimicrobianos e sua contribuicdo com 0os mecanismos evolutivos envolvidos na dispersdo de
genes de resisténcia (ALLEN et al., 2010; HOLMES et al., 2016; MARTI et al., 2014). Os
estudos apontam que 0s ambientes aquaticos e suas populagdes bacterianas podem atuar como
potentes reservatorios para 0s genes de resisténcia, mas a dindmica envolvida na aquisicéo,
manutencdo e dispersdo desses elementos ainda é pouco compreendida (HILTUNEN et al.,
2016). Contudo, a acdo antropogénica é apontada como a grande responsavel pelas fontes de
contaminac&o direta ou indiretamente.

O depobsito e acumulo progressivo no ambiente de agentes antimicrobianos,
detergentes, desinfetantes, residuos da poluicdo industrial, como metais pesados, e da
agricultura, tém sido considerados como o0s principais contribuintes para a evolucdo e
disseminacdo dos organismos resistentes (BAQUERO et al., 2008). A presenca desses
componentes na agua resulta em um quadro de estresse para a microbiota do meio e,
consequentemente, em um aumento de pressao seletiva, uma vez que frente ao ambiente
poluido, os microrganismos com maior adaptabilidade - ou fitness - sdo selecionados. Neste
cenario, os processos envolvidos na transferéncia e compartilhamento de conteido genético
séo facilitados (HOLMES et al., 2016).

A aquisicdo de genes de resisténcia pode ocorrer por eventos de mutagoes,
recombinacdo génica ou transferéncia horizontal. Além disso, eles podem ser disseminados
através de elementos genéticos mdveis, incluindo plasmideos, sequéncias de insercdo,
transposons, integrons, ilhas genémicas, elementos conjugativos integrantes, bacteriéfagos,
entre outros; e uma vez que o conteldo genético esteja nessas plataformas a probabilidade de
sua manuten¢do no ecossistema aumenta. Por esta razdo, os genes de resisténcia estdo sendo
considerados, por si s6, como agentes poluentes (MARTI et al., 2014; MARTINEZ, 2009).

Sabe-se que a agua desempenha um papel crucial nestes processos. As populacdes
microbianas sdo formadas por complexas redes evolutivas, as quais estdo diretamente
relacionadas a fatores ambientais (BERENDONK et al., 2015). Microrganismos resistentes a
antimicrobianos podem ser facilmente encontrados em fontes de agua potavel tratada,
relacionados com antibioticos que entram no ciclo da agua através de esgotos domésticos e
eliminacdo de aguas residuais industriais, agricultura, pecuaria intensiva e aquicultura (ONU,
2019). Além disso, a dinamica das comunidades microbianas em &guas residuais esta sob

influéncia de diversos fatores bidticos e abioticos que colaboram com a propagagédo dos genes
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de resisténcia (ALLEN et al., 2010), tais como: condic¢Ges de tratamento, regido geogréfica,
salinidade, concentracdo de oxigénio dissolvido na agua, abundéncia e tipo de substratos
organicos e temperatura, sendo estes dois Ultimos os fatores mais efetivos (ZHANG et al.,
2012; NOVO et al., 2013), juntamente com a prevaléncia de determinadas espécies na
comunidade microbiana presente nos ambientes aquéaticos; o que possibilita a dispersédo de
genes de resisténcia. Assim, por ser um meio altamente conectivo e de sua grande pressao
seletiva, 0 ambiente aquéatico acaba atuando como uma interface para a interacdo das
comunidades microbianas possibilitando uma maior manutencao e dispersdo dos elementos
genéticos moveis e, consequentemente, contribuindo com o desenvolvimento de resisténcia.
Assim, avaliar o perfil de resisténcia de populacGes microbianas de ambientes
aquaticos € um dos passos percursores para aumentar nossa compreensdo a respeito da
ecologia envolvida nestes processos, de modo que seja possivel futuramente sugerir e

implementar estratégias de combate.
1.4 Arroio Dilavio

O Arroio Diltvio ¢ um dos principais cursos d’agua de Porto Alegre. Sua nascente
estéd localizada no Parque Natural Municipal Saint’Hilaire, no municipio de Viamao, e sua foz
no Lago Guaiba, entre os parques Mauricio Sirotsky Sobrinho e Marinha do Brasil, em Porto
Alegre. A microbacia do Dilavio tem cerca de 80 km?, dos quais 19% estéo localizados em
Viamao (Prefeitura Municipal de Porto Alegre, 2018). Ao longo do seu percurso, recebe as
aguas de importantes afluentes, como o Arroio dos Marianos, Beco do Salso, Sdo Vicente,
Mato Grosso, Agronomia, Moinho, Cascata e Aguas Mortas. Proximo as cabeceiras, une-se
aos Arroios Vitorino, Taquara, Pequeno, Casa Velha e Sem Nome, formando a Represa da
Lomba do Sabdo (YOUNG, 2010).

O Arroio possui 17 km de extenséo total, atravessando a cidade no sentido leste-oeste,
além de cerca de 12 km de area canalizada ao longo da Avenida Ipiranga, em Porto Alegre
(DMAE, 2018). A canalizacdo do Diluvio foi iniciada na primeira metade do século XX,
juntamente com a alteracdo de sua foz, com 0 objetivo de evitar alagamentos em diversos
pontos da cidade. E justamente devido a esses frequentes alagamentos que o Arroio recebeu 0
nome de Diltuvio. Além disso, a canalizacdo acabou também por urbanizar, valorizar e
remodelar uma imensa regido da cidade (DEVOS et al., 2010).

Atualmente, o Arroio DilGvio percorre mais de 15 km em é&reas de grande

concentra¢do populacional, tornando-se um dos corregos mais poluidos de Porto Alegre e
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tendo em sua foz, um dos principais pontos de entrada da poluigdo organica e de metais
pesados no Lago Guaiba (ANDRADE, 2018). Ainda, recebe um volume significativo de
aguas servidas (por deficiéncia nas redes cloacais ou ligacfes clandestinas) e cerca de 50 mil
metros cubicos de lixo anualmente (Prefeitura Municipal de Porto Alegre, 2018), o que
contribui diretamente para a deterioracdo da qualidade da &gua, fato observado por
monitoramento do Departamento Municipal de Aguas e Esgotos (DMAE) e, visualmente,
pela populacdo que circula nas imediacdes da Avenida Ipiranga. Também pode-se constatar
um acumulo de sedimentos no canal do Arroio, cuja principal causa € a expansao da cidade
em dire¢do as cabeceiras e topos de morros (YOUNG, 2010).

Devido a alta carga de materiais e poluentes depositados diariamente no Arroio
Diluvio, ele necessita de dragagens periddicas. Este trabalho € realizado pelo Departamento
de Esgoto Pluviais de Porto Alegre (DEP), em um programa independente em relacdo as
demais dragagens realizadas na cidade. Porém, de acordo com a Prefeitura de Porto Alegre,
nenhum outro procedimento quimico, fisico ou bioldgico para a reducdo de contaminantes e
consequente tratamento da agua é realizado.

O Arroio Dilavio desempenha um importante papel ecossistémico para Porto Alegre,
pois ao longo de sua extensdo, recebe esgoto cloacal sem tratamento e com a provavel
presenca de antibidticos, desinfetantes, residuos industriais e metais pesados de diversos
bairros da cidade. A presenca desses contaminantes pode estar levando ao aumento da pressao
de selecdo dos microrganismos, permitindo a disseminacdo de bactérias resistentes e
dispersdo de elementos genéticos madveis que conferem resisténcia aos organismos. Devido a
sua alta conectividade bioldgica intra e interespecifica, o Arroio Dillvio atua como um reator
genético (BAQUERO et al., 2008) em potencial, propiciando o aumento da variabilidade
genética dos microrganismos. Uma vez que ndao ha ainda um tratamento que seja a0 mesmo
tempo barato, eficiente e seguro para a retirada de antibioticos e de genes de resisténcia dos
ambientes aquéticos, estes acabam sendo re-introduzidos através da captacdo da agua para
consumo da populacdo de Porto Alegre; o que acaba se tornando ndo apenas um problema de
salde publica, mas também um problema ambiental. Aumentar a nossa compreensdo a
respeito do Arroio Dillvio e os processos envolvidos com a resisténcia a antimicrobianos é
crucial para que medidas de combate sejam tomadas.

Além disso, ao demonstrar a ocorréncia de antibioticos no ambiente natural como um
fator importante para a sele¢do de resisténcia, é dado o subsidio necessario para que novas

abordagens sejam desenvolvidas a fim de considerar a selegdo de resisténcia no ambiente
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natural como um ponto crucial na avaliacdo de seguranca de novas substancias antibioticas
(BOXALL et al., 2012).

1.5 Objetivo

O presente estudo teve como objetivo principal avaliar do perfil de resisténcia a
antimicrobianos de isolados pertences a familia Enterobacteriaceae provenientes das dguas do
Arroio Diltvio, de modo a compreender a relacdo deste ambiente com o desenvolvimento de

resisténcia bacteriana.
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2. METODOLOGIA

O presente estudo foi realizado no Laboratério de Microbiologia Aplicada do
Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia do Instituto de Ciéncias Bésicas
da Saude (ICBS) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

2.1 Amostras

As amostras sdo provenientes de agua do Arroio DilGvio e pertencem a colecdo do
Laboratorio de Microbiologia Aplicada. Elas foram coletadas e isoladas em um estudo
anterior (OLIVEIRA e VAN DER SAND, 2011). Um total de 40 isolados foi utilizado neste
trabalho. Todos estavam mantidos em caldo tripticaseina de soja (TSB), sob refrigeracao.
Inicialmente, foi feito o isolamento das amostras em agar triptona de soja (TSA) para verificar

a pureza e morfologia das coldnias.

2.2 ldentificacéo bacteriana

A identificacdo dos isolados foi realizada pelo método de espectrometria de massa
através do MALDI-TOF Biotyper 4.0 (Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Germany)
(DALTONICS, 2015) utilizando o protocolo de transferéncia direta de acordo com as
instrucGes do fabricante. Inicialmente, as colonias isoladas em meio TSA séo transferidas para
uma placa de aco inoxidavel e sobre elas é adicionada uma matriz proteica. O equipamento
possui um laser capaz de ionizar essa matriz, acelerando as moléculas presentes na mesma.
Através de um tubo de vdo a vacuo, as moléculas ionizadas sdo separadas de acordo com seu
peso molecular e o tempo de chegada no detector do equipamento. As mais leves chegam
primeiro, enquanto as mais pesadas chegam depois.

Essa diferenca entre o tempo de chegada das moléculas no detector resulta na
formacdo de um espectro, o qual é comparado com outros espectros presentes no banco de

dados do equipamento, informando entdo, a qual espécie pertence aquele padrdo detectado.

2.2.1 Analise de dendrogramas pelo MALDI-TOF MS

Para avaliar quantitativamente se 0 MALDI-TOF MS poderia distinguir os diferentes

isolados foi realizado uma andlise de agrupamento de ligacdo Unica de todos 0s espectros e
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originado um dendrograma para representar graficamente os resultados. Os espectros
principais ou projecdo média de espectros (MSPs) foram os componentes fundamentais sobre
os quais foi realizada a identificacdo do espectro no MALDI Biotyper, embasada em um
algoritmo de reconhecimento de padrGes usando posicdes, distribuicbes de intensidade e
frequéncias dos picos. O dendrograma de MSP foi criado pela correspondéncia de MSPs dos
isolados aos espectros de referéncia armazenados no banco de dados da biblioteca de MSPs
do Biotyper 4.0. No dendrograma, os MSPs foram atribuidos a nos taxondmicos ordenados
hierarquicamente. No agrupamento hierarquico foi utilizado um algoritmo baseado em
dendrogramas a partir da distancia das espécies e um algoritmo de ligacdo que os unia.

Um dendrograma de todos os isolados do estudo foi construido usando o método
padrdo de criacdo de dendrograma do software Biotyper 4.0 (Bruker Daltonics, Alemanha). A
medida de distancia utilizada para a montagem dos dendrogramas foi de correlacdo medida
pelo algoritmo de ligagdo meédio. Os clusters foram consequentemente analisados de acordo
com os niveis de distancia arbitrarios orientados pelos valores de escores de 300 a 0 (valor
limite de escore de 300 para um unico organismo e valor limite de escore de 0, para 0s
organismos relacionados). No dendrograma a proximidade das relacdes dos organismos entre
si e refletida por um nivel de distancia arbitrario. A semelhanca numérica entre dois isolados é

o0 valor de similaridade do ponto em que os dois ramos divergem.

2.2.2 Andlise de PCA

A anélise de componentes principais (PCA) foi utilizada para determinar os clusters
com a expressdo de proteina similar. Esta analise estatistica fornece informacdes sobre a
hetero/homogeneidade do conjunto de dados. O PCA de todos os isolados do estudo foi
construido usando o método padrdo de criacdo de PCA do software Biotyper 4.0 (Bruker
Daltonics, Alemanha). A medida de distancia utilizada para a montagem dos PCAs foi de
correlacdo medida pelo algoritmo de ligacdo médio. O limite inferior foi estabelecido em
3.000 unidades arbitrarias, limite superior a 15.000 unidades arbitrérias e resolugdo 2. O PCA
é usado principalmente como um método de reducédo de dados e ferramenta de visualizagdo. A
plotagem de dados no sistema de coordenadas com base nos componentes principais
geralmente destaca relacionamentos e clusters que ndo seriam aparentes se os dados fossem

plotados usando as coordenadas originais.
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2.3 Teste de susceptibilidade a antimicrobianos

Os testes de susceptibilidade antimicrobiana foram realizados de acordo com as
normas estabelecidas pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2017). O
método consiste na suspensao direta das coldnias em solucdo salina 0,9% de modo a obter
densidade equivalente ao padrdo de turbidez 0,5 da escala McFarland (aproximadamente 1,5 x
10® UFC/mL). Essa suspensdo é preparada a partir de um crescimento de 16h das amostras no
meio de cultura agar Mueller-Hinton a 35°C. Com o auxilio de um swab estéril o inoculo é
espalhado uniformemente em trés direcdes sobre a superficie de uma placa com meio de
cultura agar Mueller-Hinton. Por fim, ha a aplicacdo dos discos de antimicrobianos sobre o
meio e incubacdo a 35°C + 1 por 16/18h. Apoés este periodo, mede-se o halo de inibicéo
resultante com um paquimetro.

Para validacao do teste, foi utilizada uma cepa padrdo Escherichia coli ATCC 25922.
Os antimicrobianos testados foram: Amoxicilina/Acido clavulanico (AMC 30ug), Ampicilina
(AMP 10pg), Cefalotina (CFL 30ug), Cefoxitina (CFO 30ug), Ceftriaxona (CRO 30ug),
Ciprofloxacina (CIP 5pug), Clorafenicol (CLO 30ug), Estreptomicina (EST 10uQ),
Gentamicina (GEN 10ug), Imipenem (IMP 10ug), Nitrofurantoina (NIT 300ug),
Norfloxacina (NOR 10ug), Sulfazotrim (SUT 25ug) e Tetraciclina (TET 30ug).

2.4 Teste de sinergismo de disco duplo (TSDD)

Ap6s a verificacdo da susceptibilidade antimicrobiana, os isolados resistentes e
intermediarios foram submetidos ao teste fenotipico de deteccdo de Enterobacteriaceae
produtoras de ESBL. O ensaio € 0 mesmo utilizado para os testes de susceptibilidade, com a
diferenca de que no TSDD hé a aplicacdo de trés discos contendo cefalosporinas (Cefotaxima
30ug, Ceftazidima 30ug, Cefepima 30ug) proximos a um disco com acido clavulanico
(Amoxicilina/Acido Clavulanico 30ug) sobre o meio de cultura. Apds a incubacio a 35°C + 1
por 16/18h, mede-se o0 halo de inibicdo resultante com um paquimetro. O resultado € positivo
quando as zonas de inibicdo em torno de qualquer disco de cefalosporinas sdo aumentadas na
direcdo do disco contendo &cido clavulanico.

Os testes foram realizados de acordo com as normas estabelecidas pelo Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2017), e para validacéo, foi utilizada uma cepa padréo
E. coli ATCC 25922.
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2.5 Identificagcdo molecular dos genes de resisténcia aos p-lactamicos

Os isolados foram submetidos a identificagdo dos genes de resisténcia a B-lactamicos,
utilizando os genes blactx-m, blatem € blasuy pela técnica da reacdo em cadeia da polimerase
(PCR). As condicdes para a PCR foram realizados de acordo com estudos anteriores
(OLIVEIRA e VAN DER SAND, 2011; MOOSAVIAN et al., 2016), com modificaces.

As amostras utilizadas como controles positivos para os trés genes foram cedidas pelo
professor Dr. Afonso Luis Barth e pertenciam a colecdo do Laboratorio de Pesquisa em

Resisténcia Bacteriana do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil.
2.5.1 Extracao de DNA dos isolados

A extracdo de DNA foi efetuada através da técnica de lise térmica, de acordo com o
protocolo descrito por Lentz et al. (2017). Os isolados foram, primeiramente, cultivados em
agar Mueller-Hinton a 35°C por um periodo de 18 a 24h. A técnica consiste na suspensao
direta das colonias em um microtubo contendo 700pL de tampdo TE (10mM Tris, 1mM
EDTA, pH 7,8), de modo a obter densidade equivalente ao padrdo de turbidez 0,5 da escala
McFarland. Apoés, os tubos sdo incubados em banho seco a 80°C durante 20 minutos e, em

seguida, colocados no freezer a 20°C por pelo menos 20 minutos antes da utilizagéo.
2.5.2 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

As reacoes de amplificagdo foram realizadas em um volume final de 25 pL. A mistura
da reagdo conteve: DNA (30ng); 1,5 mM de MgCI, para o blatgm € 0 blactx-m € 2,5 mM de
MgCl, para 0 blasyy; tampdo de reagdo 1x; 0,4 pM de cada primer; 0,2 mM de
deoxinucleotideos para o blatem € para 0 blacrx-v € 0,3 mM para o blasyy; 200 ng de soro
albumina bovino (BSA); 1 U unidade de Taq polimerase; agua mili-Q estéril para completar o
volume final. As sequéncias de cada primer especifico estdo apresentadas na Tabela 1. As

reacOes foram realizadas em termociclador (ProFlex  PCR System, ThermoFisher Scientific).
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Tabela 1: Sequéncias dos primers especificos dos genes que codificam as enzimas -
lactamases TEM, SHV e CTX-M.

Temperatura de

Genes Primers (5°- 37) anelamento (°C)

Amplicon (pb)

bla F: GTGCGCGGAACCCCTATT - 968
TEM R: TTACCAATGCTTAATCAGTGAGGC

bla F: AGCCGCTTGAGCAAATTAAAC - 861
SHV R: ATCCCGCAGATAAATCACCAC

bla F:-TTTGCGATGTGCAGTACCAGTAA - 590
CTXM  R:CGATATCGTTGGTGGTGCCATA

Fonte: Adaptado de OLIVEIRA e VAN DER SAND, 2011; MOOSAVIAN et al., 2016.

As condicdes de amplificacdo utilizadas nas reacfes de PCR para detecgdo dos genes

de resisténcia estdo indicadas na tabela 2.

Tabela 2: Condic¢des de amplificacdo das reacdes de PCR para os genes analisados.

Gene Desnaturacéo inicial Ciclos Extensao final

35x 1 min—94°C
blarem 5 min a 94°C 1 min — 55°C
1 min—72°C
35x 1 min-95°C

blagyy 5 min a 95°C 1 min —59°C 5 min a 72°C
1 min—72°C
30x 1 min-94°C
blactx-m 5 min a 94° 45 seg — 55°C
1 min—72°C

Min: minutos; Seg: segundos.
2.5.3 Eletroforese em gel de agarose

Os fragmentos obtidos através da técnica da PCR foram revelados de acordo com o
protocolo descrito por Green e Sambrook (2012). Houve a adi¢cdo de tampao de corrida 6x na
proporcao 1:3 de DNA em gel de agarose 1,2 %, juntamente com o marcador molecular
Ladder 100 pb (Ludwig Biotecnologia Ltda.). O gel foi submetido a 100V de voltagem,
80mA de corrente e 80W de poténcia em tampédo TAE 1 x, por 40 minutos. Apds, o gel foi
suspenso por 1 hora em uma solucdo contendo &gua destilada, tampdo TAE 50x e o corante
SYBR™ Gold (Invitrogen, Carlshad, CA). Por fim, o gel foi visualizado e digitalizado em

fotodocumentador (SmartView Pro Imager, CMOS, UVCI-1200, Major Science)
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Identificacdo bacteriana

Apds o isolamento para verificagdo da pureza e morfologia das coldnias, os isolados
foram identificados pelo método de espectrometria de massa. As espécies predominantes
foram E. coli (95%) e K. pneumoniae (5%). Este resultado é compativel com o estudo anterior
no qual as amostras foram coletadas. Oliveira e Van der Sand (2011) verificaram que no
Arroio Diltvio houve prevaléncia dos géneros Escherichia e Klebsiella, seguido por
Citobracter e Shigella. O predominio destas espécies pode estar relacionado a alta descarga
de residuos e esgotos domésticos que sao depositados constantemente no Arroio.

Em ambientes aquaticos, a estrutura das comunidades bacterianas € um dos fatores que
influenciam na dindmica dos organismos resistentes, podendo promover o aumento e a
disseminacédo de resisténcia (NOVO et al., 2013). Assim, conhecer as espécies microbianas
presentes no meio em questdo é fundamental para inferir suas relagdes com o ambiente e
avaliar os efeitos da poluicdo no desenvolvimento de resisténcia.

No presente estudo, foi constatada uma alta prevaléncia de E. coli, o que pode estar
relacionado a contaminacdo do Arroio Dilavio. Os agentes presentes na dgua fazem com que
0S microrganismos sejam expostos a um ambiente com condigdes estressantes, causando um
desequilibrio nas comunidades bacterianas e fazendo com que algumas espécies mais
adaptadas prevalecam sobre outras, como € o caso de E. coli. Devido a associacdo destes
microrganismos com aquisi¢do de infecgcdes hospitalares, diversos estudos tém se dedicado a
compreender a dinamica de E. coli no ambiente, a fim de evitar a disseminacdo de cepas
resistentes (JANG et al., 2017).

E. coli é uma enterobactéria, ou seja, faz parte da familia Enterobacteriaceae e é uma
das espécies que compdem a microbiota intestinal de humanos e outros mamiferos. Por isso,
estes microrganismos sdo comumente utilizados como bioindicadores em analises de
qualidade da &gua podendo revelar quadros de grande contaminacao fecal (WANJUGI et al.,
2016). Ainda, devido ao seu habitat, estas bactérias sdo comumente expostas a
antimicrobianos - tanto no hospedeiro quanto no ambiente -, sendo diretamente submetidas a
uma grande pressdo de selecdo (LOOFT et al.,2012), e como sabemos, iSso possui grandes
implicagdes no desenvolvimento de resisténcia.

No presente estudo, a alta prevaléncia de E. coli nas 4guas do Arroio Dillvio pode

refletir este cenério de contaminacdo fecal, pois uma vez que ele recebe o esgoto cloacal de
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diversos bairros de Porto Alegre, o dominio desta espécie pode estar associado a quantidade
de dejetos diariamente recebidos. Além disso, no DilGvio desdguam uma série de efluentes
domeésticos e hospitalares, fazendo com que E. coli associadas a humanos, patogénicas ou

ndo, sejam constantemente disseminadas para este ambiente.

3.2 Perfil de susceptibilidade a antimicrobianos

A andlise do perfil de resisténcia aos antimicrobianos revelou a presenga de sete
(17,5%) isolados resistentes a pelo menos um antimicrobiano. Os microrganismos
apresentaram maior resisténcia a classe dos p-lactamicos (12,5%), seguido por
aminoglicosideos (5%), afenicois (2,5%) e tetraciclinas (2,5%). Além disso, nove (22,5%)
isolados apresentaram resisténcia intermediaria, indicando uma eficicia indefinida dos
antibioticos sobre esses microrganismos. Dentre eles, onze (27,5%) foram intermediarios para
pelo menos um antibidtico da classe dos B-lactamicos e um (2,5%) para aminoglicosideos. A
cefalotina foi o antibidtico que mais obteve isolados resistentes (10%) e intermediarios
(12,5%). Resultados semelhantes foram encontrados por Belachew et al. (2017) em um
estudo realizado com 4aguas de efluente urbano, onde houve uma alta prevaléncia de
enterobactérias resistentes a cefalotina, juntamente com outros [3-lactamicos.

Além disso, no presente estudo, dois (5%) isolados apresentaram resisténcia a trés
classes distintas de antimicrobianos - penicilinas, cefalosporinas e aminoglicosideos - o que
caracteriza um perfil de multirresisténcia. Esta classificagdo segue 0s parametros
estabelecidos por MAGIORAKOS et al., 2011. Um cenario semelhante foi observado em
sistemas aquaticos, por Tacdo et al. (2014), no qual constataram altos niveis de
multirresisténcia entre isolados resistentes a cefalosporinas de terceira geragéo.

Ja em relacdo aos antimicrobianos aos quais 0s isolados foram mais suscetiveis,
destacam-se a ciprofloxacina, nitrofurantoina, norfloxacina, sulfazotrim e o imipenem. A

tabela 3 ilustra estes resultados juntamente com os dos demais isolados analisados.
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Tabela 3: Perfil de resisténcia dos isolados provenientes do Arroio Dilavio.

Antimicrobianos

Amostra AMC AMP CFL CFO CRO CIP CLO EST GEN IMP NIT NOR SUT TET

ATgi:cglsigzz S S S S S S S S S S S S S S
1BEO8 S S S S S S S S S S S S S S
2EC10 S S S S S S S S | S S S S R
1AEQ9 S S S S S S S S S S S S S S
1BC02 S S S S S S S S S S S S S S
1EC10 S S S S S S S S S S S S S S
1AE12 S S S S S S S S S S S S S S
1BCO1 S S S S S S S S S S S S S S
1D502 S S S S S S S S S S S S S S
1ECO09 S S S S S S S S S S S S S S
1EEQ8 S S S S S S S S S S S S S S
1DT21 S S S S S S S S S S S S S S
1AEO1 S S I S S S S S S S S S S S
CC03 S S S S S S S S S S S S S S
2DE04 S S S S S S S S S S S S S S

CONTINUA
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2BE28 S S S S S S S S S S S S S S

1BE23 S S S S S S S S S S S S S S
1AEQ5 S S I S S S S S S S S S S S
1AT10 S S I S I S S S S S S S S S
10C09 S S S S S S S S S S S S S S
1DEO4 S S S S S S S S S S S S S S
CAO01 I S R S S S S S S S S S S S
1EEQ6 S S S R I S S S S S S S S S
1AT11 S S S S S S S S S S S S S S
1CEO1 S | S S S S S S S S S S S S
2CEO06 S S S S S S S S S S S S S S
1B516 R S R S R S S R S S S S S S
2DEO02 S S R R S S S S S S S S S S
2DE11 S S S S S S S S S S S S S S
2BEO03 S S S S S S S S S S S S S S
2C517 S S S S S S S S S S S S S S
2EC04 R R R S R S S R S S S S S S
1CEO3 S S S S S S S S S S S S S S
CONTINUA
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1CT21 S | I S S S S S S S S S S S
1CC05 S S S S S S S S S S S S S S
2EEQ7 S S S S S S S S S S S S S S
1ATO05 S S S S S S S S S S S S S S
1BEO05 S S S S S S S S S S S S S S
2AC01 S S S S S S S S S S S S S S
1CCo02 S S S S S S S S S S S S S S
1DE08 S I I S S S R S S S S S S S
S: Sensivel; I: Intermediario; R: Resistente; AMC: Amoxicilina/Ac. Clavulanico; AMP: Ampicilina; CFL: Cefalotina; CFO: Cefoxitina; CRO: Ceftriaxona; CIP:

Ciprofloxacina; CLO: Clorafenicol; EST: Estreptomicina; GEN: Gentamicina; IMP: Imipenem; NIT: Nitrofurantoina; NOR: Norfloxacina; SUT: Sulfazotrim; TET:

Tetraciclina.
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No presente estudo, os isolados apresentaram maior resisténcia ou resisténcia
intermediéria as cefalosporinas e penicilinas, que sdo agentes que compdem a classe dos
antimicrobianos B-lactamicos. Um quadro semelhante foi observado em outros trabalhos
sobre resisténcia antimicrobiana em ambientes aquaticos brasileiros, como lagos (FREITAS et
al., 2019), rios (CONTE et al., 2017) e &guas residuais (PRADO et al., 2008; CHAGAS et al.,
2011; CONTE et al., 2017).

A presenga de enterobactérias resistentes aos B-lacttmicos em ambientes aquaticos é
decorrente de multiplos fatores. Os antimicrobianos desta classe sdo amplamente utilizados na
medicina humana e veterinaria no combate de bactérias Gram-negativas devido aos seus
efeitos na inibicdo de sintese de parede bacteriana e inducdo de autdlise (SUAREZ e
GUDIOL, 2009). Uma vez que estes antibidticos sdo eliminados no ambiente, a resisténcia
pode estar relacionada ao consumo indiscriminado destes agentes pela populacdo. Como o
Arroio Diltvio recebe uma série de efluentes de origem doméstica e hospitalar, ha uma
constante introducdo e acumulo de antimicrobianos na &gua, o que potencializa a troca de
material genético e a disseminagdo de microrganismos resistentes.

O consumo excessivo de antibidticos para fins terapéuticos e profilaticos na pratica
clinica, bem como na producdo animal, € um dos principais fatores associados ao
desenvolvimento de resisténcia bacteriana (ALANIS, 2005). A presséo seletiva gerada pela
exposicao a esses agentes aumenta a cada utilizacdo e consequente deposito no ambiente.
Diversos sdo 0s motivos que levam ao uso indiscriminado destes farmacos, desde a
negligéncia por parte de profissionais da salde no momento de prescricdo de antibidticos sem
necessidade até a devida instrucdo dos consumidores. A escassez de diagnosticos laboratoriais
ou a ndo utilizacdo destes quando disponiveis, sdo fatores que refletem os equivocos
cometidos pelos profissionais da area clinica ao prescrever antibioticos desnecessarios. Ja a
subdosagem e/ou suspensdo do tratamento perante a melhora, refletem a caréncia de
informacdo por parte dos pacientes e produtores (MOTA et al., 2005).

Além disso, ap6s o consumo, 0s antimicrobianos sdo expelidos para o sistema de
esgoto e se dissipam rapidamente pelo ambiente, contaminando a agua e o solo (BOXALL et
al., 2012). Estudos tém demonstrado uma alta prevaléncia de enterobactérias resistentes a 3-
lactdmicos em amostras ambientais, como solo, verduras e agua de irrigagdo (HOLVOET et
al., 2013). Este é um dos grandes desafios atuais de saude publica, pois uma vez que ocorre 0
deposito de antibioticos no meio, pode ocorrer uma re-exposi¢cdo da populacdo a esses

compostos, juntamente com a captacdo de bactérias resistentes e genes de resisténcia.
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Humanos e animais podem ser expostos a estes contaminantes direta ou indiretamente,
através de diversas vias, como: 1) consumo de cultivos que tiveram contato com lama, esterco
e chorume contaminados; 2) consumo de animais e vegetais que acumularam antimicrobianos
através de tratamentos; 3) exposicdo a farmacos liberados em aguas residuais
intencionalmente (aquicultura) ou ndo; 4) residuos de produtos farmacéuticos presentes em
aguas subterraneas e superficiais que sdo utilizadas para consumo; e 5) contato com aguas
costeiras para fins recreativos ou pesca (WELLINGTON et al., 2013). Estes fatores ilustram a
importancia de estudos que relacionam a resisténcia aos antimicrobianos em ambientes
naturais, pois apesar da utilizacdo destes farmacos advir das praticas clinicas e produgdes
alimenticias, seus efeitos sdo perpetuados para muito além do local de origem.

Através da analise do perfil de resisténcia de enterobactérias isoladas das aguas do
Arroio Dilavio, é possivel verificar se estes processos estdo ocorrendo em um dos cursos
d’4agua fundamentais de Porto Alegre. Como o Arroio desemboca na principal fonte de
abastecimento de &gua da cidade (OLIVEIRA e VAN DER SAND, 2011), pode estar havendo
a re-exposicdo da populacdo a esses contaminantes e organismos resistentes, o que implica em
varias questdes de saude publica. Assim, ao alertar sobre os riscos da poluicdo aquatica em
ambientes urbanos, pesquisas como esta auxiliam os 6rgaos responsaveis pelo saneamento do
municipio a obter os subsidios necessarios para o desenvolvimento de estratégias de combate
e é de extrema importancia que se dé a devida prioridade a implementacdo de medidas de

contencao.

3.3 Teste de sinergismo de disco duplo (TSDD)

A fim de verificar se a ocorréncia de enterobactérias resistentes aos antimicrobianos [3-
lactamicos estava relacionada com a produgdo de B-lactamases de espectro estendido (ESBL),
foi realizado o teste de sinergismo de disco duplo, uma analise que constata fenotipicamente a
producdo destas enzimas. Ao todo, doze isolados foram analisados. Dentre eles, sete
apresentaram resisténcia e nove foram intermediérios a pelo menos um antimicrobiano na

andlise de perfil de susceptibilidade (Tabela 4).
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Tabela 4: Perfil de resisténcia dos isolados submetidos ao TSDD.

Antimicrobianos

Amostras
AMC AMP CFL CFO CRO CLO TET EST GEN

B ol CC S S S S S S S S S
2EC10 S S S S S S R S I
CAO01 I S R S S S S S S
1EEOQ6 S S S R | S S S S
1B516 R S R S R S S R S
2DEO02 S S R R S S S S S
2EC04 R R R S R S S R S
1DEO8 S | I S S R S S S
1AEOQ1 S S I S S S S S S
1AEQ05 S S I S S S S S S
1AT10 S S I S I S S S S
1CE21 S | S S S S S S S
1CT21 S | I S S S S S S

S: Sensivel; I: Intermediario; R: Resistente; AMC: Amoxicilina/Ac. Clavulanico; AMP: Ampicilina; CFL:
Cefalotina; CFO: Cefoxitina; CRO: Ceftriaxona; CLO: Clorafenicol; TET: Tetraciclina; EST: Estreptomicina;

GEN: Gentamicina.

Como resultado, quatro (33%) isolados foram positivos para producdo de ESBL.
Dentre eles, dois (17%) apresentavam resisténcia e um (8,3%) foi intermediario a
cefalosporinas nos testes de susceptibilidade antimicrobiana. Além disso, o quarto (8,3%)
isolado ESBL positivo era multirresistente, apresentando resisténcia a quatro antibioticos f3-
lactdmicos (amoxicilina/ac. clavulanico, ampicilina, cefalotina e ceftriaxona) e um

aminoglicosideo (estreptomicina) (Tabela 5).
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Tabela 5: Producdo de ESBL pelos isolados.

Antimicrobianos

Amostra ESBL
CAZ CTX CPM
ATE&:nggzz Negativo Negativo Negativo Negativo
CAO01 Positivo Positivo Positivo Positivo
1EE06 Positivo Negativo Positivo Positivo
2EC04 Positivo Positivo Positivo Positivo
1AT10 Positivo Positivo Positivo Positivo
1B516 Negativo Negativo Negativo Negativo
2EC10 Negativo Negativo Negativo Negativo
2DEQ2 Negativo Negativo Negativo Negativo
1DEO8 Negativo Negativo Negativo Negativo
1AEQ01 Negativo Negativo Negativo Negativo
1AEQ5 Negativo Negativo Negativo Negativo
1CE21 Negativo Negativo Negativo Negativo
1CT21 Negativo Negativo Negativo Negativo

CAZ: Ceftazidima; CTX: Cefotaxima; CPM: Cefepima.

Através destes resultados, € possivel constatar que a producdo de ESBL estd sendo
utilizada por algumas enterobactérias para o0 desenvolvimento de resisténcia aos
antimicrobianos B-lactdmicos no Arroio DilGvio. Este cenario também foi observado por
Oliveira e Van der Sand (2016) em um estudo anterior, o qual constatou uma alta prevaléncia
(85%) de enterobactérias ESBL positivas nas aguas do Arroio através de testes fenotipicos.

Os testes como o TSDD tém sido utilizados como uma importante ferramenta na
caracterizacdo do perfil de resisténcia de Enterobacteriaceae. A realizacdo destas analises
secundarias, apés a verificacdo do perfil de susceptibilidade a antimicrobianos, é altamente
eficaz na identificagdo de bactérias produtoras de ESBL e possui uma grande aplicabilidade
na pratica clinica, uma vez que analises como PCR ndo sdo muito adequadas para testes de
rotina (STURENBURG et al., 2004; GARREC et al.,, 2011). Apesar das avaliacdes
genotipicas permitirem uma caracterizagdo precisa dos mecanismos de resisténcia utilizados
pelas bactérias, os métodos empregados ainda possuem um alto custo e necessita de uma boa

estrutura para sua realizacdo, o que acaba muitas vezes limitando alguns laboratorios de
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andlises clinicas (CORREA-MARTINEZ et al., 2019). Neste cenario, os testes fenotipicos,
como o TSDD, sdo considerados 6timas alternativas para a deteccéo de ESBLS.

No presente estudo, todos os isolados que obtiveram resultados positivos para a
producdo de B-lactamases de espectro estendido foram anteriormente identificados como E.
coli, e dentre eles, um ainda foi considerado multirresistente a quatro antibioticos [-
lactdmicos. Este dado é alarmante, pois a producdo destas enzimas por E. coli é uma das
maiores causas de infec¢bes adquiridas em UTIs mundialmente, tais como cistite, colangite
aguda, peritonite e pneumonia (RODRIGUEZ-BANO et al., 2008). Uma vez que as ESBLs
conferem resisténcia bacteriana as penicilinas, cefalosporinas e aztreonam (BHASKAR et al.,
2019), o aumento de infec¢Bes ocasionadas por patdgenos produtores destas enzimas dificulta
e inviabiliza a utiliza¢do dos antimicrobianos B-lactamicos no tratamento de algumas doencas,
deixando os profissionais da area clinica muitas vezes sem opcdo. Geralmente, as infeccdes
causadas por bactérias produtoras de ESBLs séo tratadas com antibidticos carbapenémicos -
como 0 imipenem e 0 meropenem -, agentes que também fazem parte da classe dos f-
lactdmicos. Contudo, altas prevaléncias de enterobactérias resistentes a esses compostos ja
foram observadas e o aumento do consumo esta sendo associado ao desenvolvimento de
resisténcia por organismos que ndo fazem parte de Enterobacteriaceae, como Acinetobacter
spp., Stenotrophomonas maltophilia e Pseudomonas spp. (RUPP e FEY, 2003).

A presenca de enterobactérias produtoras de ESBL no Arroio Dillvio representa um
grave risco para a populacdo. Este cenario reforca a ideia do ambiente aquatico desempenhar
um importante papel no desenvolvimento e disseminacdo de organismos resistentes. Uma vez
qgue os microrganismos produtores destas enzimas estdo associados a diversas infeccdes
hospitalares, é possivel que eles sejam constantemente depositados no corpo d’agua através
dos efluentes advindos de hospitais e domicilios. Ainda, ao entrarem em contato com a agua,
estes patdgenos interagem com as demais comunidades microbianas, favorecendo a
transferéncia e o compartilnamento de contedo genético em resposta ao ambiente poluido.
Esta € mais uma consequéncia das altas taxas de contaminacdo do Arroio Dillvio, o que

reflete a urgéncia de se discutir questdes relacionadas ao saneamento basico de Porto Alegre.

3.4 Deteccao de genes de resisténcia aos antimicrobianos da classe dos f3-

lactamicos

De acordo com os resultados obtidos na caracterizacdo do perfil de susceptibilidade

antimicrobiana e no teste de sinergismo de disco duplo, os isolados apresentaram resisténcia
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predominantemente aos antibidticos da classe dos B-lactamicos e ainda foi constatada a
producdo de enzimas B-lactamases de espectro estendido por alguns microrganismos. Assim,
com o intuito de verificar a presenca dos genes codificantes de ESBL blactx.m, blatem €
blasyyv nos isolados, foi realizada a técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para
identificacdo dos mesmos. Todos os isolados do presente estudo foram submetidos a essa
andlise, pois apesar de ndo apresentarem resisténcia nos testes fenotipicos, € possivel que

contenham os genes codificantes de ESBL e ndo 0s expressem.

Como resultado, foi detectada a presenca do gene blatem em 20% (8/40) dos isolados

analisados (Figura 1).

M C- C+ Ec 1

Figura 1: Fotografia do gel de agarose 1,2%, com os fragmentos obtidos na PCR para o gene
blatgm. M: Marcador molecular Ladder 100pb; C-: Controle negativo; C+: Controle positivo;
Ec: E. coli ATCC 25922; Canaletas 1-8: Isolados do Arroio positivos para o gene blatgm. Em
sequéncia: 1BC01, 2EC04, 1D502, 1EC10, 2EC10, 2BE03, 1CEO1 e 1CT21.

Dentre 0s microrganismos que apresentaram o gene blatgm, um (2,5%) havia sido
considerado multirresistente e produtor de ESBL nos testes fenotipicos. Além disso, 2,5%
(1/40) dos isolados apresentaram quadros de resisténcia intermediaria a [-lactamicos,
enquanto outros 2,5% (1/40) foram resistentes a tetraciclina e intermediarios a gentamicina.
Por fim, 12,5% (5/40) dos isolados foram sensiveis a todos os antimicrobianos testados, o que

indica que eles apenas possuem 0 gene, mas nao o estdo expressando (Tabela 6).
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Tabela 6: Caracteristicas fenotipicas dos isolados identificados com o gene blargm.

Susceptibilidade antimicrobiana

Amostra ESBL
Resistente Intermediério

1BCO1 - - Negativo
1D502 - - Negativo
1EC10 - - Negativo
2BEO3 - - Negativo
1CEO1 - - Negativo
1CT21 - AMP; CFL Negativo
2EC10 TET GEN Negativo
2EC04 AMC; AMP; CFL; CTX; EST - Positivo

AMP: Ampicilina; CFL: Cefalotina; TET: Tetraciclina; GEN: Gentamicina; CTX: Ceftriaxona;
AMC: Amoxicilina/Ac. clavulanico; EST: Estreptomicina.

No presente estudo, os genes blasyy e blactx.m ndo foram detectados em nenhum dos
isolados analisados, ocorrendo uma prevaléncia do gene blatgm. Um cenério semelhante foi
observado por Oliveira e Van der Sand (2011) em um estudo anterior, o qual identificou a
presenca do blatem em 33,87% e do blasyy em 9,67% dos isolados Gram-negativos
provenientes das dguas do Arroio Dilavio.

Além disso, foi detectada a presenca de isolados resistentes aos antibidticos [3-
lactdmicos, mas que ndo continham os genes de resisténcia. Essas diferencas entre as analises
fenotipicas e genotipicas podem estar relacionadas com fatores como mutacdes, alteraces na
permeabilidade da membrana e regulacédo da expressdo do gene (ANDRADE et al., 2014). Ou
seja, nestes casos, a resisténcia pode estar sendo conferida pela produgdo de p-lactamases
diferentes das analisadas neste estudo ou por conta de outras estratégias de resisténcia. Ja em
relacdo aos isolados que possuiam os genes, mas que nao foram resistentes nos testes de
susceptibilidade, a ideia de as comunidades microbianas do meio aquéatico atuarem como
reservatorios ambientais para esses componentes € reforcada, tudo isso como resultado das
trocas genéticas realizadas neste ambiente.

Os crescentes relatos de enterobactérias produtoras de ESBL no Brasil ilustram o

enorme risco que estes organismos representam para a sociedade, tanto em questfes de saude
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publica, quanto ambientais. Ferreira et al. (2019) avaliaram amostras de K. pneumoniae
produtoras de ESBL isoladas de pacientes hospitalizados em uma unidade de terapia intensiva
no Tocantins e constataram o predominio do gene blargy em 100% (25/25) dos
microrganismos analisados. J& Chagas et al. (2011) identificaram a presenca deste gene em
82% (82/100) dos isolados provenientes de esgoto hospitalar no Rio de Janeiro. Em um
estudo realizado com amostras clinicas provenientes de dois hospitais de Porto Alegre,
Jaskulski et al. (2013) relataram uma maior prevaléncia para o gene blatgm, Seguido de
blactx-m, €m enterobactérias produtoras de ESBL.

Existem diversas variagdes das B-lactamases do tipo TEM. A enzima TEM-1 é
responsavel por conferir resisténcia a ampicilina, penicilina e cefalosporinas de primeira
geracdo. Ao longo do tempo, com o0 aumento da pressao seletiva antibacteriana, o acimulo de
mutacdes dentro do gene blatem-1 permitiram o surgimento de variantes desta enzima com
capacidades hidroliticas mais eficientes, o que estendeu seus efeitos as cefalosporinas de
espectro estendido e o aztreonam - ai 0 nome ESBL (RUPP e FEY., 2003). Essas enzimas
diferem em relacdo aos substratos utilizados, composicdo de aminoacidos e susceptibilidade a
compostos inibidores (PATERSON e BONOMO, 2005).

Além disso, os genes codificantes de ESBL, como o blargm, localizam-se em
elementos genéticos moveis, o que facilita sua disseminacdo. Esses genes podem ser
adquiridos por meio de transferéncia horizontal, em processos de conjugacéo (plasmideos e
transposons conjugativos), transformacdo (aquisicdo do DNA livre no ambiente) e traducéo
(bacteriéfagos) (MARTI et al., 2014; WANG et al., 2015). A presenca dos genes de
resisténcia nos microrganismos ndo é essencial, mas pode conferir vantagens adaptativas
(VERRAES et al., 2013). Atraves de analises moleculares que visam caracterizar o perfil de
resisténcia de microrganismos patogénicos, é possivel compreender cada vez mais 0s
mecanismos envolvidos na aquisi¢cdo, manutencdo e disseminacdo de resisténcia bacteriana.
Tudo isso ndo somente em locais que colocam a salde da populacdo em risco, mas que

também sdo prejudiciais para 0 meio ambiente.

3.5 Analise de dendrograma pelo MALDI-TOF MS

A partir dos espectros gerados pela expressdo das proteinas dos isolados, 0 MALDI-
TOF MS realizou uma andlise de similaridade entre as amostras, avaliando-as
individualmente. Este método também pode ser denominado ‘filoprotedmica’> (CONWAY et

al., 2001). Como resultado, foi formado um dendrograma para representagdo grafica dos
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agrupamentos e ordenacdo hierarquica ascendente de todos os isolados analisados, de forma
que permaneceram préximas as amostras que obtiveram semelhancgas na expressdo fenotipica
de suas proteinas (Figura 2). Neste dendrograma, é possivel visualizar uma clara separagédo
entre os ramos de Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli, justamente por se tratarem de
espécies diferentes, que possuem expressdes fenotipicas caracteristicas de seu grupo.

Além disso, ao analisar somente o ramo pertencente a E. coli (Figura 3), observa-se

certos agrupamentos dentro desta espécie entre isolados que possuem fendtipos semelhantes.
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Figura 2: Dendrograma resultante da analise da expressdo das proteinas de todos os isolados, 0 qual evidencia a separacao entre espécies. As

duas primeiras amostras no canto superior direito foram identificadas como Klebsiella pneumoniae e as demais, como Escherichia coli.
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Figura 3: Parte do dendrograma na qual foram agrupados todos os isolados de Escherichia coli, ilustrando as aproximaces entre eles de acordo

com sua expressao proteica.
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Na figura 2, é possivel observar que a cepa padrdo utilizada neste estudo — E. coli
ATCC 25922 — permaneceu proxima a cepa ATCC utilizada pelo equipamento como
referéncia. Ja as amostras 2DEO2, 1EE06 e 1B516, as quais apresentaram resisténcia as
cefalosporinas, foram agrupadas com a amostra 2BEQ3, a qual continha o gene blatgm.

Houve proximidade também entre as amostras 1CT21 e 1AEOQO1, que foram
intermediarias para o antibidtico cefalotina, além de uma ser ESBL positiva e a outra possuir
0 gene blatem. Outro agrupamento observado foi entre o isolado 1AEQ5, intermediario as
cefalosporinas, com o isolado multirresistente 2EC04, que foi ESBL positivo, resistente a trés
classes de antimicrobianos e que continha o gene blargm. Por fim, constatou-se uma
proximidade entre os isolados 1EC10, 1D502 e 2EC10, sendo todos portadores do gene
blargm.

Os resultados desta andalise sugerem que bactérias resistentes, produtoras de ESBL ou
portadoras de genes de resisténcia podem apresentar similaridades na expressdo de suas
proteinas, indicando quais isolados podem ser correlacionados ou ndo. Diversos autores tém
recomendado este tipo de abordagem para auxiliar na detecgdo de Enterobacteriaceae
resistentes na rotina clinica, uma vez que as analises moleculares dispendem de mais tempo e
possuem um alto custo (EGLI et al., 2015). Seng et al. (2010) relataram que este método é
capaz de distinguir E. coli resistentes a ampicilina de cepas de E. coli selvagens, além de K.
pneumoniae produtoras de ESBL com uma especificidade de 92% se comparada a analises
moleculares.

No presente estudo, é possivel observar que os isolados com perfis de resisténcia
semelhantes foram agrupados ou aproximados, 0 que sugere que os efeitos dos componentes
determinantes de resisténcia podem ser detectados em nivel de expressdo proteica. Além
disso, através destas observacgdes, pode-se avaliar o potencial de um isolado para a aquisicdo
de resisténcia, comparando sua similaridade a dos organismos que ja foram determinados
como resistentes. Este tipo de analise € mais uma das perspectivas que se pode ter sobre o
perfil de resisténcia das bactérias, que auxilia a encontrar pontos comuns entre 0s

microrganismos analisados, dando um panorama geral das amostras.

3.6 Analise de PCA pelo MALDI-TOF MS

Outra investigacdo realizada pelo MALDI TOF MS, a partir dos espectros gerados
pela expressao de proteinas dos isolados, foi a anélise de componentes principais (PCA). Esta

abordagem avalia conjuntos de variaveis detectadas pelo equipamento, na expressao proteica
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dos isolados, que possivelmente podem estar relacionadas. Como resultado, foi formado um
grafico tridimensional, o qual ilustra os grupos formados de acordo com o grau de
similaridade das amostras (Figura 4).

Diferente da anéalise de dendrograma, a PCA avalia as amostras em conjunto, a fim de
detectar grupos pré-definidos. Na figura 4, hd uma separagio entre as espécies. E possivel
observar no canto superior do gréafico dois pontos amarelos, os quais representam os isolados

de K. pneumoniae. J& na parte inferior do gréafico, encontram-se todos os isolados de E. coli.
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Figura 4: Grafico resultante da analise de PCA, o qual separa as duas espécies analisadas e indica a formacdo de trés grupos distintos

dentro de Escherichia coli.
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Outro dado interessante gerado pelo MALDI foi que dentro de E. coli ha a formacéo
de trés grupos distintos, os quais sdo indicados pelos pontos vermelhos, verdes e azuis. Assim,
a fim de analisar os possiveis aspectos em comum destas amostras e seus respectivos grupos,
os isolados foram comparados quanto a resisténcia, producdo de ESBL e presenca do gene
blarem.

Como resultado, ndo houve relagdo entre os grupos de E. coli e a produgéo de ESBL,
tampouco com a presenca do gene de resisténcia. J& quanto ao teste de susceptibilidade, cinco
(12%) isolados resistentes ou intermediarios a penicilinas e cefalosporinas — incluindo uma
cepa multirresistente — pertenciam ao grupo vermelho. Contudo, apesar deste padrdo ser
detectado, ndo necessariamente a formagdo destes grupos estad relacionada ao perfil de
resisténcia dos isolados, podendo ser vinculada a fatores de viruléncia ou até mesmo ao tipo
de E. coli quanto a sua origem.

Assim, buscou-se comparar os aspectos relacionados ao perfil de resisténcia dos
isolados, de modo a avaliar se estes grupos estdo correlacionados quanto a suas expressoes
proteicas. Ndo foi detectado um padrédo especifico entre os grupos pelos aspectos que foram
avaliados, porém, mais analises sdo necessarias, como por exemplo, a avaliacdo da origem
destas E. coli, as quais poderiam conceber informacdes valiosas quanto ao perfil de resisténcia

dos isolados de enterobactérias oriundas do Arroio Diltvio.
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4. CONCLUSAO

A resisténcia antibacteriana € um problema de &mbito global e seus efeitos sdo
observados nos mais diversos ecossistemas. Neste cenario, 0os ambientes aquaticos podem
atuar como importantes meios pelos quais o desenvolvimento, a manutencéo e a disseminacao
de organismos resistentes sdo facilitados. Estes processos se acentuam devido a alta pressdo
seletiva nos ambientes, ocasionada pela constante introducdo e acumulo de agentes
contaminantes na agua.

No presente estudo, buscou-se caracterizar o perfil de resisténcia de enterobactérias
isoladas de um dos corpos d’agua mais poluidos de Porto Alegre: O Arroio Diluvio. Através
de analises de identificagdo, constatou-se a prevaléncia da espécie Escherichia coli nas
amostras provenientes do Arroio. Além disso, foi possivel observar os efeitos do amplo
consumo de antimicrobianos pela populacdo através das andlises de susceptibilidade
antimicrobiana, as quais revelaram um alto indice de resisténcia aos antibidticos p-lactamicos,
como a cefalotina, amoxicilina/ac. clavulanico, cefoxitina, ceftriaxona e estreptomicina. Os
organismos foram mais suscetiveis a antibioticos como a ciprofloxacina, nitrofurantoina,
norfloxacina, sulfazotrim e o imipenem.

A produgdo de B-lactamases de espectro estendido (ESBL) foi uma das estratégias
empregadas pelas bactérias na aquisicdo de resisténcia aos B-lactdmicos. Alem disso, as
andlises genotipicas revelaram o predominio do gene blargym nos isolados. Em nivel de
expressao proteica, também foram observadas semelhantes entre 0s organismos resistentes.

Neste estudo, é possivel observar os efeitos da poluicdo sobre as comunidades
microbianas do Arroio Dillvio. A presenca de enterobactérias resistentes, produtoras de
ESBL e portadoras de genes de resisténcia reforca a ideia de 0 ambiente aquatico poder atuar
como um meio que possibilita a dindmica dos organismos. Os residuos hospitalares e
domésticos, além da grande quantidade de lixo constantemente depositados no Arroio, podem
afetar diretamente nos processos de aquisicdo de resisténcia, ocasionando desequilibrios na
microbiota e contribuindo com o compartilhamento de material genético entre o0s
microrganismos.

Os resultados ilustram a urgéncia na deteccdo de bactérias resistentes, uma vez que o
uso indiscriminado de antibi6ticos, bem como o depésito de agentes antimicrobianos no
Arroio Dildvio, podem aumentar a prevaléncia e disseminacdo destes organismos. A

avaliacdo dos efeitos das dguas residuais na contaminacdo ambiental é, portanto, fundamental
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para auxiliar os 0Orgdos responsaveis pelo saneamento basico de Porto Alegre na

implementacdo de politicas publicas eficazes.
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